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Einleitung

1 Einleitung

Metabolische Erkrankungen haben eine hohe gesaftiche Relevanz, da sie sehr haufig
auftreten und mit einer hohen Mortalitdts- und Mdithtsrate einhergehen. Bei
metabolischen Erkrankungen handelt es sich um Sgérudes intermediaren Stoffwechsels.
Sie sind haufig genetisch bedingt, kénnen aber @&nalorben sein und zeichnen sich durch
einen Enzym- oder Hormonmangel oder auch durciJe@rangebot oder einen Mangel an
Nahrstoffen aus. Sowohl die Ausmal3e als auch dasovfamen von Stoffwechselkrankheiten
sind sehr unterschiedlich und reichen von weit ratbéten Volkskrankheiten bis hin zu
seltenen Erbkrankheiten mit oftmals tddlichen Folgeine Manifestation der Erkrankungen
kann in jedem Alter erfolgen, teilweise treten diereits pranatal in Erscheinung.
Stoffwechselkrankheiten sind gekennzeichnet durahe eAnhaufung oder vermehrte
Ausscheidung von Stoffwechselzwischenproduktengdkiion von veranderten Metaboliten,
Speicherung von Stoffwechselprodukten mit speigscVerteilungsmustern im Kérper oder
durch Transportdefekte fir bestimmte SubstanzerdruSgen koénnen sowohl im
Nukleinsdurestoffwechsel, Aminosaure- und Proteiifisechsel, Kohlenhydratstoffwechsel,
Fettstoffwechsel und Mineralstoffwechsel als aunlPiorphyrinstoffwechsel auftreten.

Die weit verbreiteten metabolischen ErkrankungerabBtes mellitus, das Metabolische
Syndrom oder auch Fettstoffwechselerkrankungeiestélir kardiovaskulare Ereignisse und
die Progression der Atherosklerose bedeutende diaditoren dar. Die Atherosklerose und
ihre Folgen sind heute fur nahezu 50 % aller Tadkesfn den westlichen Industrienationen
verantwortlich (Schaefer, 1998). Sie ist nicht aure eigenstandige Erkrankung der Arterien,
sondern manifestiert sich auch in unterschiedlickRenmen. Am bedeutendsten sind die
zerebrovaskuldre Manifestation (Schlaganfall), sowdie kardiale Manifestation der
Atherosklerose in Form der koronaren Herzerkrank{i{igK). In Deutschland beruhen ca.
30 % aller Todesfélle auf einer KHK, wobei fast diélfte der Betroffenen durch einen
akuten Myokardinfarkt zu Tode kommt, wahrend diglear Halfte an den chronischen
Folgen der KHK verstirbt (Niederstadt, 1999).

1.1 Lipidstoffwechsel

1.1.1 Lipoproteine
Lipide sind wasserunldsliche organische Molekuie, sich aus Triglyzeriden, Cholesterin,

Cholesterinestern und Phospholipiden zusammense#&efgrund ihrer Hydrophobizitat

1



Einleitung

kénnen sie im wassrigen Blutplasma nicht frei Zidten, sondern werden stattdessen in
wasserloslichen Lipoproteinen von ihrem Absorptionger Syntheseort zum peripheren
Gewebe transportiert. Lipoproteine sind nicht-kewdéé, spharische Komplexe aus Lipiden
und Proteinen. Sie bilden mizellendhnliche Partikeit einem unpolaren Kern aus
Cholesterinestern und Triglyzeriden und einer zé@ssvigen Phase gerichteten Hulle mit
polaren, hydrophilen Anteilen bestehend aus Apglkipteinen, Phospholipiden und den
Hydroxygruppen von unverestertem Cholesterin (Biirmet al., 2008). Lipoproteine
unterscheiden sich in ihren physikochemischen Eigeaften (Dichte, Ladung, PartikelgroR3e,
Zusammensetzung) und lassen sich aufgrund dessesrdnhiedene Klassen einteilen. Die
am haufigsten genutzte Einteilung basiert auf dgdrdtisierten Dichte, welche mit
zunehmendem Protein- und abnehmendem Lipidgehaltidre Lipoproteinpartikeln steigt.
Sie ermoglicht eine Auftrennung des Lipoproteingpeks in sieben Hauptfraktionen:
Chylomikronen (CM), very-low-densityLipoproteine (VLDL), intermediate-density
Lipoproteine (IDL), low-densityLipoproteine (LDL) high-densityLipoproteine (HDL,
HDL3) und Lipoprotein(a) (Lp(a)). Zusatzlich ist die Buaktionierung jeder einzelnen
Hauptklasse in viele Unterklassen maoglich, die sichhren Eigenschaften, metabolischen
Verhaltensweisen und pathologischen Rollen unterdeh (Berneis et al.,, 2002). In
folgender Tabelle sind die Eigenschaften der Liptgine zusammengefasst.

Tabelle 1: Eigenschaften von Lipoproteinen

Lipoprotein E}'fnr:}]e ([Br:?n?e Syntheseort L|§J/|2Ir-r|:£|(:;ei;n- Hauptlipid
Chylomikronen <0,95 < fo Dunndarm 99:1 Triglyzeride
VLDL < 1,006 30-80 Leber 90:10 Triglyzeride
IDL 1,006-1,019 25-35 Plasma 85:15 Cholesterin
LDL 1,019-1,063 18-25 Plasma 80:20 Cholesterin
HDL, 1,063-1,125 9-12 Leber, Dinndarm 60:40 Phosplblipi
HDL; 1,125-1,210 5-9 Leber, Diinndarm 45:55 Phospholipid
Lp(a) 1,051-1,082 25-30 Leber 71:29 Cholesterin

Bei dem Lipidtransportsystem handelt es sich um s#hr dynamisches System. Die
Zusammensetzung der Lipoproteine wird durch dennsfea von Lipiden und

Apolipoproteinen standig moduliert.

1.1.2 Apolipoproteine
Der funktionell wichtigste Bestandteil der Lipopeote sind die Apolipoproteine. Sie wirken
einerseits stabilisierend auf die Partikelstruktandererseits ermdglichen sie durch ihre

spezifischen Strukturen den gerichteten Transpodr d.ipide. Sie binden an
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Membranrezeptoren von Zielzellen, steuern die Aurfim@ von Lipiden in die Zielzellen und
wirken  zusatzlich Uber die Beeinflussung von Enzwwdaten auf den
Lipoproteinstoffwechsel. Die Nomenklatur der Apaolgroteine geht auf Alaupovic zuriick
(Alaupovic et al., 1972). Apolipoproteine, welche &in und demselben Lipoproteinpartikel
gefunden und als metabolische Einheiten aufgetassten, immunochemisch jedoch distinkt
sind, wurden von ihm alphabetisch in die KlasserBAC usw. eingeteilt. Mittlerweile ist
bekannt, dass die meisten Lipoproteine jedoch tedene Apolipoprotein-Klassen
enthalten, so dass eine grol3e Anzahl an Lipoprteexistiert, die sich hinsichtlich ihrer
Lipid- und Proteinkomposition unterscheiden. Eiro&eil der Apolipoproteine, vor allem
der A- und C-Klassen, weist als charakteristiscls¢suikturelement eine so genannte
amphiphatische Helixstruktur auf. Die Aminoséuremds so angeordnet, dass sich
Helixbezirke ergeben, die rein hydrophob bzw. teydrophil sind. Die hydrophilen Bereiche
sind der wassrigen Umgebung, die hydrophoben @ere-Lipiden der Lipoproteinpartikel
zugewandt. Im Gegensatz dazu enthalt das Apolipejprd einen geringen Anteil am-
Helices. Es besteht vornehmlich aus [3-Faltblatiewh liegt in den LDL in einer Form vor,
wie sie von peripheren Membranproteinen bekannt st der Tabelle 2 sind die
Apolipoproteine mit ihren speziellen Funktionen liipidstoffwechsel sowie ihr Vorkommen

zusammengefasst.
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Tabelle 2: Ubersicht tiber die Apolipoproteine des imanen Plasmas, ihr Vorkommen und ihre

Funktion. LCAT =

Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase,

LRP d{ow-density Lipoprotein

Rezeptorprotein. (modifiziert aus: Handbuch dettdteffwechselstérungen von Peter Schwandt und

Klaus Parhofer, Schattauer 2000)

. _ Masse  _Flasma- .
Apolipoprotein konzentration Vorkommen Funktion
[kDa]
[mg/l]
A-l 28,5 1200-1400 CM, HDL Strukturprotein, Aktivieng der LCAT,
Bindung an HDL-Rezeptor
A-ll 17 350-500 HDL Aktivierung der hepatischen hge
A-IV 46 <50 CM, HDL Triglyzeridstoffwechsel,  Aktigrung der
LCAT
A-V 39 0,1-0,2 CM, VLDL, HDL  Erniedrigung der Plastniglyzeride
B-100 550 700-900 VLDL, IDL, LDL, Sekretion von Triglyzeriden und Cholesterin
Lp(a) aus Leber und Dunndarm, Strukturprotein,
Bindung an LDL-Rezeptor, Aktivierung der
Lysolecithin-Acyltransferase
B-48 265 <50 CM Resorption von Lipiden und lipislichen
Vitaminen aus der Nahrung, Synthese und
Sekretion von Chylomikronen, Bindung an
LRP
C-l 6,5 50-80 CM, VLDL, HDL  Unterdriickung der Bindg naszierender
Lipoproteine an den LDL-Rezeptor und LRP,
Aktivierung der LCAT
C-ll 8,8 30-70 CM, VLDL, HDL  Aktivierung der Lipomteinlipase
c-l 8,9 100-120 CM, VLDL, IDL, Inhibierung der Lipoproteinlipase und
HDL hepatischen Lipase, Aktivierung der LCAT,
inhibiert  hepatische  Aufnahme  von
triglyzeridreichen Lipoproteinen
C-Iv 11 1-20 VLDL, HDL Erhéhung der Plasmatriglyis
D 29 80-100 HDL Aktivierung und Stabilisierung deZAT
E 34 30-50 CM, VLDL, IDL, Bindung an LDL-, VLDL-, ApoE-Rezeptor
HDL und LRP, Ausschleusung von Cholesterin aus
peripheren Zellen
F 30 <50 HDL unbekannt
G 72 <50 VLDL unbekannt
H 55 150-300 CM unbekannt
(@) 350- variabel Lp(a) Beeinflussung der Blutgerinnung und
900 Fibrinolyse, Inhibierung der Angiogenese,
Tumorsuppression
J 70 70-200 VLDL, HDL unbekannt
L 39 4-5 HDL unbekannt
M 26 <10 VLDL, HDL Bildung von préa-3-HDL, Cholesteefflux

1.1.3 Enzyme und zellulare Transporterproteine im Lipoproteinstoffwechsel

Neben den Apolipoproteinen gibt es noch eine Rethe Enzymen und Transferproteinen,

welche ihre Hauptaktivitat im Plasma und nicht aagllular entfalten sowie spezifische

Lipidtransporter, die fur die Dynamik des Lipoprosgoffwechsels entscheidend sind. Die

wichtigsten Vertreter sind in der Tabelle 3 aufgteli. Eine detaillierte Beschreibung ihrer

spezifischen Funktionen im Lipidstoffwechsel erfalgnerhalb der nachfolgenden Abschnitte

dieser Arbeit.



Einleitung

Tabelle 3: Enzyme, Transferproteine und Transporterdes Lipoproteinstoffwechsels und deren
Funktion

Protein Funktion

Lipoproteinlipase Hydrolyse von Triglyzeriden in Chylomikronen und BL

(LPL) (Goldberg et al., 2001)

Hepatische Triglyzerid-Lipase Hydrolyse von  Triglyzeriden und  Phospholipiden in

(HTGL) Chylomikronen, IDL, VLDL und HDL (Thuren, 2000)

Endotheliale Lipase Hydrolyse von Phospholipiden in HDL (Yasuda et 2010)

(EL)

Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase  Bildung von Cholesterinestern aus Cholesterin unecithin

(LCAT) (Bereitstellung von > 80 % der Cholesterinestefp(et, 1968)

Cholesterinester-Transferprotein Transfer von Cholesterinestern von HDL auf VLDL ubBL im

(CETP) Austausch gegen Triglyzeride, Austausch v@ore-Lipiden
generell (Davidson, 2010)

Phospholipid-Transferprotein Transfer von Phospholipiden und Cholesterin vaglytzieridreichen

(PLTP) Lipoproteinen auf HDL (Lagor et al., 2010)

Acyl-CoA-Cholesterin-Acyltransferase Veresterung von Cholesterin, Transfer einer Acyyiire (in der

(ACAT) Regel Oleat) von AcylCoA auf Cholesterin (Choleisteleat)
(Chang et al., 2009)

HMG-CoA-Reduktase Schliisselenzym der intrazellularen Synthese von |€Sterin,

(HMGCR) Reduktion von HMG-CoA zu Mevalonat (Thomas, 2001)

ATP-bindender Kassettentransporter 1 Ausschleusung von freiem unveresterten Cholestetind

(ABCA1) Phospholipiden aus dem Zellinneren auf HDL-Vorléufpra-i-

HDL) (Fitzgerald et al., 2010)
ATP-bindender Kassettentransporter  Ausschleusung von Cholesterin aus dem Zellinneregr d

5 bzw. 8 (ABCG5/8) Enterozyten des Darms zur Ausscheidung (Fitzgexiadd., 2010)
NiemannPick Typ C-1Protein Transport von Uber die Nahrung aufgenommenen Cleolesn die
(NPC1L1) Enterozyten des Darms (Jia et al., 2010)

1.1.4 Zentrale Rezeptoren des Lipoproteinstoffwechsels

1.1.4.1 LDL-Rezeptor

Bei dem LDL-Rezeptor handelt es sich um einen Liptgnrezeptor der LDL-Rezeptor-
Genfamilie, der als erstes Mitglied dieser Famili@len siebziger Jahren von Goldstein und
Brown identifiziert wurde (Brown et al., 1974). Digoproteinrezeptoren bilden eine Gruppe
von strukturverwandten Transmembranproteinen. Wihreer LDL-Rezeptor fur die
zellulare Aufnahme von im Plasma zirkulierenden dpmteinen geringerer Dichte in
hepatische und extrahepatische Gewebe eine zemalle in der Cholesterinhomdostase
spielt, erfullen die anderen Mitglieder verschieaitige Aufgaben im Organismus, die nicht
in direkter Beziehung zum Fettstoffwechsel stetiast alle sind in die Rezeptor-vermittelte
Endozytose von zahlreichen Liganden involviert ufid die Signaltransduktion von
Bedeutung. Weitere prominente Vertreter der LDL-@pgar-Genfamilie sind der VLDL-
Rezeptor (Takahashi et al., 1992), ApolipoproteiRdzeptor Typ 2 (Kim et al., 1996), LRP-
1 (Herz et al., 1988), LRP-2 (Megalin) (Raychowdhwet al., 1989), LRP-3, LRP-4
(MEGF7), LRP-5, LRP-6, LRP-8, LRP-1B (LR32) und LR{Yamazaki et al., 1996). Alle
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Mitglieder der LDL-Rezeptor-Genfamilie haben eirdrarakteristischen Aufbau gemeinsam
(siehe Abb. 1). Die Proteine bestehen aus defaneModulen mit spezifischen strukturellen
und funktionellen Eigenschaften, die von ganz bastien Exons der entsprechenden Gene
eindeutig kodiert werden. Jedes Mitglied der Fasniilesteht aus denselben Modulen die im

LDL-Rezeptor vorhanden sind, nur in einer einzigan Konformation.

NH
3 NH; &
©  Ligandenbindungsdoméne .
9~ EGF-Vorlauferprotein dhnliche Doméane
. i @ B-Propeller Struktur
Cystein-reiche I glykosilierte Region
Ligandenbindungsdoméne gy 9
D Transmembrandomane
& NPxY-Motif .
* *  Kalziumbindungsdoméne
-
MH;
. . NH
EGF-Vorlauferprotein - L *
&hnliche Domane mit MNH; ? MH,
B3-Propeller Struktur
- - - * L i - : ;
A (o 00]
glykosilierte Region E
P THIT Transmembrandomane iy £ p. AR b A
8 - FCOOH OCOOH OCOOH (oo 93 93 “a
COO OOk COOH COOH
) LDL VLDL Apot OoH OOH OOk b
cytoplasmatische Doméne receptor receptor receptorl LRPS/6 MEGF?  LRP1 LRPIB LRP2

e
e COOH -

Abbildung 1: Schematische Darstellung a) des LDL-Reeptors b) weiterer Rezeptoren der LDL-
Rezeptor-Genfamilie(modifiziert aus: (Wasan et al., 2008))

Der LDL-Rezeptor setzt sich aus insgesamt 861 Asdineen zusammen. DaPLR-Gen
umfasst etwa 45 Kb, ist auf Chromosom 19p13.2 Isiat und besteht aus 18 kodierenden
Exons (Sudhof et al., 1985). Nach Synthese desf®azeals 120 kDa Vorlauferprotein im
endoplasmatischen Retikulum und korrekter Faltungeld molekulare Chaperone, gelangt
dieser in den Golgi-Apparat, wo durch posttranstale Glykosilierung die reife 160 kDa
Form des LDL-Rezeptors entsteht (Cummings et &831 Schneider et al., 1982). Der
Rezeptor kommt in unterschiedlicher Anzahl auf zahallen Zelltypen vor und besteht aus
einer Ligandenbindungsdomaéne, einer EGF-Vorlaubégim ahnlichen Doméne, einer O-
glykosidischen Doméne, einer Transmembrandomaneeurad cytoplasmatischen Domane
(siehe Abb. 1). Die extrazellulare Ligandenbinduogedne vermittelt die Interaktion
zwischen dem Rezeptor und Apolipoprotein B-100- ufdolipoprotein E- haltigen
Lipoproteinen. Die 292 Aminosauren grof3e Doménadwion den Exons 2-6 des Gens
kodiert und besteht aus sieben sich wiederholendgeats aus jeweils ungefahr 40

Aminosauren. In jedemepeatfindet man sechs Cysteine, welche lber die Aushddvon
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Disulfidbriicken die Faltung der Domane in eine dgiTertiarstruktur bewirken. Dabei
werden negativ geladene Aminosduren an der Obbdl&xponiert. Digepeats4 und 5
bilden eine hydrophobe Tasche aus mit der die igenitamphiphatischen Helices in
Apolipoprotein B-100 und Apolipoprotein E in Wechgigkung treten kénnen (Boren et al.,
2001, Boren et al., 1998, Innerarity et al., 198¥jlson et al., 1991). Die EGF-
Vorlauferprotein ahnliche Doméne umfasst etwa 40@ndsauren und wird von den Exons
7-14 kodiert. Die Domaéne ist charakterisiert dudchi repeats die eine Sequenzhomologie
zu Teilen des Vorlauferproteins des epidermalen NMaensfaktors (EGF) aufweisen
(Russell et al., 1986). Zwischen den beiden N-teaingelegenenepeatsund denrepeatam
C-terminus der Doméane liegt die YWTD-Doméane. Diesetzt sich aus sechs
aufeinanderfolgenden Abschnitten aus jeweils 50 rais@uren zusammen, wobei sich in
jedem dieser Abschnitte die Konsensussequenz TpaFhr-Asp mehrfach wiederholt
(Stenflo et al., 1988). Zusammen bilden die Abstténeine R-Propeller Struktur aus
(Springer, 1998). Die EGF-Vorlauferprotein ahnlicHegomane ist beteiligt an der
intrazellularen, pH-abhangigen Dissoziation von dpdar und Ligand im sauren Millieu des
Endosoms (Davis et al., 1987, Innerarity, 2002)e Biusbildung von Salzbricken und
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen dem (3-Prpatid derrepeats4 und 5 in der
Ligandenbindungsdomane bei einem pH von 6 fuhrtFrarsetzung des via Apolipoprotein
B100 und Apolipoprotein E an den Rezeptor gebundebh®L-Komplexes. Die 58
Aminosauren umfassende O-glykosidische Doméane @dsRezeptors wird von Exon 15
kodiert und ist reich an Serin- und Threoninresteon denen die meisten glykosiliert
vorliegen (Cummings et al., 1983). Das Exon 16 emdTeil von Exon 17 kodieren fur die
Transmembrandoméne des LDL-Rezeptors. Diese beateht22 Aminosauren, die den
Rezeptor in der Lipiddoppelschicht der Plasmamembexankern (Russell et al., 1984). Die
cytoplasmatische Domane besteht aus 50 Aminosaun@rvird von einem Teil von Exon 17
und von Exon 18 kodiert. Sie enthélt das Interralismgsmotiv NPxY (Asp-Pro-x-Tyr, X =
jede beliebige Aminoséaure), an welches das ARH1elron Hepatozyten spezifisch bindet
und hierdurch die Internalisierung des Rezeptoahden-Komplexes und die Verankerung
in dencoated piteermdglicht (Cohen et al., 2003, He et al., 2002).

1.1.4.2 Scavenger-Rezeptor Typ B1 (SCARB1)
Beim Scavenger-Rezeptor Typ Bl handelt es sich em ersten identifizierten HDL-
Rezeptor Uberhaupt (Acton et al., 1996). Der mendiéandige Rezeptor setzt sich aus 509

Aminosauren zusammen und gehort aufgrund seinerdttmgie zur CD36-Rezeptorfamilie.
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DasSCARB1Gen umfasst 75 Kb, ist auf Chromosom 12g24.31lisikat und besteht aus 13

kodierenden Exons (Cao et al., 1997). Der Rezepasitzt kurze N- und C-terminale

intrazellulare Domanen, zwei Transmembrandoméanehneime grol3e extrazellulare, stark N-
glykosilierte Schleife, Gber welche die Lipoprotaimdung und Cholesterinaufnahme erfolgt
(Rigotti et al., 2003). Die Expression des Rezep#folgt hauptsachlich in der Leber und in
Zellen, die eine hohe Steroidbiosynthese aufwejsandschulz et al., 1996, von Eckardstein
et al., 2001). Neben HDL als Hauptliganden bindeABRB1 auch modifiziertes und natives
LDL und vermittelt auch hier die Cholesterinaufnah(Krieger, 1999). SCARBL1 als HDL-

Rezeptor spielt eine zentrale Rolle beim reversdmwl&sterintransport, welche in der
selektiven Aufnahme von Cholesterinestern aus Hbdie Leber besteht. Anders als beim
LDL-Rezeptorstoffwechselweg erfolgt hierbei jeddaine Internalisierung und endosomale
Degradation des HDL-Partikels, sondern ein direktfux von Cholesterinestern aus dem
HDL-Partikel in die Plasmamembran der Zelle. SCARBl in cholesterin- und

sphingomyelinreichen Caveolae lokalisiert. Nach deftux in die Plasmamembran gelangen
die Cholesterinester in intrazellulare Membrankortipeente. Der genaue Mechanismus
hierfir ist jedoch noch unklar. Mdglicherweise égfanach dem Influx von Cholesterinestern
aus HDL in die Caveolae der Plasmamembran einenklisierung der Caveolae. Eine
weiterere Mdglichkeit ware, dass Komplexe aus Chlvemd Chaperonen den Transport der
Cholesterinester in die Zelle Ubernehmen. Es idtafet, dass diese Komplexe neu
synthetisiertes Cholesterin direkt vom endoplassuhén Retikulum zu den Caveolae der

Plasmamembran transportieren (Graf et al., 1999).

1.1.4.3 Makrophagen Scavenger-Rezeptoren Typ Al und A2 (SGRAL/2)

Die beiden Scavenger-Rezeptoren Typ Al und A2 wewden MSR1Gen kodiert und durch
alternatives Spleil3en der mRNA generiert. Das Gafasst 85 Kb und ist auf Chromosom
8p22 lokalisiert (Freeman, 1994). Bei den Rezeptdrandelt es sich um homotrimerische
Membranproteine mit einem Molekulargewicht von 28D kDa, die sich aus einer N-
terminalen cytoplasmatischen Domane, einer Trandmamdomane, einespacerRegion,
einer a-helikalen coiled-coil Doméane, einer Kollagen-homologen Domane sowie reine
cysteinreichen C-terminalen Domane zusammensetetafma et al., 1990, Krieger et al.,
1994). Sie sind in der Membran von Makrophagen lisiest und binden eine Vielzahl an
polyanionischen Liganden Uber die extrazellulareslda§en-homologen und cysteinreichen
Doméanen. Die Aufnahme der Liganden in die Zelleolgif Uber Rezeptor-vermittelte

Endozytose. Descavenger pathwagpielt eine entscheidende Rolle bei der Pathogemese
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Manifestation der Atherosklerose. Wenn pathologsE8ioffwechselsituationen mit erhéhten
LDL-Plasmakonzentrationen vorliegen, werden die Edrtikel nicht mehr vollstandig Gber
den LDL-Rezeptorstoffwechsel abgebaut, sondern é6nim den subendothelialen Raum
eindringen und dort oxidativ modifiziert werden.eDMakrophagen Scavenger-Rezeptoren
sind in der Lage modifizierte LDL-Partikel aufzumedn. Da die Expression dieser
Rezeptoren im Gegensatz zum LDL-Rezeptor keifedbackRegulation durch den
zellularen Cholesteringehalt unterliegt, erfolgteesunkontrollierte massive LDL-Aufnahme.
Als Folge dieser unkontrollierten LDL-Aufnahme tséormieren im subendothelialen Raum
die Makrophagen zu Schaumzellen. Im weiteren Vérdann dieses initiale Ereignis zur
Formation von atherosklerotischen Lasionen fuhtemdgn et al., 2001).

1.1.5 Die zellulare Cholesterinhomoostase

1.1.5.1 Intrazellulare Synthese von Cholesterin

Cholesterin ist ein wichtiger Bestandteil der Plasmmbran und wird zur Synthese von
Steroidhormonen, Gallensaure und Vitamin D bendfigfgrund seiner Wasserunldslichkeit
erfolgt der Transport von Cholesterin im Blutplasmé Hilfe von Lipoproteinen. Bei dem
Molekul handelt es sich um einen polyzyklischendkl&l aus 27 C-Atomen. Die Biosynthese
von Cholesterin findet hauptsachlich im Cytoplasamal im endoplasmatischen Retikulum
von Hepatozyten statt und ist ein komplexer Prgzdses mit der Kondensation von drei
Molekulen Acetyl-CoA zu HMG-CoA (3-Hydroxy-3-methglutaryl-Coenzym A) beginnt.
Im Folgenden wird HMG-CoA zu Mevalonat reduziert.iefe Reaktion ist
geschwindigkeitsbestimmend flr die Cholesterinsgsghund wird durch das Schliisselenzym
HMG-CoA-Reduktase katalysiert. Aus dem ZwischenpkbdMevalonat entsteht nach
Phosphorylierung und Decarboxylierung das aktivepien Isopentenyldiphosphat s¢C
Molekul). Im weiteren Verlauf der Synthese wird @eshs Isopreneinheiten dag-®olekdl
Squalen gebildet. Durch Oxidation, Umlagerung eMethylgruppe und Hydroxylierung am
C3-Atom ensteht dann zunachst das zyklische Lanonst@ieses wird durch die Abspaltung
von drei Methylgruppen und die Umlagerung einer pepindung in Cholesterin (&
Molekul) umgewandelt. Die intrazellulare Cholesteginthese kann tber mehrere Stellglieder
reguliert werden (Brown et al., 1973, Brown et 4886, Brown et al., 1974). Wenn es durch
die externe Zufuhr und Aufnahme von Cholesterirr iihe Nahrung zu hohen intrazellularen
Cholesterinkonzentrationen kommt, wird die intrbdére Cholesterinsynthese inhibiert.

Hohe Cholesterinkonzentrationen filhren zu einer sphorylierung der HMG-CoA-
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Reduktase, die in einer Inaktivierung dieses Saeliégnzyms resultiert. Aulerdem kann
Cholesterin selbst die HMG-CoA-Reduktase allostbrisemmen sowie die Transkription

dieses Enzyms und weiterer Proteine, die in derléSkerinbiosynthese eine Rolle spielen,
regulieren. Weiterhin fihren hohe Cholesterinkomagionen zu einer Aktivierung der Acyl-

CoA-Cholesterin-Acyltransferase (ACAT), die dasidre&Cholesterin zu Cholesterinestern
metabolisiert und so eine intrazellulare Speichgrudes Uberschissigen Cholesterins
ermoglicht. Die Ausscheidung von Cholesterin eifdiger die Galle. In der Leber wird aus
dem Uberschissigen Cholesterin Gallenséure sysitrétidie Uber die Gallenwege in den
Darm sezerniert wird. Dort wird ein grof3er Teil d€holesterins resorbiert und dem
enterohepatischen Kreislauf der Leber wieder zugéefiNicht resorbiertes Cholesterin wird

mit dem Stuhl ausgeschieden.

1.1.5.2 Zellulare Aufnahme von LDL lber den LDL-Rezeptor

Die Entdeckung des LDL-Rezeptors und die Aufklardeg Rezeptor-vermittelten Aufnahme
von LDL ist auf Joseph Leonard Goldstein und Mi¢haeBrown zurtckzufiihren, die im
Jahre 1985 fir ihre Arbeiten mit dem Nobelpreisgaasichnet wurden (Goldstein et al.,
1974).

Nach Synthese der LDL-Rezeptoren im endoplasmams&tetikulum und posttranslationaler
Glykosilierung im Golgi-Apparat werden die Rezeptorin Vesikeln zur Plasmamembran
transportiert (Tolleshaug et al., 1982) (siehe ABp.Die Bindung der LDL-Partikel an die
extrazellulare Ligandenbindungsdomane der Rezaptoegfolgt Uber die Rezeptor-
Bindungsstelle im Apolipoprotein B-100 (Boren et 4998). Nach Ligandenbindung erfolgt
eine Rezeptor-vermittelte Endozytose von LDL (Asderet al., 1977). Hierzu sammeln sich
die Komplexe aus Rezeptoren und Liganden in besend@egionen der Plasmamembran,
den clathrin coated pits Diese Einstilpungen der Plasmamembran sind auf de
cytoplasmatischen Seite vom Protein Clathrin umgeli@e Bindung von Clathrin an die
Plasmamembran wird durch das Adapterprotein APZnitsit. Unter Beteiligung der
GTPase Dynamin und weiterer Proteine kommt es daclicinstilpung der Plasmamembran
im Zellinneren zur Abschnirung delathrin coated pitsEs entstehen Vesikel, die alsated
vesiclesbezeichnet werden. In Hepatozyten und Lymphozytedpch nicht in anderen
Zelltypen, wird fur die Endozytose von LDLR und LDkuséatzlich das modulare
Adapterprotein ARH gutosomal recessive hypercholesterolgnbiandttigt. Es vermittelt die
Lokalisation und Verankerung der Komplexe in dmrated pits indem es zum einen Uber

seine Phosphotyrosin-bindende Domane mit dem NPrtérdalisierungsmotiv in der
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cytoplasmatischen Domé&ne von LDLR interagiert uach anderen sowohl mit der Clathrin-

Box an Clathrin, der AP2 Bindungsregion an AP2 uad Phospholipide in der
Plasmamembran bindet (He et al., 2002, Michae&}t.e2004).
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Abbildung 2: Zellulare Aufnahme von LDL tber den LDL-Rezeptor

Die frisch abgeschnirten Vesikel kénnen nicht direkit den Zielkompartimenten im

Zellinneren verschmelzen, sondern missen zunaochsiner ATP-abhéngigeancoating

genannten Reaktion ihre Hulle aus Clathrin, Adaptound akzessorischen Proteinen

abstreifen. Die Clathrin-Molekule werden recyceitiian die Plasmamembran zuriickgefihrt,

wo sie fur die Neuformierung voroated vesicelsiieder zur Verfigung stehen. Die Vesikel

ohne Clathrin-Hulle fusionieren mit den frihen Esolmen, die sich von den trans-Golgi-

Zisternen abschniren. Diese wiederum verschmelzgénTransportvesikeln lysosomaler

Enzyme zu spaten Endosomen. Protonen-Pumpen iMdetbran der spaten Endosomen

bewirken eine Erniedrigung des pH-Wertes von 6-&6 5,5-6, wodurch es zu einer
Dissoziation von LDLR und LDL-Partikel kommt (Browet al., 1997, Davis et al., 1987,

11
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Innerarity, 2002). Wahrend der Rezeptor in Recgeimdosomen wieder an die
Zelloberflache gelangt, reifen die verbleibendesikel mit den LDL-Partikeln zu Lysosmen,
in denen ein proteolytischer Abbau von Apolipopimoté-100 erfolgt. Die dabei frei
werdenden Cholesterinester werden zu Cholesterrohysiert, welches der Zelle zur
Synthese von Plasmamembranen, Steroidhormonen aifeh&iure zur Verfligung steht oder
durch die ACAT wieder verestert und intrazellulésgeichert wird.

1.1.5.3 Transkriptionelle Regulation durch SREBPs

Die Transkriptionsfaktorfamiliesterol regulatory element binding proteinSREBPS)
reguliert die Expression zahlreicher Proteine,flredie endogene Synthese von Cholesterin,
Fettsauren, Triglyzeriden und Phospholipiden begthdtverden (Horton et al.,, 2002). Es
existieren zweiSREBPGene, aus denen die drei Isoformen SREBPla, SRERiP
SREBP2 hervorgehen. SREBPla und SREBP1c werdeh diteznatives Spleil3en des auf
Chromosom 17p11.2 lokalisierteBREBP1Gens generiert (Hua et al., 1995). Die beiden
Transkripte entstehen durch die Verwendung von recdbéedlichen Transkriptions-
startpunkten und unterscheiden sich in ihrem er&eon (Exon la und Exon 1c). Des
Weiteren wurde alternatives Splei3en am 3"-Endehreben (Exon 18a und 19a oder Exon
18c und 19c¢). Die Exons 2-17 sind in beiden Isofrndentisch. DaSREBP2Gen ist auf
Chromosom 22913 lokalisiert und umfasst 18 kodigeeBxons (Miserez et al., 1997). Die
SREBP1- und SREBP2-Proteine weisen eine Homologiedr % auf. Wéahrend SREBP1c
vor allem bei der Fettsdure-Synthese und SREBP2IdreCholesterin-Synthese eine Rolle
spielt, reguliert SREBP1a die Expression von Gdryedder Signalwege. SREBPs sibalsic-
helix-loop-helix-leucine zippglbHLH-zip) Transkriptionsfaktoren. Sie werden atava 1150
Aminosauren umfassende inaktive Vorlauferproteipetieetisiert, die in der Membran des
endoplasmatischen Retikulums lokalisiert sind (letal., 1995). Die N-terminale Doméne
der SREBPs besteht aus etwa 480 Aminosauren undt ss&th aus einer
Transaktivierungsdoméne, einer Prolin- und Senchen Region und der bHLH-zip Region,
die fur die DNA-Bindung und Dimerisierung zustandgj, zusammen. Es folgen zwei
hydrophobe Transmembrandomanen, die durch eineekurgz ER-Lumen ragende Schleife
von etwa 30 Aminosauren getrennt werden. Am C-Tieasiider SREBPs befindet sich die
etwa 590 Aminoséuren umfassende regulatorische Benfufgrund der Haarnadelstruktur
der Proteine befinden sich sowohl die N-termindke auch die C-terminale Domane im
Cytoplasma. Der Transkriptionsfaktor SREBPla wéist Gegensatz zu SREBP1c eine
hohere transkriptionelle Kapazitat auf, was auf dieutlich groRere N-terminale
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Transaktivierungsdoméne zurtickzufuhren ist (Shimenal., 1997). SREBPs kbnnen, wie
alle bHLH-zip Transkriptionsfaktoren, spezifischtrder E-Box (5"-CANNTG-3", N = jede
beliebige Base) in den Promotoren von Zielgenepragfieren. Zusatzlich haben sie die
Fahigkeit arsterol regulatory elemen{SRES) mit der Konsensussequenz 5-TCACNCCAC-
3" (N = jede beliebige Base) zu binden, die in mabthen Promotoren der Gene, die im
Lipidstoffwechsel eine Rolle spielen, zu findendsiiiKim et al., 1995). SREBPs induzieren
Uber die Bindung an SREs beispielsweise die Exjuesdses LDL-Rezeptors, der HMG-
CoA-Synthase und -Reduktase, der ACAT oder auch Sfms/enger-Rezeptors Typ Bl
(Amemiya-Kudo et al., 2002, Brown et al., 1997, Wat al., 2006). Aul3erdem befindet sich
im Promotor vonSREBP1und SREBP2jeweils ein SRE, so dass die SREBPs ihre eigene
Transkription induzieren kénnen (Sato et al., 1996)

In der Membran des endoplasmatischen Retikulunesagieren SREBP-Vorlauferproteine
mit dem Protein SCAPSREBP-cleavage-activating protgi(Nohturfft et al., 1998). Bei
SCAP handelt es sich um ein integrales Membraniprotias sich aus 1276 Aminosauren
zusammensetzt und zwei Domanen umfasst. Die N-+t@teiHalfte des Proteins besitzt acht
Transmembran-Helices, wovon funf (Helix 2-6) dierol sensing domaiamusmachen (Brown
et al.,, 1997). Die cytoplasmatische C-terminale Boen ist durch vier WDepeats
charakterisiert. Ein WDepeat besteht gewoOhnlich aus einer Sequenz von 44-60
Aminosauren und wird meist vom namensgebenden Wi2id terminiert. Zwischen dieser
Doméne und der regulatorischen C-terminalen cysopéischen Doméane von SREBPs wird
eine konstitutive Wechselwirkung postuliert (Sagaal., 1997, Sakai et al., 1998). Wenn es
zu einem intrazellularen Cholesterinmangel kommot,dass unter anderem sowohl mehr
Cholesterin synthetisiert als auch Uber Rezeptonittelte Endozytose in die Zellen
aufgenommen werden muss, gelangt der SREBP-SCARkamniber COPII-Vesikel in den
Golgi-Apparat, wo eine Prozessierung des SREBP&belproteins durch zwei spezifische
Proteasen erfolgt (Espenshade et al., 2002, Ndhtetrfal., 2000). Die membranstandige
Subtilisin-&hnliche Serinprotease Skdftg 1 proteasespaltet eine Leucin-Serin Bindung in
der Mitte der luminalen Schleife, so dass aus deorl&dferprotein zwei weiterhin
membrangebundene Halften entstehen (Duncan €917, Sakai et al., 1998, Seidah et al.,
1999). Die neu entstandene N-terminale Halfte,dan als intermedidre Form bezeichnet,
wird anschlieBend durch die Metalloprotease S2Re (2 protease innerhalb der
Transmembrandoméne gespalten (Rawson et al., Z@®hski et al., 1999). Dieser Prozess
fuhrt zu einer Freisetzung des N-terminalen trapsknell aktiven cytoplasmatischen Teils
von SREBP. Das generierte reife SREBP-Protein wamdalen Zellkern und aktiviert dort,
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Uber die Bindung an die SREs in den PromotorenGleme flur den LDL-Rezeptor und
weiterer Enzyme der Cholesterinbiosynthese, dieskiaption dieser Gene (Rawson, 2003,
Sakai et al., 2001). Als Folge kommt es zu einerigetung der zellularen
Cholesterinaufnahme Uber den LDL-Rezeptor und zereivermehrten intrazellularen
Cholesterinbiosynthese. Erreicht die intrazellul@hmlesterinkonzentration einen bestimmten
Schwellenwert, so wird die Prozessierung der SREBRauferproteine inhibiert.
Cholesterin bindet direkt an disterol sensing domairvon SCAP und bewirkt eine
Konformationsanderung (Brown et al., 2002, Radishkan et al., 2004). Hierdurch wird
eine Interaktion mit dem Protein INSI@gulin induced gerjeermoglicht. Bei INSIG handelt
es sich um ein hydrophobes Protein, das multiplenbtan-assoziierte Doménen besitzt und
ebenfalls in der Membran des endoplasmatischenkietns lokalisiert ist. Durch die
Interaktion mit SCAP verhindert INSIG den Transpdes SCAP-SREBP Komplexes lber
COPII-Vesikel in den Golgi-Apparat (Yabe et al.020Yang et al., 2002). Folglich bleibt die
Prozessierung der Vorlauferproteine aus und di¢h®ge von LDL-Rezeptor und Cholesterin
sowie von weiteren SREBP-Vorlauferproteinen wirddrgsselt. Im Zellkern werden die
reifen SREBP-Proteine ubiquitinyliert und Uber @&S Proteasom degradiert (Hirano et al.,
2001).

In folgender Abbildung ist die Cholesterin- bzwefi-regulierte Interaktion zwischen SCAP

und INSIG und die Prozessierung der SREBP-Vorlgufteine schematisch dargestellt.
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Abbildung 3: Sterol-regulierte Interaktion zwischen SCAP und INSIG und Prozessierung der
SREBPs.a) In der ER-Membran interagiert die regulatorischeefrinale cytoplasmatische Doméne
von SREBPs mit der hydrophilen C-terminalen cyteplatischen WD-Domane von SCAP. Bei
hohen Sterol-Konzentrationen (beispielsweise Cheled binden die Sterole an dgerol sensing
domain(SSD) von SCAP und bewirken eine Konformationsamagr woraufhin eine Interaktion mit
INSIG erméglicht wird. Hierdurch wird der Transpalés SREBP-SCAP Komplexes in den Golgi-
Apparat verhindert. bBei niedrigen Sterol-Konzentrationen findet keingetaktion zwischen SCAP
und INSIG statt, so dass der SREBP-SCAP Komplexden Golgi-Apparat gelangt, wo eine
Prozessierung der SREBP-Vorlauferproteine durchPdi¢easen S1P und S2P erfolgt. Das generierte
reife SREBP-Protein wandert in den Zellkern undvaddt die Transkription verschiedener Gene Uber
die Bindung an die SREs in Promotoren.Schematische Darstellung der Proteasen S1P und S2P.
S1P besitzt eine fur die Funktion notwendige kdisthre Triade aus Asp-Ser-His (DSH), S2P ein
HEXXH- (X = jede beliebige Aminosaure) und LDG-Mat(modifiziert aus: (Rawson, 2003))
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1.1.6 Stoffwechsel der Lipoproteine

1.1.6.1 Exogener Lipoproteinstoffwechsel

Mit der Nahrung werden neben Kohlenhydraten undeffren auch Lipide aufgenommen, die
sich hauptsachlich aus Triglyzeriden, Sphingo- uRdospholipiden, Cholesterin und
fettléslichen Vitaminen zusammensetzen. Die Trighde werden durch Lipasen des
Speichels und des Magen- und Pankreassekretes atizgimgespalten. Dabei entstehen freie
Fettsauren, Mono- und Diglyzeride (Ge et al., 2010¢ Produkte der Lipolyse werden in
Mizellen eingebaut, deren Grundgerust aus Gallgas&niekilen besteht und die passiv von
den Enterozyten der Darmmukosa resorbiert werdém.R2sorption des mit der Nahrung
aufgenommenen und hydrolysierten Cholesterins dulieh Enterozyten erfolgt tGber das
membranstandige Protein NPC1lldigmann-pick C1-like)lmittels vesikularer Endozytose.
In den Enterozyten kommt es zu einer intrazellml&Resynthese der Triglyzeride und einer
Veresterung des Cholesterins durch die ACAT. Ultgrssiges Cholesterin wird tiber einen
heterodimeren Transporter, der sich aus den ATBebiden Kassettentransportern 5 und 8
zusammensetzt, zurlck ins Darmlumen befordert usdeschieden (Graf et al., 2003, Lee et
al., 2001). Durch das mikrosomale Triglyzerid-Trh@ngrotein (MTP) wird in den
Enterozyten die Synthese von Chylomikronen Kkatafysi Diese bestehen aus den
resynthetisierten Triglyzeriden, dem reverester@rolesterin, Phospholipiden sowie den
Apolipoproteinen B-48, A-l1 und A-1V. Sie werden dur Exozytose an das Lymphsystem
abgegeben und gelangen Uber deumctus thoracicusin den systemischen Blutkreislauf
(Hussain et al., 1996). Nach der Sekretion nehmerCtlylomikronen zusatzlich aus HDL-
Partikeln stammende Apolipoproteine C-Il und E dufden peripheren Geweben, besonders
in den Kapillaren von Muskel- und Fettgewebe, bmde Chylomikronen an Komplexe aus
dem VLDL-Rezeptor und der Lipoproteinlipase, di@fibleparansulfat-Proteoglykane an die
Endothelzellen gebunden ist (Oka et al., 1994). dbateragiert Apolipoprotein C-II als
Kofaktor mit der Lipoproteinlipase, wahrend Apolpotein E die spezifische Bindung an
den VLDL-Rezeptor vermittelt (Beisiegel et al., ¥99Tacken et al., 2001). Durch die
Lipoproteinlipase werden die Triglyzeride der Chglkronen hydrolysiert. Die freigesetzten
Fettsauren werden resorbiert und stehen den GewabeBubstrate zur Energiegewinnung
und Speicherung zur Verfigung. Im Verlauf des lgisthen Prozesses findet eine
Umverteilung der oberflachenstandigen Apolipoprateistatt, indem die Chylomikronen
vermehrt aus HDL-Partikeln stammende Apolipopraeifc aufnehmen und ihre

Apolipoproteine A an zirkulierende HDL-Partikel agen. Die entstandenen
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cholesterinreichen Chylomikronenremnants gelangedie Leber und werden dort mittels
Rezeptor-vermittelter Endozytose tber ApolipoproteiBindung an den LDL-Rezeptor oder
an LRP von den Hepatozyten aufgenommen (Beisi@§8h, Beisiegel et al., 1989, Willnow
et al., 1994).

1.1.6.2 Endogener Lipoproteinstoffwechsel

Der endogene Lipoproteinstoffwechsel dient der Wegsng der peripheren Gewebe mit
Triglyzeriden und Cholesterin und beginnt mit defRAkatalysierten Synthese von VLDL in
der Leber (Davis et al., 1989). Diese bestehenTagd/zeriden, Cholesterin, Phospholipiden
und den Apolipoproteinen B-100, E und A-V (Millar &., 1998). Nach Sekretion in den
Blutkreislauf nehmen die VLDL zusatzlich die Apajroteine C-I, C-II, C-1ll sowie E aus
HDL-Partikeln auf. Wie auch die Chylomikronen bindélie VLDL in den peripheren
Geweben an den VLDL-Rezeptor und die membranassteiiLipoproteinlipase. Die
Triglyzeride werden hydrolysiert und die Apolipofgime C und A-V an HDL-Partikel
abgegeben. Die entstandenen cholesterinreichen WRE&hnants kénnen zum einen mittels
Rezeptor-vermittelter Endozytose Uber Bindung vagmolfoprotein B-100 und E an den
LDL-Rezeptor oder LRP in die Hepatozyten aufgenommerden oder zum anderen Uber
IDL in LDL umgewandelt werden (Kowal et al., 198®&/illnow et al., 1992). Bei der
Konversion verlieren die VLDL-Remnants ihre Apolgoteine E und reichern
Cholesterinester aus HDL-Partikeln an. Der intr&uéise Transfer von Cholesterinester wird
enzymatisch durch das Cholesterinester-Transfenipro(CETP) und das Phospholipid-
Transferprotein (PLTP) vermittelt. Restliche Tripgyide in den Partikeln werden durch die
hepatische Triglyzeridlipase (HTGL) hydrolysiertielzirkulierenden LDL-Partikel werden
von der Leber und den peripheren Geweben lber Rezegrmittelte Endozytose durch
Erkennung des Apolipoproteins B-100 von LDL-Rezepto aus dem Blutkreislauf
aufgenommen. So erhalt das Gewebe neben der gerikggensynthese genlugend
Cholesterin, um es als Hauptbestandteil von Mendrrader als Vorstufe zur Synthese von
Steroidhormonen verwenden zu konnen. Die Bildung ldeL-Partikel ist nicht auf den
Bedarf der peripheren Gewebe an Cholesterin alogestiso dass es in den Gefal3en zu
UbermaRig hohen LDL-Spiegeln kommen kann. Aul3erdénmen hohe LDL-Spiegel einen
pathologischen Hintergrund haben. Die LDL-Partiké@hnen in den subendothelialen Raum
eindringen und nach oxidativer Modifikation von decavenger-Rezeptoren Typ Al und A2,
deren lineare Kinetik keiner negativdeedbackRegulation unterliegt, in Makrophagen

aufgenommen werden. Als Folge der unkontrolliertdd_-Aufnahme transformieren die
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Makrophagen zu Schaumzellen, was im weiteren Verlawr Formation von

atherosklerotischen Lasionen fiihren kann (Lintoal.e2001).

1.1.6.3 Reverser Lipoproteinstoffwechsel

Der Rucktransport von freiem in den peripheren Gmmmenicht benttigtem Cholesterin
zurtick zur Leber wird durch HDL-Partikel bewerkbtgl(Fredenrich et al., 2003, Rigotti et
al., 2003, von Eckardstein et al., 2001). Durclseli&€igenschaft wirken HDL-Partikel als
atheroprotektiv. Die Hepatozyten konnen Cholesté&imdie erneute Synthese von VLDL-
Partikeln nutzen oder in Gallenséure Uberfiihrer, ither die Gallenwege in den Darm
sezerniert und dort ausgeschieden wird. Sowohlen leeber als auch im Darm werden
lipidarme diskoidale HDL-Partikel (pra-3-HDL) syetisiert, die hauptsachlich aus den
Apolipoproteinen A (Leber: A-l, A-ll, Darm: A-1, AY), Phospholipiden und wenigen
Cholesterinestern bestehen. Diese naszenten HOlk&agelangen tber den Blutkreislauf in
die peripheren Gewebe, wo sie mit dem membrangiéndi ATP-bindenden
Kassettentransporter 1 (ABCA1) interagieren, der @ieansport von freiem Cholesterin aus
dem Zellinneren an die Membranoberflache vermit{Bitst et al., 1999, Schmitz et al.,
2001). Der Efflux von unverestertem Cholesterin rkamulRerdem Uber passive
Diffusionsmechanismen, wie z.B. durch Bindung arukhin, Phospholipid-Vesikel oder
Cyclodextrine, erfolgen (von Eckardstein et al.020 Die Ubertragung von Cholesterin auf
die pra-RB-HDL-Partikel resultiert in sogenannte HiPartikel, bei denen sich das Cholesterin
an der Oberflache anreichert. Durch die Lecithirol€sterin-Acyltransferase (LCAT), die
mit der Oberflache der HDL-Partikel assoziiertuatl Apolipoprotein A-l als Kofaktor nutzt,
wird das freie Cholesterin verestert (Ishida et B990). Die entstehenden Cholesterinester
sind hydrophober als freies Cholesterin und werdemydrophoben Kern der wachsenden
Partikel eingebaut. Auf diese Weise entstehen ars diskoidalen Partikeln schlief3lich
grolRere, spharische, lipidreiche Partikel, die gjagngere Dichte aufweisen und als HDL
bezeichnet werden. Der weitere Transport der [HOholesterinester kann anschlie3end tber
zwei Wege verlaufen. Die HDPartikel kénnen die Cholesterinester im Austaugeben
Triglyzeride und Phospholipide an die Apolipopratd-haltigen Lipoproteine VLDL und
IDL abgeben. Fur den Transfer der Lipide werden@&$P und PLTP bendotigt (Barter et al.,
1982). VLDL und IDL werden entweder tUber den LDLzRptor in die Leber endozytiert
oder zu LDL konvertiert, Uber das die Zellen danedegrum Cholesterin aufnehmen kdénnen.
Die aufgenommenen Triglyzeride in den HERartikeln werden durch die HTGL, die

Phospholipide durch die endotheliale Lipase (ELJrbiysiert. Bei diesem Prozess entstehen
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wieder kleine, dichte, lipidarme HDRPartikel, die fur eine erneute Cholesterinaufnalane
peripheren Zellen zur Verfugung stehen. Der zw¥iteg, den die HDL-Partikel gehen
kénnen, besteht in der direkten Aufnahme Uber dmwvéhger-Rezeptor Typ Bl in die Leber,

wo letztendlich die Ausscheidung von Cholesteriarithe Galle erfolgt (Acton et al., 1996).

1.1.7 Lipidstoffwechselstérungen

Bei Dyslipidamien handelt es sich um StérungenLdigisl- und Lipoproteinstoffwechsels, die
mit einer Verschiebung der Zusammensetzung derdiipnd Lipoprotein-Fraktionen im
Plasma einhergehen. Dyslipidamien mit erhéhten @egwlesterin-, LDL-Cholesterin- und
Triglyzerid-Spiegeln sowie erniedrigten HDL-Chol#-Spiegeln sind  wesentliche
Risikofaktoren fur kardiovaskulare Erkrankungen udid Progression der Atherosklerose.
Vor allem in den Industrienationen sind DyslipidamiUrsache fiir eine hohe Morbiditat und
Mortalitdt. Man unterscheidet generell zwischermg@nien und sekundaren Dyslipidamien.
Wahrend den primaren Dyslipidamien ein mono- oddygenetischer Defekt zugrunde liegt,
sind sekundare Dyslipidamien die Folge von Grunderkungen des endokrinologischen,
nephrologischen und hepatischen Systems oder vordikamentbésen Therapien.
Hauptsachlich sind dabei vor allem Diabetes, Adipessund das metabolische Syndrom
ursachlich fir eine sekundare Dyslipidamie. Hauffglgen Dyslipidamien einer
multifaktoriellen Vererbung, wobei eine genetiscli&radisposition, Umweltfaktoren,
Ernahrung, der personliche Lebensstil und im Ladés Lebens erworbene somatische
Veradnderungen des genetischen Materials zur Entstebind dem Verlauf der Erkrankung
beitragen. Nach der klassischen Einteilung nachdrieleson werden die priméaren
Dyslipidamien in funf phanotypische Formen untdrtérredrickson, 1993). Er teilte die
Erh6éhungen von Plasmalipoproteinen nach deren éwfting in der Elektrophorese ein,

einem heute eher ungebrauchlichen Verfahren (Jiabe4).

Tabelle 4: Klassifikation der priméren Dyslipidamien nach Fredrickson.

Phéanotyp nach

Fredrickson erhdhte Lipoproteine Cholesterin Triglyzeride
I Chylomikronen — 1
lla LDL ™M —
IIb LDL, VLDL ™M 1
I IDL ) 1
v VLDL —1 "
\% Chylomikronen, VLDL 1 "

1 = erhéht, 11 = stark erhdht,» = normal, || = stark erniedrigt
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Die Einteilung nach Fredrickson bericksichtigt michie im Laufe der Zeit gewonnen
molekulargenetischen Erkenntnisse und deren mesahel Auswirkungen, weswegen
heutzutage von dieser Einteilung abgesehen wird fimdprimére Dyslipiddmien eine
Klassifikation vorgenommen wird, die den genetidtitlogischen Gegebenheiten folgt.
Dabei erfolgt die Einteilung der primaren Dyslipwign in Hypercholesterindmie,
Hypertriglyzeridamie, kombinierte Hyperlipidamie dunn Dyslipidamien, bei denen eine
isolierte Erniedrigung des HDL-Cholesterins vortigiehe Tab. 5) (Hachem et al., 2006).
Dyslipidamien kdnnen zusatzlich zu den in der Ti@b®laufgezeigten monogenen Defekten
einen komplexen genetischen Hintergrund haben. Imhni®n von genomweiten
Assoziationsstudien (GWAS) wurden zahlreiche Vdganidentifiziert, die mit erhéhten
Gesamtcholesterin-, LDL-Cholesterin- und Triglydewerten sowie erniedrigten HDL-
Cholesterin-Werten signifikant assoziiert sind. Qré3te Studie wurde 2010 von Teslovich
et al. durchgefihrt (Teslovich et al., 2010). Dalerde eine grof3e Anzahl an Varianten in
Uber 100.000 Individuen mit veranderten Plasmalipgin-Werten und einem
Kontrollkollektiv ermittelt und ihre Haufigkeit dah statistische Verfahren verglichen. Es
konnten insgesamt 95 Loci identifiziert werden, dggnifikant mit pathogenen
Plasmalipoprotein-Werten assoziiert sind. Die 9%iLomfassen alle 36 Loci, die zuvor
bereits durch GWAS detektiert wurden, sowie 59neats identifizierte Loci. In etwa der
Halfte der Loci sind Gene lokalisiert, fur die baeka ist, dass sie die Plasmalipid-
Konzentrationen beeinflussen bzw. eine Rolle imid-idetabolismus spielen (z.B.DLR,
LDLRAP1 PCSK9 APOB ABCG5/8 LPL, ABCA]l LRP2 LRP4 SCARB1 CETB. Die
meisten assoziierten Varianten liegen in introreschBereichen und haben somit
wahrscheinlich keine direkten Auswirkungen auf @eoteinfunktion. Fir 38 Varianten
konnte gezeigt werden, dass sie mit einem verdeleExpressionsniveau von Genen
signifikant korrelieren. Weitere Analysen und fupkille Untersuchungen sind notwendig,
um die klinische Relevanz der Varianten und dieakwlaren Mechanismen der genetischen
Pradisposition zu bestimmen. Der genetische Effiektassoziierten Varianten ist eher sehr
klein auf das Risiko der Erkrankung. Zusatzlichetgn private Mutationen mit einem starken

funktionellen Einfluss die Hauptrolle fir das geselte Risiko.
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Tabelle 5: Klassifikation der priméren Dyslipidamien

primére Dyslipidamie Ursache

genetischer Defekt

haeismus

Hypercholesterindmie

autosomal-rezessiv vererbte
Familiare Hypercholesterinamie

Sitosterolamie

Hypertriglyzeridamie
Chylomikronamie

kombinierte Hyperlipidamie

Familiarer HTGL-Mangel

Erniedrigung des HDL-Cholesterins  Familiare Hypbaljproteindmie
Apolipoprotein-A-I-Mangel
LCAT-Mangel, Fish-Eye-Krankheit

Tangier-Krankheit

polygene Hypercholesterinamie
autosomal-dominant vererbte
Familiare Hypercholesterindmie

Familiare Hypertriglyzeridadmie

Familiare Hyperlipidamie
Familiare Dysbetalipoproteinamie

unbekannt
LDLR-Mutationen

APOB-Mutationen
(LDLR Bindungsdoméne)

gain-of-functionPCSK9Mutationen
ARH-Mutationen

ABCGb5/8Mutationen

unbekannt
LPL- undAPOC2Mutationen

unbekannt
APOEMutationen

HTGL-Mutationen

unbekannt
APOAZXMutationen
LCAT-Mutationen

ABCAZXMutationen

defekte Synthese, Funktion und beeintrachtigtes
Recycling von LDLR
defekte Bindung an LDLR

erhohte Degradierung von LDLR durch PCSK9

defekte Internalisierung von LDLR, Ansalung in
clathrin coated pits

- reduzierte zellulare LDL-Aufnahme, Akkumulation
von LDL im Plasma

defekter Efflux von (berschiissigem @htdrin ins
Darmlumen

- erhohte Absorption und Akkumlation von Cholesterin

defekte LPL-Funktion
-  beeintrachtigter  hydrolytischer ~ Abbau  und
Ansammlung von triglyzeridreichen Lipoproteinen
(VLDL, Chylomikronen)

defekte Bindung an LDLR

- Akkumulation von cholesterinreichen Remnant-
Lipoproteinen (VLDL, IDL, Chylomikronen)

defekte HTGL-Funktion

- gestoérte Konversion von VLDL zu LDL, HBLzu
HDL ;, Akkumulation von VLDL-Remnants und LDL

defekte LCAT-Funktion

defekte LCAT-Funktion

- erniedrigte Veresterung von freiem Cholesterin in
HDL-Partiklen, Akkumulation von freiem Cholesteiim
peripheren Geweben

defekter Transport von freiem Cholesteaus dem
Zellinneren peripherer Gewebe auf HDL

- Akkumulation von Cholesterinestern in Makrophagen
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1.1.8 Familiare Hypercholesterindmie

Die familiare Hypercholesterinamie (FH) ist einerdwtare, hauptséchlich autosomal-
dominante Dyslipiddmie und zeichnet sich durch @eremt und isoliert erhdhte
Konzentrationen an zirkulierenden LDL-Partikeln iRlasma aus, die infolge einer
reduzierten Rezeptor-vermittelten zellularen Aufmahvon LDL-Partikeln tber den LDL-
Rezeptor entstehen. Die erhthten Konzentration Gesamt- und LDL-Cholesterins im
Plasma fiuihren zu sichtbaren Ablagerungen des Gkdles in Form von Xanthelasmen und
als Arcus lipoides corneaan Bereich der Augen und in Form von Xanthomerdén Haut
und den Sehnen, vor allem der Achillessehne. Neabesen eher asthetischen Stérungen
kommt es aber auch zu Einlagerungen des Cholesteridie Gefallwande, insbesondere in
den Koronararterien, was zur Ausbildung einer fditigen Atherosklerose fuhrt und somit
mit einem dramatisch erhdhten Risiko fir Myokardmt einhergeht. Neben der
Hamochromatose handelt es sich bei der FH um eerehdufigsten monogenetischen
Erkrankung. Fur die haufige autosomal-dominantarFder FH sind bisher Mutationen in
den Geneh DLR, APOBundPCSK9beschrieben. Ursachliche Mutationen fir die autade

rezessiv vererbte Form wurden ARHGen identifiziert (Burnett et al., 2008).

1.1.8.1 LDLR-Mutationen

Im Jahre 1974 konnten Brown und Goldstein nachweidass Defekte des LDL-Rezeptors
die Ursache fur FH darstellen (Brown et al., 19Mgrschiedene Studien zeigten, dass
etwa 52-76 % der Patienten, die die klinischen d&fién einer monogen verebten
Hypercholesterindmie erflllen, MutationenUDLR tragen. In der kaukasischen Bevolkerung
wurden heterozygote Trager mit einer Frequenz v6@Qlgefunden (Austin et al., 2004). Die
LDL-Cholesterinwerte sind bei heterozygoten Tragemm das 2-3 fache des Normalwertes
erhoht. Die Gesamtcholesterin-Werte kdnnen zwis@&h500 mg/dl und die LDL-Werte
zwischen 250-450 mg/dl liegen. Bei heterozygotenHdtienten kdnnemrcus lipoides
corneae Xanthelasmen und Xanthome gegen Ende der zwkébansdekade auftreten und
sind im dritten Lebensjahrzehnt bei etwa der Halftd gegen Ende des Lebens bei ca. 80 %
vorhanden. Die klinischen Symptome einer koronaramzerkrankung manifestieren sich
dagegen bei 75 % der méannlichen Patienten und 4&efoveiblichen Patienten zumeist
bereits in der vierten Lebensdekade. Frauen sirfaseheinlich durch den protektiven Effekt
des Ostrogens haufig erst einige Jahre spater flegtroHomozygote sowiecompound
heterozygote Trager der FH findet man mit einer flg&eit von 1:1000000. Sie sind somit
selten und charakterisiert durch Gesamtcholestemd LDL-Werte von >700 mg/dl im
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Plasma (Marks et al., 2003). Xanthome, Xanthelassemie Aortenklappenstenosen und
eine generalisierte Atherosklerose aller Gefal3spasondere der Koronararterien und
Carotiden, kdnnen schon vor dem 10. Lebensjahredaft. Homozygote Patienten die nicht
medikamentds behandelt werden, sterben meist mfelges akuten Myokardinfarktes vor
dem 20. Lebensjahr (Garg et al., 2007, Hachem ,e2@06).

Seit der Charakterisierung dddDLR-Gens im Jahre 1985 wurden Uber 100DLR-
Mutationen als kausale Ursache fiir FH identifiz{@udhof et al., 1985). Eine Ubersicht tiber
die identifiziertenLDLR-Mutationen findet sich in zweiDLR-Mutationsdatenbanken, die
unter http://www.ucl.ac.uk/ldIr/Current und httpaliw.umd.necker.fr abrufbar sind und
standig aktualisiert werden. Mutationen sind gelhareallen Domanen des Rezeptors sowie
der Promotorregion zu finden, vor allem jedoch @r dligandenbindungsdoméane und der
EGF-Vorlauferprotein ahnlichen Domane. Sie umfadsekleotidsubstitutionen (Missense-,
Nonsense-, SpleiBmutationen), kleinere Deletiomahlosertionen sowie gréf3ere strukturelle
Veranderungen. DieDLR-Mutationen fihren zu unterschiedlichen abnormarktionellen
Eigenschaften des LDLR-Proteins und lassen sicgranfldessen in finf Klassen einteilen
(Hobbs et al., 1990) (siehe Abb. 4):

- Klasse-1-Mutationen (Null-Allele): Diese Mutatiem verhindern eine Synthese des
Proteins. Zu dieser Klasse zahlen Veranderungenden Promotorregion, die eine
Transkription nicht mehr zulassen sowie Nonsens&adMunen, Spleil3mutationen und
frameshiftMutationen, die dazu fluhren, dass mMRNAs abnornémnge entstehen, welche
entweder direkt selektiv Gber daonsense-mediated mRNA de¢dD) abgebaut werden
oder deren pathogenes Genprodukt tiber das Protddsmuitin-System degradiert wird.

- Klasse-2-Mutationen (transportdefekte Allele): i Bdiesen Mutationen ist die LDL-
Rezeptor-Synthese normal, aber die Rezeptorenckeridie Zellmembran nicht, da ihr
Transport vom ER zum Golgi-Apparat komplett blockieder verlangsamt ist, was zu einer
Rezeptordefizienz an der Zelloberflache fuhrt. K&&-Mutationen sind hauptsachlich in der
Ligandenbindungsdomane und der konservierten EGfaMerprotein dhnlichen Doméane
lokalisiert. Man unterscheidet zwischen Klasse-2/d Klasse-2B-Defekten. Klasse-2A-
Allele produzieren Rezeptoren, die das ER aufgrakdrrekter Faltung der 120 kDa LDL-
Rezeptor-Vorlauferproteine nicht verlassen konisengdass keine reifen 160 kDa Formen der
Rezeptoren synthetisiert werden (Tolleshaug et1882). Bei Klasse-2B-Defekten gelangt
ein Teil der inkorrekt gefalteteten Rezeptoren &n dGolgi-Apparat, jedoch erfolgt der

Transport verzégert und verlangsamt.

23



Einleitung

- Klasse-3-Mutationen (bindungsdefekte Allele): DiBL-Rezeptoren erreichen zwar die
Zellmembran, sind aber nicht in der Lage LDL zudan. Die meisten Mutationen sind in der
Ligandenbindungsdomane zu finden, vor allem indesteinreichemepeats4 und 5, die eine
hydrophobe Tasche ausbilden, mit der die positiv@mphiphatischen Helices in
Apolipoprotein B-100 und Apolipoprotein E in Wechgiekung treten sowie in der EGF-
Vorlauferprotein ahnlichen Doméane (Hobbs et al36)9

- Klasse-4-Mutationen (internalisierungsdefekteeld): Die LDL-Rezeptoren erreichen die
Zelloberflache, binden LDL, kénnen sich aber nichtlathrin coated pitanreichern, so dass
der Komplex aus Ligand und Rezeptor nicht intesmait werden kann. Die Mutationen sind
in der cytoplasmatischen Doméne oder der angreeremcansmembrandoméne lokalisiert.
Einige Mutationen betreffen das NPxY Internalisregsmotiv, mit welchem das modulare
Adapterprotein ARH Uber seine Phosphotyrosin-biddeDomane interagiert und somit die
Lokalisation und Verankerung der Rezeptoren in dested pitsermoglicht (Soutar et al.,
2003).

- Klasse-5-Mutationen (recyclingdefekte Allele): eBe Mutationen sind in der EGF-
Vorlauferprotein &hnlichen Doméane lokalisiert. DiRezeptoren binden LDL und
internalisieren diese auch. Es findet jedoch keissoziation des Rezeptor-Liganden-
Komplexes im sauren Milieu des Endosoms statt, mvasintrazellularen Degradation der
Rezeptoren fuhrt, so dass diese nicht mehr analel&rflache zuriick gelangen kénnen, um
erneut LDL zu binden (Miyake et al., 1989).

Eine eindeutige Zuordnung der Mutationen zu eimstimmten Klasse ist oft nicht moglich,
da die entsprechenden mutanten Proteine mehrekgdnelle Defekte aufweisen.

/ ER Golgi-Apparat
Klasse-1-Defekt: Klasse-3-Defekt: ., > @

keine Synthese keine Bindung
- Klasse-2-Defekt:
: kein Transport Klasse-4-Defekt: @
i ""_"“"", keine Internalisierung .
\ .
:
mMRNA coated pit

@ Klasse-5-Defekt:
- kein Recycling
IIIIIIIIIIIIIIIIIIII’

Abbildung 4: Klassifikation der unterschiedlichen LDL-Rezeptordefekte, die zur FH fihren
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In den Zellen von Patienten mit heterozygoteDL R-Mutationen werden bei gleicher
extrazellularer LDL-Konzentration nur halb soviehktionelle LDL-Rezeptoren exprimiert,
wie in Zellen von gesunden Individuen. Das wildsghie Allel ist nicht in der Lage den
Defekt des mutierten Allels zu kompensieren. Indotter reduzierten Rezeptor-vermittelten
Aufnahme kommt es zu einem intrazellularen Chotesdefizit, welches durch eine
gesteigerte Cholesterinbiosynthese ausgeglicher. widie Versorgung der peripheren
Gewebe mit Cholesterin und Triglyzeriden erfolgt efib den endogenen
Lipoproteinstoffwechsel. Die Leber sezerniert VL[Phrtikel, die den Transport der
Triglyzeride und des Cholesterins Ubernehmen. Ditgtirolyse der Triglyzeride entstehen
cholesterinreiche VLDL-Remnants die zum Teil in IDmgewandelt werden. Ein gewisser
Anteil sowohl der VLDL-Remnants als auch der IDLnkanormalerweise mittels Rezeptor-
vermittelter Endozytose Uber Bindung von Apolipdpno B-100 und E an den LDL-
Rezeptor aus der Zirkulation entfernt werden. Dexbleibenden IDL werden in LDL
konvertiert, von denen 60-80 % Uber die LDL-Rezeptoin die Hepatozyten endozytiert
werden. Bei heterozygotehDLR-Mutationstragern kommt es nun zu einer massiven
Akkumulation von LDL-Cholesterin im Plasma. Grunierfiir ist zum einen die gesteigerte
Synthese von LDL aus der Vorstufe IDL, da nur nagringfigige Mengen an IDL
endozytiert werden kénnen. Zum anderen konnenyatithstisierten LDL-Partikel auch nicht
mehr effizient genug Rezeptor-vermittelt abgebaertden. Die meisten Mutationen fihren zu
keinem kompletten Funktionsverlust, so dass dieptypische Auspragung der FH und das
Ansprechen auf lipidsenkende Therapien sowohl beterbzygoten, als auch bei
homozygoten odecompoundheterozygoten Patienten in Abhangigkeit der vodeaen
Restaktivitat des LDL-Rezeptors variieren kann @#&ut al., 2004, Soutar, 1992, Soutar,
1998). Bei homozygoten Patienten, bei denen derenbeitDL-Rezeptor keine Restaktivitat
mehr aufweist, werden alle LDL-Partikel Gber diemBnger-Rezeptoren Typ Al und A2 in
Makrophagen aufgenommen, was zur frihzeitigen Matation einer schweren

Atherosklerose flhrt.

1.1.8.2 APOB-Mutationen

Mutationen inAPOB sind wesentlich seltener die molekulare UrsacheFid als LDLR-
Mutationen. Die Detektionsrate vaxPOB-Mutationen variiert in verschiedenen Studien bei
Patienten mit FH Phanotyp zwischen 0-11 % (Fouaotied., 2005, Humphries et al., 2006).
In der européischen Bevolkerung wurde eine Hetgoinfrequenz von 1:500-1:700

ermittelt (Cladaras et al., 1986, Humphries et 8095). Die Gesamtcholesterinwerte im
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Plasma liegen bei Patienten mit heterozygoten Muteh etwa zwischen 300-400 mg/dl und
die LDL-Werte etwa zwischen 200-300 mg/dl. Die Eatten bilden Xanthome, Xanthelasmen
sowie eine frihzeitige Atherosklerose aus. Die phgnsche Auspragung und Manifestation
der Erkrankung ist bei den Patienten in der Regeterater als bei FH-Patienten mit
heterozygoten LDLR-Mutationen, trotzdem kodnnen sie klinisch nicht ewmander
unterschieden werden (Miserez et al., 1995). Bidtwinte nur bei funf Patienten eine
homozygoteAPOB-Mutation identifiziert werden (Gallagher et al99b). Interessanterweise
waren bei diesen Patienten die Cholesterinwertegetingfligig hoher als bei Patienten mit
heterozygoterAPOB-Mutationen und deutlich niedriger als bei Patianiteit homozygoten
LDLR-Mutationen.

Das APOB-Gen umfasst 45 Kb, ist auf Chromosom 2p23-p24lisikat und besteht aus 29
Exons. Exon 26 des Gens umfasst 7572 Bp (Knott,e1285). Aus denAPOBGen gehen
die beiden Isoformen Apolipoprotein B-48 und Apolypotein B-100 hervor. Apolipoprotein
B-48 weist nur 48 % der molaren Masse von Apoliptgin B-100 auf. Es besteht aus 2152
Aminosauren, deren Sequenz mit dem N-terminalenciit des Apolipoproteins B-100
Ubereinstimmt. Das Protein wird ausschlie3lichen &nterozyten des Dinndarms exprimiert
und kommt als Strukturprotein nur in Chylomikrongar. Die mRNA fur Apolipoprotein B-
48 entsteht, indem nach der Transkription das C@i&3 (CAA) der Apolipoprotein B-100
MRNA in ein Stopp-Codon (UAA) umgewandelt wird. D&mzym Cytosindesaminase
katalysiert dieserditingProzess; ein Abschnitt von nicht mehr als 26 Notktken gentgt,
um die Apolipoprotein B-100 mRNA zu erkennen. Apofprotein B-100 hat ein
Molekulargewicht von 550 kDa, besteht aus 4536 Aas&uren und wird ausschliel3lich in
der Leber exprimiert. Es ist ein integrales Strgktotein und kommt neben anderen
Apolipoproteinen in VLDL, IDL und Lp(a) sowie al$neiges Apolipoprotein in LDL vor. Im
Gegensatz zum Apolipoprotein B-48 besitzt Apolimipin B-100 eine LDL-Rezeptor-
Bindungsstelle, die von den Aminosauren 3359 big93&odiert wird und die Bindung der
Lipoproteine an den LDL-Rezeptor vermittelt (Borenal., 1998). Fur die Bindung an den
LDL-Rezeptor ist nicht nur die Sequenz der Bindstgjte entscheidend, sondern auch deren
Konformation (Goldstein et al., 1985). Apolipopriot&-100 weist eine ringférmige Sruktur
auf (Chatterton et al., 1995). Die ersten 89 % Kfiedekils umrunden den Lipoprotein-
Partikel gurtelférmig, wéahrend die 11 % am C-terahém Ende bogenformig den Girtel
Uberqueren. Das C-terminale Ende des Apolipopretd®a100 fungiert als negativer
Modulator und verhindert die Bindung von VLDL amdeDL-Rezeptor. Durch die Lipolyse
der VLDL und die Konversion in LDL-Partikel andedias Apolipoprotein B-100 seine
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Konformation, wodurch eine essentielle spezifisdh&eraktion von Arginin 3500 mit
Tryptophan 4369 entsteht und eine Bindung an deb-RBzeptor ermdglicht wird (Boren et
al., 2001) (siehe Abb. 5). Alle neun bisher idenigiten APOBMutationen sind in
unmittelbarer Nahe der LDL-Rezeptor-Bindungsstédlealisiert und beeinflussen indirekt
deren Konformation, was zu einer reduzierten Bimgduen den Rezeptor und einer
Akkumulation von LDL im Plasma fuhrt. Die zuerstemdifizierte und am h&ufigsten
gefundene Mutation ist eine heterozygote Nukleotidsitution von G>A an Position 10499
auf RNA-Ebene, die zu einem AminosaureaustauschArgmin zu Glutamin an Position
3500 (p.R3500Q) fuhrt. Als Folge wird die Interaktimit Tryptophan 4369 verhindert und
es kommt zu einer Maskierung der LDL-Rezeptor-Bimghstelle (siehe Abb. 5). LDL mit
diesen mutanten Apolipoproteinen B-100 haben weratge10 % der Bindungsaffinitat zum
LDL-Rezeptor als LDL mit wildtypischen ApolipoprateB-100. Haplotypanalysen ergaben,
dass es sich bei der R3500Q Mutation um eine Grimgation in der europaischen
Population handelt, die vor etwa 7000 Jahren eilstauafgetreten ist (Myant et al., 1997).
Der moderatere Phanotyp bei Patienten ARHOBMutation im Vergleich zu Patienten mit
LDLR-Mutation ist darauf zurtickzufiihren, dass bei Pétie mit defektem Apolipoprotein
B-100 die VLDL-Remnants und IDL weiterhin Uber Burdy von Apolipoprotein E an den
LDL-Rezeptor aus der Zirkulation entfernt werdennkén, wahrend bei Patienten mit
defektem LDL-Rezeptor die LDL-Rezeptor-vermitteEmdozytose von VLDL-Remnants,
IDL und LDL beeintrachtigt ist (Schaefer et al. 9¥9.

Apo B-100 Apo B-100 (p.R3500Q)

Abbildung 5: LDL mit Apolipoprotein B-100. Die Bindung von LDL an den LDL-Rezeptor ist
abhéngig von der Interaktion des Arginin 3500 nmitptophan 4369. Die Mutation p.R3500Q fuhrt zu
einer Konformationsanderung, bei der die verandéninosaure (Glutamin) an Position 3500 nicht
mehr mit dem Tryptophan 4369 interagieren kann. [Di.-Rezeptor-Bindungsstelle (Site B) wird

maskiert und eine Bindung von LDL an den LDL-Repejps$t nicht mehr méglich. (modifiziert aus:

(Boren et al., 2001)
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1.1.8.3 PCSK9-Mutationen

Kausale Mutationen irPCSK9 wurden erstmals im Jahre 2003 fur autosomal-domina
vererbte FH beschrieben (Abifadel et al., 2003).s D&enprodukt reguliert die
Cholesterinhoméostase, indem es post-translatidiel zellulare Degradation des LDL-
Rezeptors induziert (Horton et al., 2007). FH-Haga mitPCSK9Mutationen unterscheiden
sich klinisch nicht von FH-Patienten miLDLR- oder APOBMutationen. Die
Gesamtcholesterin-Werte kénnen bei >500 mg/dl uiedL®L-Werte bei >420 mg/dl im
Plasma liegerPCSK9Mutationen sind eher selten und nur bei etwa 2evdHdH-Patienten zu
finden (Garg et al., 2007).

Das 22 Kb umfassend@CSK9Gen ist auf Chromosom 1p32.2 lokalisiert und umsifas?
Exons. Das Gen kodiert fur die sekretorische PtepreKonvertase Subtilisin/Kexin Typ 9.
Dabei handelt es sich um eine Subtilisin-&hnliclegirSProtease, die hauptsachlich in der
Leber und im Dunndarm exprimiert wird. Das Protd&iesteht aus einem N-terminalen
Signalpeptid, einer Prodoméne, einer Subtilisiniéhan katalytischen Domane und einer
cysteinreichen C-terminalen Doméne (Henrich et aD05). Wie alle sekretorischen
Subtilisin-&hnlichen Proteasen wird PCSK9 als Zyemwyorlauferprotein im ER
synthetisiert und nach einem autokatalytischen éa®zund intrazellularen Transport
sekretiert (Wright et al., 1969). Die Prodomaneilirkwei Aufgaben. Zum einen dient sie als
Chaperon bei der korrekten Proteinfaltung, zum eerdeagiert sie als Inhibitor der
katalytischen Aktivitat (Anderson et al., 2002).ddader autokatalytischen Abspaltung der
Prodoméane von der katalytischen Domane, bleibtedi@sht-kovalent am reifen Protein
gebunden und blockiert sterisch das aktive Zentrwogdurch die katalytische Aktivitat
inhibiert wird (Benjannet et al., 2004, Lagace let 2006). Bisher konnte noch nicht gezeigt
werden, dass die Proddme vom reifen Protein almiedp wie es bei anderen Subtilisin-
ahnlichen Proteasen der Fall ist. Nach Sekretionldii PCSK9 Kalzium-abhangig tber die
Oberflache der katalytischen Domane an den ersteR-&hnlichenrepeat (EGF-A) der
extrazellularen EGF-Vorlauferprotein &hnlichen Domdles LDL-Rezeptors. AnschlieRend
kommt es zu einer Rezeptor-vermittelten Endozyise Komplexes. Im Endosom erhéht
sich die Bindungsaffinitat von PCSK9 zum LDL-Rezptim mehr als das hundertfache
aufgrund des sauren pH-Wertes, so dass es zu Keissoziation des Komplexes kommt.
Der Rezeptor kann nicht zurtick an die Zelloberféagelangen, um erneut LDL zu binden,
sondern wird intrazellular im Lysosom degradiertivg et al., 2008).
Ausschlie3lichgain-of-functionMutationen inPCSK9sind urséachlich fir FH. Diese erhdhen

die Bindungsaffinitdt zum LDL-Rezeptor, wodurch dfnzahl an Rezeptoren an der
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Zelloberflache reduziert wird und es zu einer Akkdation von LDL-Cholesterin im Plasma
kommt. Loss-of-functionMutationen, die beispielsweise die Prozessierdtrgteinfaltung
oder Sekretion von PCSK9 beeintrachtigen, fuhrengdgen zur Hypocholesterinamie
(Cohen et al., 2005, Cohen et al., 2006). Bishedem nur heterozygoteCSK9Mutationen
identifiziert.

1.1.8.4 ARH-Mutationen

In sehr seltenen Fallen wird die FH autosomal-razegererbt (< 1:10000000) (Soutar et al.,
2004). Der zugrundeliegende molekulare Defekt kennm Jahre 2001 aufgeklart werden
(Garcia et al., 2001). Die Erkrankung wird durcimozygote Mutationen iARH (autosomal
recessive hypercholesterolemilaervorgerufen, einem Gen, das bereits vor Gbeda&ben
charakterisiert wurde (Khachadurian et al., 1978 klinische Phanotyp der Patienten mit
ARHMutationen ist im Allgemeinen etwas milder, als Batienten mit homozygotdrDLR-
Mutationen, und die Pravalenz fir eine generatisieAtherosklerose ist reduziert.
Schwerwiegende Xanthome und Xanthelasmen tretenbeiiePatienten mit homozygoten
LDLR-Mutationen bereits vor dem 10. Lebensjahr auf (Garal., 2007).

ARH st auf Chromosom 1p36 lokalisiert, umfasst etwek® und besteht aus 9 kodierenden
Exons. Das Gen kodiert fur ein 20 kDa grofRes, navdsl Adapterprotein (Soutar et al.,
2003). In Hepatozyten und Lymphozyten, jedoch niohFibroblasten, wird ARH flr die
LDL-Rezeptor-vermittelte Endozytose bendtigt. Esrgsofur die Lokalisation und
Verankerung der Komplexe in denoated pits indem es zum einen uber seine
Phosphotyrosin-bindende Domé&ne mit dem NPxY Intmieaungsmotiv in der
cytoplasmatischen Domé&ne von LDLR und mit Phospidgn in der Plasmamembran
interagiert und zum anderen mit der Clathrin-Box @mathrin und einer weiteren
konservierten Region an die [R2-Adaptin-Untereintats Adapterproteins AP2 bindet
(Dell'Angelica, 2001, He et al., 2002, Mishra et @D02). Mutationen in ARH fuhren dazu,
dass sich die Komplexe aus LDL-Rezeptor und LDLhnim den clathrin coated pits
anreichern konnen und eine Internalisierung aushl&odurch es zu einer Akkumulation
von LDL im Plasma kommt. Da ARH wie bereits erwahmir in Hepatozyten und
Lymphozyten fur die LDL-Rezeptor-vermittelte Endozse bendtigt wird, tritt der Defekt
auch nur spezifisch in diesen Zellen auf. In Fitmsten wird die Funktion von ARH
vermutlich kompensatorisch von einem anderen Adppitein iGbernommen. Anders als bei
Patienten mit DLR-Mutationen, wo der LDL-Rezeptor in allen Zellerfald ist, ist somit bei

Patienten mitARHMutationen noch eine partielle LDL-Aufnahme UbemnkKtionierende
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LDL-Rezeptoren in den Fibroblasten méglich, wodusath der etwas moderatere Phanotyp
erklaren lasst (Burnett et al., 2008, Garuti et2005).

1.2 Angeborene Syndrome mit metabolischen Stérungen

1.2.1 Woodhouse-Sakati Syndrom

Das Woodhouse-Sakati Syndrom ist eine seltene rmala®zessiv vererbte,
multisystemische Erkrankung und wurde erstmalsWmodhouse und Sakati im Jahre 1983
bei konsanguinen saudi-arabischen Familien bedmdmi¢Woodhouse et al., 1983). Seitdem
wurden einige konsanguine Familien aus der TudKedatien, Frankreich, Italien, Belgien,
Pakistan und Indien mit Uberlappenden Phéanotypeme dtonkrete Syndrom-Zuordnung
beschrieben (Al-Semari et al., 2007, Alazami et2010, Devriendt et al., 1996, Devriendt et
al., 1996, Gul et al., 2000, Koshy et al., 2008dMa et al., 2007, Schneider et al., 2008). Die
Patienten weisen endokrine, metabolische und negismhe Stérungen sowie faziale und
korperliche Auffalligkeiten auf. In der Regel sidte Symptome erstmalig in der Adoleszenz
nachzuweisen. Zu den endokrinen Stoérungen zéhlem atbem Diabetes und
Hypogonadismus. Meist liegt ein hypergonadotropgpdgonadismus vor, in selteneren
Fallen ein hypogonadotroper Hypogonadismus. BeiRkrenten bleibt die Pubertat aus oder
tritt nur verzégert ein. Die priméren und sekunddBeschlechtsmerkmale bilden sich zurtick
oder gar nicht erst aus und es kommt zu Fertifitatsngen. Nach Mdoglichkeit erfolgt oft
eine Therapie mit Sexualhormonen. Grundsatzlichd gire IGF-1-Serumwerte bei den
Patienten reduziert und gelten somit als MarkedférErkrankung. Des Weitern liegen meist
eine Hypercholesterindmie, Hypertriglyzeridamie uHgiperglykdmie vor. Diabetes und
Dyslipidamien sind beachtenswerte Risikofaktorenkardiovaskulare Komplikationen und
tragen bei den Patienten entscheidend zur Auslgladumer koronaren Herzerkrankung bei.
Die neurologischen Storungen umfassen mentale dRetang, progressive extrapyramidale
Defekte, Schwerhorigkeit und kognitive Beeintraghtigen. Bei einigen Patienten wurden
Veranderungen der weil3en Substanz im Gehirn detek#iu den fazialen und korperlichen
Auffalligkeiten gehéren vor allem ein langlichesdift mit kurzem, sehr diinnen Kopfhaar
und sparlichen Augenbrauen. Generell besitzen diegeften fast keine Korperbehaarung.
Weitere seltenere beschriebene Manifestationen sihdeflachte T-Wellen im EKG,
zerebrale Krampfe, Dysarthrie, Skoliose sowie Jdestene kraniofaziale Anomalien wie
hohe Stirn, flacher Hinterkopf, dreieckiges Gesichprominente Nasenwurzel,

Hypertelorismus und antimongoloide Lidachsen. Diérmotypische Ausprdgung und der
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Schweregrad der Erkrankung kénnen variabel seinptdachlich ist das Woodhouse-Sakati
Syndrom jedoch charakterisiert durch HypogonadismDgabetes, Alopezie, mentale
Retardierung und extrapyramidale Defekte (Rachetial., 2011).

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war die molekalaUrsache dieser Erkrankung

unbekannt.

1.2.2 Progerie

1.2.2.1 Naturliche Alterung und Progerie Syndrome

Der Alterungsprozess wird als finales Resultat reinmiversellen, progressiven und
intrinsischen Akkumulation von DNA-Schadigungen esghen, die in einer vermehrten
somatischen Fehlfunktion resultieren und die pHggische Leistungsfahigkeit eines
Individuums gefédhrden und zu dessen Tod fihren. Adafm Level eines einzelnen
Individuums ist Alterung mit einer progressiven Mamung der Gesundheit und
Lebensqualitdt assoziiert und vor allem durch dasftréten von altersabhéangigen
Erkrankungen charakterisiert. Zu den wichtigsteterahbhéangigen Erkrankungen zahlen
metabolische und endokrine Stérungen, wie Fettsaaffiselstorungen und Diabetes, die fur
kardiovaskulare Ereignisse und die Progression @déhnerosklerose beachtenswerte
Risikofaktoren darstellen. Weiterhin ist Alterungkgnnzeichnet durch Alopezie und graue
Haare, Gehorverlust, Makuladegeneration, Neurodagéion, Osteoporose, Katarakt,
Lipodystrophie; eine generell erhéhte Anfalligkgit Infektionen, Autoimmunerkrankungen
und Krebs; und eine beeintrachtigte Fahigkeit mitess umzugehen. Der molekulare
Mechanismus der Alterung ist sehr komplex und esdem verschiedene Theorien postuliert.
Eine allgemein anerkannte Theorie besagt, dasssalileingige Verdnderungen sowohl
genetisch programmiert als auch stochastisch undrbarsehbar auftreten kénnen. So
besitzen normale, humane, somatische Zellen b&smse nur eine begrenzte
Proliferations-Kapazitat und durchlaufen eine degiive Seneszenz nach einer bestimmten
Anzahl an Zellteilungen. Dabei spielt der progressVerlust der Telomere mit jeder
Zellteilung eine entscheidende Rolle. Des Weitersih das humane Genom konstant
verschiedenen  Faktoren ausgesetzt, die DNA-Schadenluzieren. Zellulare
Reparaturmechanismen sind nur teilweise in der ILAgA-Schaden zu beseitigen und somit
kommt es zu einer Akkumulation dieser Schaden. Ra&s zu einer zellularen Dysfunktion
in verschiedenen Geweben fihren und so zum AltsAtginotyp beitragen (Arboleda et al.,
2007, Burtner et al., 2010).
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Es gibt zahlreiche genetische Syndrome, die mieminfrihzeitigen Alterungsprozess
einhergehen. Die Identifizierung der genetischeolekularen und zellularen Veranderungen
bei diesen sogenannten Progerie Syndromen tragtloEizden nattrlichen Alterungsprozess
besser zu verstehen und aufzuklaren. Die am Besitensuchten Progerie Syndrome sind das
Werner Syndrom (WS) und das Hutchinson-Gilford Rroegg Syndrom (HGPS). Molekulare
Studien haben gezeigt, dass eine Akkumulation vidA{3ch&den sowie zellulare Seneszenz
die zugrundeliegenden Mechanismen der pathologisd¢héhzeitigen Alterung in beiden
Syndromen sind. Das Werner Syndrom ist ein seltkmagyenitales autosomal-rezessiv
vererbtes Syndrom. Die Symptome betreffen fast@ilgane. Charakterisiert ist das Syndrom
vor allem durch Kleinwlchsigkeit, bilateraler Kaht, friihzeitiges Ergrauen, Haarausfall
und Skleroderma-ahnliche Hautveranderungen. Wedbtegsbedingte Symptome umfassen
Osteoporose, Hypogonadismus, Diabetes, Atherosldernnd Neoplasmen. Die meisten
Patienten versterben vor dem 50. Lebensjahr infolge Komplikationen (Epstein et al.,
1966). Die kausale molekulare Ursache fur das $yndindloss-of-functiorMutationen im
WRNGen. Dieses kodiert fir eine ATP-abhangige Hebkale zur RecQ-Familie gehort und
mehrere enzymatische Funktionen aufweist. Das iAr@tgiert als Helikase, ATPase und
Exonuklease und spielt eine Rolle bei der ReparainrDNA-Doppelstrangbriichen und von
Chromosomenenden. Zellen von Patienten WiRNMutationen weisen schwerwiegende
Defekte in der Reparatur von DNA-Schaden und defreshterhaltung der Telomerenden
auf, was letztendlich zum Zelltod und zur Zellsemeeg fuhrt (Bohr, 2008, Ozgenc et al.,
2006). Das Hutchinson-Gilford Progerie Syndromebenfalls charakterisiert durch einen
frihzeitig eintretenden Alterungsprozess im friK@émdesalter. Die Erkrankung ist mit einer
beschriebenen Inzidenz von 1:8000000 sehr seltess(RMenna et al., 2010). Die Kinder
werden unauffallig geboren und entwickeln erste @gme im Alter von 6-12 Monaten. Sie
bleiben kleinwlchsig und weisen Skelettdeformité&ewie typische faziale Veranderungen,
wie Mikrognathia, ein persistierendes Milchgebiksaniofaziale Disproportion und eine
schnabelférmige Nase auf. Durch den Verlust desetdaut-Fettgewebes bilden sich
Skleroderma-ahnliche Areale aus. Des Weiteren koesnzu Haarausfall sowie massiver
Osteoporose und Atherosklerose. Die Lebenserwaitiaggbei durchschnittlich 13 Jahren,
so dass ein reproduktionsfahiges Alter in der Rewgeht erreicht wird (Korf, 2008). Das
Hutchinson-Gilford Progerie Syndrom ist auf einetogomal-dominante Vererbung
zurtckzufihren und wird meist durch sporadisch etnégene Mutationen in der paternalen
Keimbahn von vergleichsweise alten Vatern hervarger. Ursachlich fur die Erkrankung

sind Mutationen imLMNA-Gen, welches fur das Protein Lamin A kodiert (Eolet al.,
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2004). Die meisten Patienten sind Trager der Nuidsobstitution C>T an Position 1824 auf
RNA-Ebene, die in einer stummen Veranderung aufefrdebene resultiert (p.G608G). Die
Mutation fuhrt zur Aktivierung einer kryptischen IBi8-Donorstelle, wodurch ein um 50
Aminosauren trunkiertes Protein, das sogenanntgelfirg entsteht, welches nicht mehr
normal prozessiert werden kann (De Sandre-Giovamtdal., 2003, Eriksson et al., 2003).
Lamin A ist ein Strukturprotein der Kernmembran umglert au3erdem als Regulator des
Transportes zwischen Zellkern und Cytoplasma, dangkription und DNA-Replikation.
LMNA-Mutationen verursachen noch weitere Erkrankungdie als Laminopathien
zusammengefasst werden und Kardiomyopathien, Ligtogiphien und Neuropathien
umfassen (Emery-Dreifuss-Muskeldystrophie, Dunniggrodystrophie, Charcot-Marie-
Tooth-Krankheit) (Arboleda et al., 2007).

1.2.2.2 Wiedemann-Rautenstrauch Syndrom

Beim Wiedemann-Rautenstrauch Syndrom handelt s sin ein neonatales Progerie
Syndrom mit friihzeitig auftretenden endokrinen uretabolischen Stérungen, unter anderem
Dyslipdidamien. Das Syndrom unterscheidet sich aderen Progerie Syndromen vor allem
dadurch, dass der frihzeitige Alterungsprozessiteeneonatal auftritt. Es wurde erstmals
von Rautenstrauch und Snigula im Jahre 1977 bei alewestern und von Wiedemann im
Jahre 1979 bei zwei weiteren nicht miteinander aadten mannlichen Patienten beschrieben
(Rautenstrauch et al.,, 1977, Wiedemann, 1979).d&witwurde bei etwa 30 Fallen ein
Wiedemann-Rautenstrauch Syndrom diagnostiziert. egliane Lebenserwartung liegt bei
etwa 7 Monaten. Nur 6 Patienten erreichten ein ®thn@heres Alter (Rautenstrauch et al.,
1994, Thorey et al.,, 2003, Wiedemann, 1979). Spehif fir diese Erkrankung und
notwendiges diagnostisches Kriterium sind das gesaene Auftreten einer intrauterinen
Wachstumshemmung, einer progeroiden Erscheinung umahgelhaft ausgebildetes
subkutanes Fettgewebe (Hagadorn et al.,, 1990). iAudaben die betroffenen Kinder
charakteristische faziale dysmorphe Kennzeicherg wine dreieckige Kopfform, eine
schnabelférmige Nase, Pseudohydrocephalus, erteeitEontanellen und weit offene
Schadelnéhte sowie prominente subkutane Venen.iditiafen auch Hypotrichose, mentale
Retardierung, natale Zahne, generelle VeranderudgerOssifikation sowie eine paradoxe,
kaudale Fettakkumulation auf (Arboleda et al., 200Wie bereits erwdhnt ist das
Wiedemann-Rautenstrauch Syndrom mit endokrinennoeibolischen Stérungen assoziiert.
Hyperinsulinamie wurde in mehreren Fallen besclemebnd ist vermutlich die Folge einer

Insulinresistenz, die mit einer generellen Lipodyshie einhergeht (Arboleda et al., 2005,
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Arboleda et al., 1997, Najjar et al., 1975, Pivratlal., 2000). In mehreren Fallen wurden des
Weiteren Hypercholesterindmien und Triglyzeridamfestgestellt (Arboleda et al., 1997,
Pivnick et al., 2000).

Fur das Wiedemann-Rautenstrauch Syndrom wird em@®samal-rezessive Verebung
postuliert, basierend auf der Beschreibung vonolfetien Geschwistern mit konsanguinen
Eltern oder Eltern aus derselben geographischeroR¢grboleda et al., 1997, Bitoun et al.,
1995, Hou et al., 1995, Pivnick et al., 2000, Rastiauch et al., 1977). Die kausale
molekulare Ursache konnte bisher noch nicht idemgit werden. Eine Studie der
Telomerlange und replikativen Kapazitat von Fibasién eines Wiedemann-Rautenstrauch
Patienten zeigte keine signifikanten Unterschieate ergleich zu normalen Kontrollen
(Korniszewski et al., 2001, Nowak et al., 2006).

1.3 Gen-ldentifizierung durch Exom-Sequenzierung

In den vergangenen Jahrzehnten dienten der Ideetiing von kausalen Genen flr
monogene Erkrankungen vorwiegend Kopplungsanalysgnnachfolgender positioneller
Klonierung. Hierbei werden zunachst mittels genommveKopplungsanalysen in grol3en
Familien mit vielen betroffenen Personen chromodeniegionen identifiziert, fir die ein
bestimmter Haplotyp mit der Erkrankung innerhalb wieersuchten Familie vererbt wird und
somit gekoppelt ist. Alle in diesen chromosomaleegiBnen gelegenen Gene sind
positionelle Kandidaten (Collins, 1995). Im Ansdsu erfolgt die Sequenzierung der
positionellen und funktionellen Kandidaten in dezgel nach der Kettenabbruch-Methode,
die 1977 von Sanger entwickelt wurde (Sanger et 77). Der grof3te Nachteil der
positionellen Klonierung ist die Tatsache, dassobders groRe Familien mit vielen
Betroffenen fur die Analysen notwendig sind, untistsch signifikante Ergebnisse und nur
singulare Kopplungsregionen zu erhalten. Des Wagitekann die Sanger-Sequenzierung
relativ aufwendig sein, vor allem wenn sehr vielandidatengene mit vielen Exons auf
Mutationen getestet werden miussen, da diese Methodalie Sequenzbestimmung eines
kurzen und spezifisch mittels PCR amplifizierten MRNragmentes in einem Ansatz erlaubt.
Die molekulargenetische Ursache von bis zu 2000agenmen Erkrankungen wurde Uber
Kopplungsanalysen und Sanger-Sequenzierung adafgekl

Eine neuartige Technologie zur Identifizierung W@ausalen Mutationen in Genen fur u.a.
monogene Erkrankungen ist die Exom-Sequenzieruttglsilext Generatiorfsequenzierung
(NGS). Es gibt zurzeit mehrere kommerziell erhéit Plattformen fur die NGS (z.B.
Roche/454’s GS FLX, lllumina/Solexa’s GA, Applieb8/stems/SOLID) die zum Teil auf
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unterschiedlichen Methoden beruhen. Auf allen félatten erfolgt jedoch eine massive
Parallelsequenzierung von rdumlich voneinanderegaten klonal amplifizierten DNA-
Molektlen in einer FlieRzelle (Voelkerding et aRP09). Mit dieser Hochdurchsatz-
Technologie kénnen zurzeit etwa 400-3000 Mb Seqimten in einem Lauf auf einer
Plattform in nur wenigen Tagen produziert werded neue, noch leistungsstarkere Gerate
werden entwickelt. Im Vergleich dazu hat das hum@aaom eine Gro3e von etwa 3000 Mb
(Mardis, 2008). Vor der Sequenzierung wird die geische DNA zunachst fragmentiert. Die
enstandenen Fragmente werden mit spezifischen éaptersehen, die Bindungsstellen fur
universelle Primer darstellen, und im Anschluss Idmiert (z.B. mit Hilfe von emulsion
PCR solid-phase amplificatianbridge amplificatio). Die Sequenzierung erfolgt dann auf
den einzelnen Plattformen mittelpyrosequencing polymerase-based sequencing-by-
synthesioderligation-based sequencir{iylardis, 2008, Metzker, 2010).

Es gibt derzeit unterschiedliche Strategien zur -@entifizierung bei monogenen
Erkrankungen. Zum einen besteht die Moglichkeiteunder Verwendung vorarget-
enrichmentVerfahren das komplette Exom eines Patienten radsier Zeit zu sequenzieren
(whole exome sequencingZum anderen konnen auch komplette genomischei®er
spezifischer chromosomaler Regionen, fir die voralitels Kopplungsanalyse eine
eindeutige Kopplung mit der Erkrankung gezeigt veurdngereichert und anschlieRend der
Sequenzierung zugefuhrt werdentareted sequencing Neben diesen beiden
Hauptstrategien, gibt es weitere Anwendungen, aefatber nicht gesondert eingegangen
werden soll. Prinzipiell erlaubt die NGS-Technobgiuch die Sequenzierung des gesamten
Genoms eines Patienterwhole genome sequencjngDa die meisten monogenen
Erkrankungen jedoch durch exonische Mutationen @pdei@mutationen hervorgerufen
werden, die zu einer veranderten Aminosaure-Seqtigmen, reicht es meist aus nur das
Exom, welches eine GroéRe von etwa 30 Mb besitzt mmmd3 % des gesamten Genoms
ausmacht, zu sequenzieren (Kuhlenbaumer et al.l)2@es Weiteren ist eine Genom-
Sequenzierung zur Gen-ldentifizierung zum jetzigeitpunkt nicht sonderlich sinnvoll, da
hierbei eine enorme Anzahl an Varianten in intronén Bereichen detektiert wird, deren
maogliche Kausalitat schwierig zu interpretieren &bgesehen davon ist es von technischer
und bioinformatischer Seite noch sehr schwierigagge Genomdaten zu generieren und zu
analysieren.

Ein wichtiger Faktor flr den Erfolg bei der ExomeBenzierung ist eine gute Anreicherung
aller zu sequenzierenden spezifischen Zielregiomeid damit verbunden eine hohe

Abdeckungsrate cpverag¢. Eine ausreichendeoverage aller Bereiche ist zwingend
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notwendig zur vollstandigen Analyse. Es gibt flire dAnreicherung auf dem Markt
unterschiedliche verfiigbare Technologien, auf cheDetail nicht weiter eingegangen wird,
jedoch ist das Prinzip immer dasselbe. Nach degrieatierung der genomischen DNA des
Patienten hybridisieren die zu sequenzierendenni@ate entweder mit entsprechenden
komplementaren Oligonukleotiden, die beispielsweise Biotin markiert sind, in Losung
oder mit komplementaren Oligonukleotiden auf Artayge Komplexe aus Oligonukleotiden
und DNA-Fragmenten in Losung kdnnen mit Hilfe vomeptavidin-Beads isoliert werden.
Ungebundene Fragmente werden durch Waschschritferdn Bei der Array-basierten
Methode werden ungebundene Fragmente zunachst dMasgthschritte entfernt und die
angereicherten Fragmente danach vom Array eluient. Anschluss erfolgt dann die
Adapterligation, Amplifikation und Sequenzierung @&pezifisch angereicherten Fragmente.
Kommt es aus verschiedenen technischen Grindenneu @enzureichenden Anreicherung
verschiedener genomischer Bereiche, werden diéslg@dessen gar nicht, beziehungsweise
nicht ausreichend, amplifiziert und sequenziertswa einer niedrigercoverage fuhrt.
Gegebenfalls kann die kausale Mutation bei der ES&@quenzierung nicht ermittelt werden,
oder es kommt zur Detektion von falsch-positiverridaen, die jedoch mittels Sanger-
Resequenzierung eliminiert werden kdénnen (Kobdldtl.e 2010, Kuhlenbaumer et al., 2011,
Metzker, 2010).

Bei der Exom-Sequenzierung wird eine enorme Meng®aten generiert und es ist eine
groRe Herausforderung diese Daten bioinformatisabz@awerten. Zunachst werden die
gewonnen Sequenzdaten zur Detektion von Varianieeiner Referenzsequenz verglichen.
In einem kaukasischen Exom werden etwa 5000-10@0&Gé&hse- und Missense-Mutationen,
SpleiBmutationen sowie kleinere Insertionen undedmhen gefunden (Kuhlenbaumer et al.,
2011). Um darunter die kausale pathogene Mutatioidentifizieren, missen verschiedene
genetische und funktionelle Filterstrategien angeleé werden. Vernachlassigt werden
konnen beispielsweise Varianten, die in SNP Datekdra annotiert sind und in anderen
Exomen oder Kontrollindividuen detektiert wurdenieDAnzahl der potentiell kausalen
Varianten kann so etwa auf 400-700 reduziert wer@@rhlenbaumer et al., 2011). Des
Weiteren ist eine Abschatzung hilfreich, ob es dielh dem Gen, in dem eine bestimmte
Variante lokalisiert ist, um ein gutes Kandidatemgbandelt, dessen Funktion und
Expressionsmuster mit der Erkrankung vereinbarAsf3erdem kann tberprift werden, ob
die Varianten in konservierten Regionen liegen diedFunktion des Proteins beeintrachtigen.
Die Exom-Sequenzierung wird von vielen derzeit @an-ldentifizierung genutzt, jedoch ist

diese neue Technologie in ihrer Anwendung noch tnmérfekt. Die bioinformatischen
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Methoden sind immer noch in der Entwicklung und werden beispielsweise viele
verschiedene Algorithmen sowie Methoden zum Abyleder gewonnen Exom-Daten mit
bestimmten Datenbanken getestet. Die Detektiondeletionen und Duplikationen erweist
sich immer noch als schwierig und fehlerhaft. Dearmawird in Zukunft die Exom-
Sequenzierung durch die Weiterentwicklung der Teéchind die wachsende Erfahrung im
Umgang mit enormen Datenmengen die Methode der \Zahldentifizierung von neuen
krankheitsrelevanten Genen sein.

Welche Strategie zur Gen-ldentifizierung angewensietl, ist abhangig von der Art der
Vererbung. Theoretisch genigt die Sequenzierungedems von einem einzigen Patienten,
um das kausale Gen zu identifizieren, jedoch It dies als sehr schwierig erwiesen. Bei
dominanten Erkrankungen ist es sinnvoll mehreréeR&n mit der gleichen Erkrankung zu
analysieren und nach Genen zu suchen, in denealleei Betroffenen potentiell kausale
Varianten detektiert wurden. Dabei ist zu beachtiasss der Erfolg bei der Analyse mehrerer
nicht miteinander verwandter Patienten von der tigecteen Locus-Heterogenitat abhangt. Bei
de novoaufgetretenen dominanten Mutationen ist man ansteheerfolgreich, wenn man
Familien-Trios, sprich den Patienten und desserurghks Eltern analysiert und beim
Vergleich der Daten beim Patienten nach heteroeygdarianten sucht, die bei keinem
Elternteil vorhanden sind. Hoischen et al. konngeriang 2010 erstmalig die molekulare
Ursache einer dominant vererbten monogenen Erkrankmittels Exom-Sequenzierung
aufklaren (Hoischen et al., 2010). Sie fuhrten el»om-Sequenzierung bei vier nicht
miteinander verwandten Patienten mit Schinzel-GiediSyndrom durch. Bei allen
Betroffenen trat die Erkrankung sporadisch auf, adeterozygotele novoMutationen in
einem einzigen Gen sprach. Pro Individuum wurdevae21800 Varianten detektiert, davon
5321 nicht-synonyme Veranderungen. Nach dem Aussent von bekannten SNPs blieben
12 Gene ubrig, in denen alle Individuen Variantargén. Davon wurden nur zwei Gene
naher in Betracht gezogen, in denen bei den veivithuen Varianten an unterschiedlichen
genomischen Positionen gefunden wurden. Die Autdennten zeigen, dasde novo
Mutationen in SETBP1 urséchlich sind. Bei rezessiven Erkrankungen uhdrlieher
Konsanguinitat bietet es sich u.a. an gewonnenemERaten mittels Analyse auf
homozygote Bereiche zu filtern. In konsanguinen ikam haben betroffene Kinder zwei
Haplotypen im Krankheitslocus gemeinsam, die vomem einzelnen gemeinsamen
Vorfahren abstammen (homozygoy descent Bei dieser besonders effizienten Strategie
werden nur die detektierten Varianten als mdglislegse kausal erachtet, die bei den

betroffenen Individuen in gréReren homozygoten Begn lokalisiert sind. Rezessive
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Erkrankungen kénnen auch durebmpoundheterozygote Mutationen hervorgerufen werden.
Hierbei ist es wiederum sinnvoll mehrere Patientenhderselben Erkrankung zu analysieren
und nach Genen zu suchen, in denen bei allen Batei zwei potentiell kausale Varianten
detektiert wurden. Die erste erfolgreiche Anwenduley Exom-Sequenzierung uberhaupt
wurde von Ng et al. beschrieben (Ng et al., 20$.identifizierten das kausale Gen fir das
seltene autosomal-rezessiv vererbte Miller Syndrimreinem Geschwisterpaar sowie zwei
weiteren nicht miteinander verwandten Individuendien sie mittels Exom-Sequenzierung
compound heterozygote Mutationen InDHODH. Zur Gen-ldentifizierung bei X-
chromosomalen Erkrankungen ist es empfehlenswermebreren Betroffenen entweder alle
kodierenden Bereiche des X-Chromosoms zu sequenzieder nur Bereiche des X-
Chromosoms, fir die vorab mittels Kopplungsanalggge mogliche Kopplung mit der

Erkrankung gezeigt wurde.
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2 Zielsetzung

Metabolische Storungen stellen den Hauptrisikofakio kardiovaskuléare Ereignisse und die
Progression der Atherosklerose dar. Sie sind voRgn Interesse, da die Atherosklerose mit
einer zerebrovaskularen und kardialen Manifestatioform der koronaren Herzerkrankung
einhergeht und fir 50 % der Todesfalle in den wasth Industrienationen verantwortlich ist.
Neben Umweltfakoren spielt bei metabolischen Stgemnauch eine Vielzahl genetischer
Faktoren eine Rolle, jedoch sind diese noch nicitistandig aufgeklart. Im Rahmen dieser
Arbeit sollten daher neue genetische Faktoren somi@ekulare Mechanismen von
Lipidstoffwechselerkrankungen entschlisselt unersuicht werden.

Um den Einfluss genetischer Faktoren auf die Enistg von Hypercholesterinamie zu
untersuchen, wurden eine grofe deutsche Kohorteiesawehrere Familien mit
diagnostizierter  Hypercholesterinamie  molekulargisak  untersucht.  Uber die
Identifizierung von neuen und bereits beschriebeviatationen und Mutationstypen in den
bekannten FH-Genen sowie modifizierenden Faktoo#ites Erkenntnisse erlangt werden,
die fur diagnostische und therapeutische Strategpene fur eine Risikoabschatzung wichtig
sind. Zusatzlich sollten neue ursachliche Genai@rHypercholesterindmie identifiziert und
funktionell charakterisiert werden, um neue Eirt#iin die Pathophysiologie der Erkrankung
Zu gewinnen.

Neben dieser isolierten Stoffwechselerkrankungltesolim Rahmen dieser Arbeit auch
molekulare Ursachen fir zwei ausgewahlte Syndronaentifiziert werden, die
bekannterweise mit Lipidstoffwechselstérungen oderderen metabolischen Stdérungen
einhergehen. Das Wiedemann-Rautenstrauch Syndroneins sehr seltenes autosomal-
rezessives Progerie Syndrom und bei Patientemtrfetdzeitig Hypercholesterinamie und
Hypertriglyzeridamie auf. Mit Hilfe der neuartigeExom-Sequenzierung sollte die
molekulare Ursache der Erkrankung erstmals aufdgedeerden. Familien mit Diabetes und
einem  Woodhouse-Sakati-dhnlichen  Phanotyp solltenttelsn klassischer Gen-
Identifizierungsmethoden untersucht werden, umahigéhe Gene zu finden. Allgemein war
es Ziel dieser Arbeit Uber die Identifizierung neugankheits-assoziierter Gene und
Aufklarung molekularer Mechanismen neue Einblicke die Pathogenese metabolischer

Erkrankungen zu erlangen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Agar Agar Roth
Agarose SeaKem LE Agarose Cambrex
Amphotericin Amphotericin B Biochrom AG
Ampicillin Ampicillin Natriumsalz Roth
Antioxidationsmittel Antioxidant Invitrogen
BSA Rinderserumalbumiri,0 mg/ml  New England Biolabs
CH3;COONa Natriumacetat Merck
Chemolumineszenz SuperSignal West Pico

Chemoluminescent Substrate Pierce
Chloroform Chloroform:lsoamylalkohol 24:1 AppliChem
Cholesterol Cholesterol Sigma
Coomassie Coomassie Brilliantblau R250 AppliChem
dATPs dATPs, 100 mM Fermentas
DEPC-HO DEPC behandeltes Wasser Fermentas
D-MEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium (1x)

+ 4500 mg/l Glucose

+ L-Glutamin

- Pyruvat Gibco
DMSO Dimethylsulfoxid Fermentas
DNA-Langenstandards GeneRuler 100 bp DNA Ladder,

0,5 pg/ul Fermentas

GeneRuler 1 kb DNA Ladder,

0,5 pg/ul Fermentas
dNTPs Desoxynukleotide gemischt, je 10mM

dATP, dGTP, dCTP, dTTP Fermentas
DTT Dithiothreitol, 1 M Qiagen
EDTA Ethylendinitrilotetraessigséaure

Dinatriumsalz-Dihydrat Merck
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Entwicklerlésungen

EtBr
EtOH
FKS

Formaldehyd
Formamid

Gelatine
Glutathion-Agarose
Glycerin

Glycin

HCI

Hefe-Extrakt
25-Hydroxycholesterol
IPTG

KOH

Isopropanol
Ladepuffer

Langenstandard

MeOH
Mevalonat
Mevastatin
MgCl,
MgSO,
Milchpulver
NaCl
NaCOs
NaOH
NaNs
Opti-MEM
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Entwickler G153
Fixierer G354
1 %ige Ethidiumbromid-Lésung
Ethanol

fetales Kalberserum

fetales Kalberserum ohne Lipoproteine

Formaldehyd 37 %
Hi-Di Formamide
Gelatine
ProtiffidGlutathione Agarose 4B
Glycerin
Glycin
32 %ige Salzsaure
Hefe-Extrakt fur die Bakteriologie
25-Hydroxycholesterol
Isopropyl-R3-D-thiogalactopyranosid
Kaliumhydroxid
2-Propanol
6 x Loading Dye Solution
genRES LSREQ
(ABI Genetic Analysers)
Internal Lane Standard 600
Methanol 100 %
Mevalonat
Mevastatin
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Milchpulver
Natriumchlorid
Natriumcarbonat
Natriumhydroxid
Natriumazid
Opti-MEM

AGFA
Roth
Roth

Biochrom AG

Sigma
Roth

Applied Biosystems

AppliChem

Macherey-Nagel

Merck
AppliChem
AppliChem
Roth
Sigma
Roth
Merck
Roth

Fermentas

Serac
Promega
Roth
Sigma
Sigma
AppliChem
AppliChem
Roth
Merck
Roth

Roth

Roth
Gibco
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PBS

PenStrep

Pl

Primer
Probenpuffer
Proteasominhibitor

Protein-Standard

QG-Puffer
Q-LOsung
Reduktionsmittel

RIPA Puffer

SDS-Elektrophoresepuffer

Sephadex
Stripping Puffer

TBE-Puffer

Transfektionsreagenzien

Transferpuffer
Tri-Reagenz
Tris

Triton X 100
Trypsin
Trypton

phosphatgepufferte Salzlésung
Dulbecco (1x) ohne €4 Mg
Penicillin & Streptomycin
Proteaseinhibitor Cocktall
Oligonukleotidstartermolekule
NuPAGE LDS Sample Buffer (4x)
MG132
SeeBlue Plus 2 Pre-Stained Sthnda
HiMark Pre-Stained High Molecular
Weight Protein Standard
Buffer QG Solubilization buffer
5 x Q-Solution
NuPAGE Sample Reducing
Agent (10x)
RIPA Puffer
NuPAGE MES SDS Running
Buffer (20 x)
NOVEX Tris-Acetate SDS Running
Buffer (20 x)
Sephad&G-50 Superfine
Restore Fluorescent Western Blot
Stripping Buffer
Tris-Borat-EDTA-Puffer (10x)
LipofectamiMe2000Reagent
FUGENE HD Transfection Reagent
NuPAGE Transfer Buffer (20 x)
TRIzdReagent
Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan
Triton X 100 Lésung
Trypsin-EDTA-L6sung (1x)
Pepton aus Casein

Invitrogen
Gibco
Sigma
Metabion
Invitrogen
Sigma

Invitrogen

Invitrogen
Qiagen
Qiagen

Invitrogen

Sigma

Invitrogen
GE Healthcare

Thermo Scientific
Invitrogen
Invitrogen

Roche

Invitrogen
Invitrogen

Roth

Roth

Gibco

Roth
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3.1.2 L6sungen, Puffer und Medien

Die erforderliche Einstellung der pH-Werte allersuiagen, Puffer und Medien erfolgte, wenn

nicht anders angegeben, mit NaOH bzw. HCI.

Agarosegele (1,5 “{¥usammensetzung fir 1 Gel)

Agarose 39
1x TBE-Puffer 200 ml
EtBr 10 pl

Ampicillin-Stammlésung
Ampicillin (Endkonzentration 100 mg/ml) inJ@ dest. / EtOH 1:1 l6sen

5 x Bakterieneinfriermediurfzusammensetzung fur 50 ml)

50 % Glycerin 25 ml Glycerin 100 %
4 M NacCl 11,67 g

1 M MgSQ 6,02 g

1 M Tris/pH7,5 6,06 ¢

1 % Gelatine 0,59

dHO ad 50 m|

Lagerung der Bakterienkulturen bei -80°C

Bakterien-Lysepuffe(Zusammensetzung fir 100 ml)

50 mM Tris-HCI 5ml 1M Tris-HCl/pH7,5
150 mM NacCl 15 ml 1 M NaCl
SmMDTT 0,5ml1MDTT

dHO ad 100 ml

Coomassie-Farbeldsurigusammensetzung fr 500 ml)

Coomassie R250 0,125¢g
MeOH 100 % 200 ml
Essigsaure 100 % 35 ml
dHO ad 500 ml
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Coomassie-Entfarbelésung (Zusammensetzung fiir 1 [)

30 % MeOH 300 ml MeOH 100 %
10 % Essigsaure 100 ml Essigsaure 100%
dH,O 600 ml

ExoSap-Mix(Zusammensetzung fur 100 Reaktionen)

Exonuklease | 7,5 ul
shrimp alkaline phosphatase 30 ul
dH,O ad 200 pl

Frischblut-Lysispuffe(Zusammensetzung fir 1 [)

1 M NH.CI 200 ml 5 M NHCI

10 mM KHCG 100 ml 100 mM KHCQ
0,1 mM EDTA 1 ml 100 mM EDTA
dH.O ad 11

pH auf 7,4 einstellen

Kern-Lysispuffer(Zusammensetzung fur 1 1)

10 mM Tris/pH 8,0 10 ml 1 M Tris/pH 8,0
400 mM NaCL 80 ml 5 M NacCl

2 mM EDTA 4ml0,5MEDTA
dH,O ad 11

pH auf 8,2 einstellen

LB-Medium (Zusammensetzung fur 1 )

Trypton 10g
Hefe-Extrakt 59
NacCl 59
dH,O ad 11

pH auf 7,5 einstellen, anschlie3end autoklavietagerung bei 4°C
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LB-Agar
LB-Medium 500 ml
Agar 750

autoklavieren, Lagerung bei 4°C

NaCl-Lésung geséttigt (Zusammensetzung fir 1 |)
NacCl 3509
dH,O ad 11

10 x TBS-Puffe(Zusammensetzung fir 1 [)

Tris 24,2 ¢
NacCl 87,6 ¢
dH,O ad 11

pH auf 7,4 einstellen

TBST-Puffer(Zusammensetzung fur 1 )

10 x TBS-Puffer 100 ml
Tween 20 500 pl
dH,O ad 11

TE“-Puffer (Zusammensetzung fiir 100 ml)

10 mM Tris/pH 8,0 1 ml1M Tris/pH 8,0
100 nM EDTA/pH 8,0 20 pl 0,5 M EDTA/pH 8,0
dHO ad 100 ml

steril filtrieren

Vollmedium fir HEK-293-Zelle{Zusammensetzung fur 500 ml)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (1x) 500 ml
(D-MEM) + 4500 mg/l Glucose

+ L-Glutamin

- Pyruvat
Fetales Kalberserum (FKS) 50 ml
Penicillin/Streptomycin (PenStrep) 5mi
Amphotericin B 1,4 ml

46



Material und Methoden

Vollmedium fur HEK-293-Zellen ohne Lipoproteifdusammensetzung fir 500 ml)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (1x) 500 ml
(D-MEM) + 4500 mg/l Glucose

+ L-Glutamin

9,76275 mg (Endkonzentration 50 uM

- Pyruvat
Fetales Kéalberserum ohne Lipoproteine 50 ml
Penicillin/Streptomycin (PenStrep) 5 mi
Amphotericin B 1,4 ml
Mevastatin
Mevalonat

4,25 mg (Endkonzentration 50 uM)

3.1.3 Kommerzielle Reagenziensysteme

DNA-Aufreinigungskit
Saulenaufreinigung
Gelaufreinigung

Luciferase Assay

Plasmidpraparationskit

Midi-MaRstab
Mini-MalRstab

MLPA-Kit

Proteinbestimmungskit

RNA-Aufreinigungskit

Sequenzierkit

TOPO TA Klonierungskit

QIAquick PCR Purification Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
Dual-Luciferase Reporter Assaste&y

QIAGEN Plasmid Midi Kit
PureLink
Quick Plasmid Miniprep Kit
Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit
Multiplex Ligation-Dependent
Probe Amplification-Kit, P062 LDLR

BCA Protein Assay Kit

RNeasy Minelute Kit

Big Dye Terminator V1.1 Cycle
Sequencing Kit

pCR2.1-TOPO TA Expressiort Ki
pcDNA3.1 / V5-His-TOPO TA

Expression Kit

Qiagen
Qiagen
Promega

Qiagen

Invitrogen

Zymo Research

MRC-Holland b.v.

Pierce

Qiagen

Applied Biosystems

Invitrogen

Invitrogen
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3.1.4 Primer

Alle verwendeten Primer befinden sich im Anhangém Tabellen 39 bis 69.

3.1.5 Enzyme

Alkalische Phosphatase calf intestine alkaline phosphatase

(CIAP), 1 U/ul Fermentas
DNase DNasel from bovine pancreas Grade Il Boehringer
Mannheim GmbH
Exonuklease | Exonuklease I, 20000 U/ml New England Biolabs
Ligase T4 DNA Ligase, 5 U/ul Fermentas
Polymerasen Tag DNA Polymerase, 5 U/pl Fermentas
Long PCR Enzyme Mix, 5 U/ul Fermentas
Pfu DNA Polymerase, 5 U/ul Fermentas
Proteinase K Pronase Roche
Restriktionsendonukleasen Nhel, 10 U/ul Fermentas
Eco81l, 10 u/ul Fermentas
Notl, 10 U/l Fermentas
Xbal, 10 U/l Fermentas
SanDl, 10 U/ul Fermentas
Eco72l, 10 U/ul Fermentas
Clal, 10 U/ul Fermentas
Sall, 10 U/ul Fermentas
RNase-Inhibitor RNase out, 40 U/ul Invitrogen
SAP shrimp alkaline phosphatas# U/ul Promega
3.1.6 Vektoren
pCR2.1-TOPO Invitrogen
pcDNA3.1 / V5-His-TOPO Invitrogen
pcDNA3.1lacZ Invitrogen
pPpGEX-4T-1 Amersham Bioscience
pGL4.10]Juc?] Promega
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pGL4.7hRIud Promega
pTK-HSV-SCAP-T7 ATCC
pTK-HSV-BP2 ATCC
pSREBP-1a ATCC

3.1.7 Antikorper

primare Antikorper a-HSV-tag, rabbit polyclonal IgG GenScript
a-Luciferase, mouse monoclonal I|gG  Santa Cruz
a-Aktin, mouse monoclonal IgM Santa Cruz

sekundare Antikérper goat anti-rabbit IgG-HRP Santa Cruz
goat anti-mouse IgG-HRP Santa Cruz
goat anti-mouse IgM-HRP Santa Cruz

3.1.8 DNAs

Fur die im Rahmen der Doktorarbeit durchgefiihrteralgsen wurde genomische DNA von
gesunden und an familiarer Hypercholesterindmieaakten Mitgliedern mehrerer turkischer
Familien (FH1-5) verwendet. Die klinische Diagnoserde von Dr. Meral Kayikcioglu
(Department of Cardiology, Faculty of Medicine, Bderiversity, Turkey) durchgefiihrt. Die
DNA wurde am Institut fir Humangenetik der UnikknKoln aus EDTA-Blut isoliert oder
durch den Kooperationspartner zur Verfiigung gestell

Des Weiteren wurde genomische DNA von 200 deutscRatienten (HC1-200) mit
diagnostizierter Hypercholesterinamie der LIANCO ip{t-Analytic-Cologne) Studie
verwendet. Von 1999 bis 2002 wurden 5000 PatieimeRaum Koln rekrutiert. Die Studie
l&uft unter der Leitung von Herrn Prof. Wilhelm K und Frau Prof. Gouni-Berthold vom
Institut fur Innere Medizin Il der Uniklinik KélnDie LIANCO Studie wurde angelegt, um
den Zusammenhang zwischen genetischen MutationetunmBpoproteinen, anderen
biochemischen Parametern und klinischen Daten urtter8sklerose zu bewerten.
Einschlusskriterium fur die Studie war das Vorliegeines kardiovaskulédren Risikofaktors
(Gouni-Berthold et al., 2005). Allen Patienten 8¢udie wurde eine LIANCO ID zugeteilt.
Prof. Marquardt (Universitatsklinikum Mdunster, Kknund Poliklinik fir Kinder- und
Jugendmedizin, Allgemeine Padiatrie) stellte gersoime DNA von gesunden Patienten und

von Patienten, bei denen Wiedemann-Rautenstraundr@y diagnostiziert wurde, von je
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einer turkischen und einer deutschen Familie zufideing (WR1, WR2). Von Dr. Yasemin
Alanay (Hacettepe University, lnsan Dogramaci Qleitds Hospital, Ankara, Turkey) wurde
fur Analysen genomische DNA von gesunden Patientghvon Wiedemann-Rautenstrauch
Patienten von zwei tlrkischen Familien zugesand@3y\WVR4).

Mehrere Kooperationspartner stellten genomische ®NAn Patienten mit Woodhouse-
Sakati-ahnlichen Syndromen zur Verfugung. Initiehiskte Dr. Abdulgani Tatar aus der
Tiurkei (Department of Medical Genetics, School addtine, Atatlrk University, Erzurum,
Turkey) genomische DNAs von gesunden und erkraniitgliedern einer tirkischen
Familie (HYPO1l) (Tatar et al.,, 2009). Spater wurdenomische DNA von zwei
palastinensischen Geschwistern mit einem Woodh8ageti-ahnlichem Syndrom, sowie
von deren gesunden Eltern zur Verfigung gesteMRB2) (Megarbane et al., 2003). Die
klinische Diagnose und Praparation der DNA wurde Bo. André Mégarbané vorgenommen
(Unité de Génétiqgue Médecine, Université Saint{dbs®aris, France). Professor Koenraad
Devriendt (Centrum voor Menselijke Erfelijkheid, Wersitiare Ziekenhuizen Leuven,
Leuven, Belgi€) schickte zur Analyse genomische BN&on zwei kaukasischen
Geschwisterpaaren (HYPO3, HYPO4) (Devriendt et 196, Devriendt et al., 1996). Von
Prof. Regina Betz (Institut fir Humangenetik, Umgigit Bonn, Bonn) wurden genomische
DNAs von drei Patienten zweier deutscher FamilietvRO5, HYPOG6) zur Verfigung
gestellt. AuBerdem fanden genomische DNAs von gimunnd erkrankten Mitgliedern einer
turkischen Familie (HYPO7) Verwendung. KlinischeaBnose und Praparation der DNA
wurden von Ferda Percin (Department of Medical @ese Faculty of Medicine, Gazi
University, Ankara, Turkey) vorgenommen.

Die verwendeten deutschen, genomischen Kontroll-BN#urden im Institut far
Humangentik der Universitdt zu Koln aus EDTA-Bluinvgesunden Personen gewonnen.
Kontroll-DNAs anderer Populationen wurden von vhaisdenen Kooperationspartnern zur

Verfiigung gestellt.

3.1.9 Zellen und Bakterien

eukaryotische Zellen HEK-293 (SlpIh293) Invitrogen
Bakterien TOP10 elektrokompetente E. coli,
Stamm K12 Invitrogen

NEB 5-alpha chemischkompetente
E. coli, Stamm K12 New England Biolabs
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BL21 (DE3)
chemischkompetente E.coli

3.1.10 Verbrauchsmaterial

Bakterienrohrchen PP-Tubes 10 ml
Einfrierréhrchen Cyro-Tube-Vial 1,8 ml
Filterpapier Hybond blotting paper
Gewebekulturplatte Gewebekulturplatte 10 cm

Multiwell, 12well

Impfésen Impfésen fl
Kanilen Einmal-Injektions-Kantlen

100 Sterican, 23 G
Klvetten UV-Vetten
Mikrotiterplatte Assay Plate, 9&ell
Nitrocellulose-Membran Hybond-ECL
Pasteurpipetten Pasteurpipetten aus Glas
Petrischalen Petrischalen 10 cm
Proteingele NuPAGE 4-12 % Bis-Tris Gele

1,0 mm x 15vell, 1,5 mm x 1Qvell
NuPAGE 7 % Tris-Acetat Gele
1,0 mm x 1avell, 1,5 mm x 1Qwell

Septen 9avell Plate Septa

Skalpelle Surgical disposable scalpels
Sterilfilter Sterilfilter 0,2um

96-well Auffangplatte 96well Microplatte

96-well Filtrationsplatte MultiScreen Filter Plates

96-well MicroAmp Platten  96well MicroAmp Platten

96-well Platte 96well Optical Reaction Plate
Western-Blot Film Hyperfilm ECL

Zellschaber Zellschaber
Zentrifugenrdéhrchen Reaktionsgefal3 15 ml, 50 ml

New England Biolabs

Greiner

Nunc
Amersham Biosciences

Greiner

Falcon

Greiner

Braun
Eppendorf
Costar

GE Healthcare
Brand

Greiner

Invitrogen

Applied Biosystems
Braun
Schleicher&Schuell
Greiner

Millipore

Applied Biosystems
Applied Biosystems
GE Healthcare
Greiner

Greiner
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3.1.11 Arbeitsgerate

Agarosegel-Laufkammer
Entwicklermaschine
Foto-Kassette
Gel-Dokumentationsgerat
Heizblock

Inkubator (Bakterien)
Inkubator (Zellkultur)
Lichtmikroskop
Luminometer
Magnetruhrer

Mikrowelle

Netzgerat (Gelkammer)

PCR-Maschine

pH-Meter

Photometer

Pipetten

Pipettierhilfe

Rotator
Schuttelinkubator
Schuttler
SDS-Gelelektrophorese /
Western-Blot-Kammer

MGU-402T, MGU602T
Curix 60
BioMax Cassette
Chemidoc XRS
Thermomixer comfort
Kelvitron T
Hera cell 150
Leica DMIL
GloMe% 96 Microplate Luminometer
MR 3100
Micro-chef FM 2915Q
EC250-90

Dyad

Tetrad

inolab pH level 1

Biophotometer Eppendorf
Nanodrop ND-1000 Peqglab

Pipetten Eppendorf
Pipetboy acu Integra Bioscience
LD-79 Labinco BV

Innova 4299 New Brunswick Scientific
Unimax 1010 Heidolph

XCell SureLock Electrophoresis
Cell Invitrogen

C.B.S. Scientific
AGFA

Kodak

Bio-Rad
Eppendorf
Heraeus
Heraeus

Leica

Promega
Heidolph
Moulinex
Thermo Electron
Corporation

MJ Research
MJ Research
WTW

Sequenziergerate Humangenetik: ABI PRISM 3100—Avan
Genetic Analyzer
CCG, AG Nirnberg: ABI PRISM 3730 Applied Biosystems

Hera Safe

Applied Biosystems

Sterilbank Zellkultur Kendro
Bio view

SONOPULS HD 2070

Transilluminator Biostep

Ultraschallgerat Bandelin electronic
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Vortexer

Waage
(Fein-)Waage
Wasserbad
Western-Blot-Modul

Zentrifugen

M10

EW

ARJ 120-4M

GFL1083

XCell Blot Module

Centrifuge 5415D
Centrifuge 5415R
Centrifuge 5804

Biofuge stratos

VWR

Kern
Kern

GFL
Invitrogen
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Heraeus
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3.1.12 Computerprogramme

Tabelle 6: Ubersicht liber die verwendeten Computg@rogramme einschlieRlich ihrer

Anwendung

Computerprogramme

Anwendung

Internet-Adresse

DNASTAR-Lasergene
Editseq

Segbuilder

PrimerSelect

Verwalten von DNA- und
Proteinsequenzen

Erstellen von linearen und zirkularen
DNA-Karten, Veranschaulichung von
Domaénen in Aminoséuresequenzen
Auffinden von Primern fur PCR

http://dnastar.com

Segman Darstellung von
Elektropherogrammen,
Sequenzanalyse
BioEdit Darstellung von http://bioedit.com
Elektropherogrammen,
Sequenzanalyse
EndNote Literaturverwaltung http://endnote.com
Microsoft Office 2003 http://www.microsoft.com
Powerpoint Graphikerstellung
Excel Datenverarbeitung
Word Schreibprogramm

Applied Biosystems
Data Collection
Software version 1.0

Datenerhebung

http://www.appliedbiosystems.com

GeneScan Analyse und Auswertung von

Software 3.7 Mikrosatelliten / MLPA

Bio-Rad Geldokumentation http://www.bio-rad.com

Quantity One

Linkage 5.2 LOD-Score Berechnung http://linkage.rockefeller /sdftware/linka

ge

Multiple Sequence
Alignment by ClustalW

Abgleich verschiedener Sequenzen

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2

PolyPhen

Vorhersage Auswirkungen von
Punktmutationen auf Struktur und
Funktion des Proteins

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/

ConSeq

Identifizierung von funktionell und
strukturell wichtigen Aminosauren in
einem Protein

http://conseq.tau.ac.il/

SpliceView

SpleilRvorhersage (Donor- und
Akzeptorstellen) durch Vergleich mit
Konsensussequenzen

http://zeus2.itb.cnr.it/~webgene/wwwsplic
view.html

NetGene2 Server

SpleiRvorhersage (Donor- und
Akzeptorstellen) durch Vergleich mit
Konsensussequenzen

http://cbs.dtu.dk/services/NetGene2/

Human Splicing Finder

SpleiRvorhersage (Donor- und

http://www.umd.be/HSF/

Version 2.4.1 Akzeptorstellen) durch Vergleich mit
Konsensussequenzen
SplicePort SpleiRvorhersage (Donor- und http://spliceport.cs.umd.edu/

Akzeptorstellen) durch Vergleich mit

Konsensussequenzen
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3.1.13 Datenbanken

Ensembl Genome Browser
1000 Genomes

Human gene mutation database
LDLR Mutationsdatenbanken

miRBase

NCBI (National Center for Biotechnology
Information)

PubMed

TargetScanHuman Prediction of
microRNA targets

The GBD Human Genome Database
UCSC Genome Bioinformatics

ZB MED

Deutsche Zentralbibliothek fir Medizin

http://www.ensembl.odgk.html
http://www.1000genomes.org/page.ph
http://www.hgma.cikdac/index.php
http://www.ucl.ac.uk/ld
http://www.umd.necker.fr

http://www.mirbase.org/search.shtml

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

http://www.pubmed.gov
http://www.targetscan.org/
http://www.gdb.org/

http://www.genome.usda/

http://wvalmed.de/
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3.2 Methoden
3.2.1 Molekulargenetische Methoden

3.2.1.1 Isolierung von DNA aus Blut

5-10 ml EDTA-BIlut wurden mit Frischblut-Lysispuffauf 50 ml aufgefullt, durch invertieren
gemischt und dann 15-20 min auf Eis inkubiert bes lddbsung klar wurde. Die Leukozyten
wurden durch Zentrifugation (15 min, 1.500 rpm, RiBlletiert, der Uberstand verworfen.
Das Pellet wurde in 5 ml Kern-Lysispuffer resuspertdDie Proteine wurden durch Zugabe
von 330 pl 10 %-SDS denaturiert und mit 250 pl Bseniber Nacht bei 37°C inkubiert.
Dann wurden 1,66 ml gesattigte NaCl-Losung hinzebeg, kraftig geschittelt und
zentrifugiert (10 min, 4.000 rpm, RT). Der Uberstamurde in ein 50 ml Falcon uberfihrt
und die DNA mit 7 ml Isopropanol geféllt. Die DNAwde mit Hilfe einer Glaspipette kurz
in ein 1,5 ml Reaktionsgefal? mit 70 % Ethanol getduDas Pellet wurde luftgetrocknet und
in 400 pl TE* geldst.

3.2.1.2 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA

DNA-LOsungen haben ein Absorptionsmaximum im UVd@en bei 260 nm. Diese
Eigenschaft kann benutzt werden, um die DNA-Konzgiun in einer Losung photometrisch
durch Messung der Extinktion bei 260 nm zu bestimnide Extinktion, also der Anteil des
Lichts, der von der L6sung absorbiert wird, isténdig von der Schichtdicke der Mel3klUvette
und der Konzentration des geltsten Stoffes. Eingnkbon von 1,0 bei 260 nm entspricht
einer DNA-Konzentration von 5@g/ml.

Fur die Konzentrationsbestimmung wurden 5 pl eimdrekannt konzentrierten DNA-L6sung
zu 95 ul dHO gegeben. Zunachst wurde das Photometer mit 1@Hy0 bei 260 nm auf
Null geeicht. AnschlieRend wurde die Extinktber DNA-L6sung dreimal gemessen, um ein
maoglichst genaues Ergebnis zu erhalten, und deteMirt in die nachfolgende Gleichung
eingesetzt:

K [ug/pl] =& X Exeo X VF

(K = Konzentrationg = Extinktionskoeffizient §pna = 50), Beo = Extinktion bei 260 nm,
VF = Verdunnungsfaktor (hier 20)).

Anhand der Extinktion bei 280 nm kann man eine Agssuber die Reinheit der DNA
machen, da bei dieser Wellenlange Proteine ihr Adlmmsmaximum besitzen. Die Reinheit

der DNA ergibt sich aus dem Verhaltnigsld Ezxso Werte von etwa 1,8 entsprechen reiner
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DNA. Ein zu niedriges Verhaltnis (<1,7) weist aueéndnreinigung mit Proteinen, ein zu
hohes Verhaltnis (>1,9) weist auf Verunreinigung RNA hin.

Die Konzentration und Reinheit von DNA wurde aufenddurch Messung mit dem
Nanodrop ND-1000 System bestimmt.

3.2.1.3 Polymerase-Kettenreaktion polymerase chain reaction, PCR)

Standard-PCR

Die 1985 von Kary Mullis entwickelte PCR ist eineetlode, um selektiv spezifische DNA-
Abschnitte zu vervielfaltigen. Grundlage ist dietSeeche, dass eine DNA-abhangige
thermostabile Polymerase in Gegenwart eines fr&8i@H-Endes in der Lage ist, durch
Verknupfung einzelner Desoxynukleotide (dNTPs) ktangentare Strange an einzelstrangige
DNA zu synthetisieren. Die PCR ist ein zyklischeoZess aus Denaturierung, Hybridisierung
und Extension.

Durch die Denaturierung bei 94°C wird der DNA-Dojspang durch das Auflésen der
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Baserw& komplementare Tochterstrange
aufgetrennt. Um kurze doppelstrangige Bereiche Aaisatzstelle fur die Polymerase zu
schaffen, werden kurze, zum Anfangs- und Endstiek zu amplifizierenden Bereiches
komplementare Oligonukleotide (Primer) von durclmsitich 18-23 Basenpaaren Lange
hinzugegeben. Bei der Hybridisierunfnfiealing binden die beiden Primer (Vorwéarts- und
Ruckwartsprimer) bei einer Temperatur zwischen 6TZ7 gegenlaufig an ihre
komplementdren DNA-Strdnge. Die Hybridisierungstermafur ist abhangig von der
Basenzusammensetzung und Lange der Primer. BeieRrilnis ~20 Bp Lange kann die
Schmelztemperatur tber den GC-Gehalt grob abgedchétden:

Tm=4 X (Anzahl G bzw. C) + 2 x (Anzahl A bzw. T)

Die Primer wurden mit dem Programm PrimerSelecsétgene) ausgewahlt, das auch die
Schmelztemperatur berechnet, oder selbst ausgeframer sollten eine Lange von 18-23
Bp und einen GC-Gehalt von 50-60 % haben, mit Gr dfldbeginnen und enden (GC-
Klammer) sowie keine repetitiven Basenabfolgen thesi AulRerdem sollte die Selbst-
Dimerisierung bzw. die Dimerisierung mit dem jewwahderen Primer vermieden werden.
Die Synthese des komplementaren Strangs findetemdrater Extension i.d.R. bei 72°C, dem
Temperaturoptimum der Polymerase, statt. Die L&hege Extensionsschrittes ist abhangig
von der Syntheserate der Polymerase und der Lamgezd amplifizierenden Abschnitts
(durchschnittlich 1 Kb/min). Meist wird eine therstabile, genetisch modifizierte DNA-

Polymerase aus dem Archaebakterilinermus aquaticyslie so genannte Tag-Polymerase,

57



Material und Methoden

benutzt. Die DNA-Polymerase verlangert unter demxémdung von dNTPs die 3"OH-Enden
der Primer.

Ein PCR-Zyklus wird in der Regel 25-35 mal wieddth®ei jedem Zyklus dienen die
neusynthetisierten DNA-Strange des vorangegang&ykfus wiederum selbst als DNA-
Matrize, so dass die Zielsequenz exponentiell e#féltigt wird, bis eine Sattigung erreicht
wird und die Vervielfaltigung nach etwa 35 Zyklemfgrund der Enzyminaktivierung und des
Verbrauchs von dNTPs und Primer stoppt.

Die Polymerase hat ihr Aktivitatsoptimum bei pH .8[8e Salzkonzentration des Puffers
beeinflusst die Ausbeute an PCR-Produkt. Mdé&leinflusst die Hybridisierung der Primer,
die Trennung der Strange wahrend der Denaturiemisg?roduktspezifitat, die Bildung von
Primerdimeren und die Fehlerrate der Polymeras&eAlem braucht die Polymerase freies
Mg?** fir ihre Aktivitat. Die Spezifitat einer PCR kadarch Erhéhung des Mg&Anteils im
PCR-Puffer, durch Zugabe von denaturierenden Agentvie DMSO oder Q-Losung oder
durch Erhéhung der Hybridisierungstemperatur vesbesverden.

Um Kontaminationen der PCR mit Fremd-DNA auszusflén, wurde bei jeder PCR eine
Leerkontroll-Probe einbezogen, bei der ein PCR-Bnszhne DNA-Matrizen eingesetzt
wurde. Um festzustellen, ob die PCR-Amplifikatiafiodgreich und spezifisch war, wurden 5
pl des PCR-Ansatzes neben 5 ul der Leerkontrolée 3ipl eines Ladngenstandards auf ein
Agarosegel aufgetragen und in einem elektrischéoh &égetrennt (siehe 3.2.1.4).
Verwendete Polymerasen und ihre jeweilige Syntlasersind in Tabelle 7 aufgelistet. Die
Zusammensetzung der PCR-Ansatze und die PCR-Bediegusind der Tabelle 8 und der
Tabelle 9 zu entnehmen. Die Hybridisierungstemperand die Extensionszeit wurden fir
jedes Amplikon empirisch bestimmt und sind daherden allgemeinen Schemata als X
(Hybridisierungstemperatur) bzw. Y (Extensionszaitgegeben. Die Werte fur die einzelnen

Amplikons sind in den Tabellen 39 bis 65 und 69 Ainhang angegeben.

Tabelle 7: Ubersicht tiber die verwendeten Polymesen

Polymerase Syntheserate Max. Anwendung Proofreading | Enden
Leistung
Taqg DNA Polymerase 2,8 Kb/min 3 Kb Standard-PCR, nein sticky ends
Mikrosatelliten
Long PCR Enzyme Mix| 2,8 Kb/min 20 Kb Amplikons Kbl® Kb, | ja sticky ends

TA Klonierung,
GC-reiche Amplikons

Pfu DNA Polymerase 0,5 Kb/min Amplikons bis 10 Kb, ja blunt ends
Klonierung,
Mutagenese
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Tabelle 8: Zusammensetzung der PCR-Ansétze fir dserwendeten Polymerasen

Tag DNA Polymerase Long PCR Enzyme Mix| Pfu DNA Pgimerase
Puffer [10 x] 2,5 ul 2,5 ul 5 pul
MgCl, 1,5 pl [25 mM] im Mix im Mix
dNTPs [je 10 mM] 4 ul 4 ul 8 ul
F-Primer [10 pmol/ul] 1l 1 pl 1 pl
R-Primer [10 pmol/ul] 1l 1 pl 1 pl
Polymerase 0,15 pl [5 U/ul] 0,2 pl [5 U/ul] 1 pbju/ul]
DNA [20 ng] 1-5 pl 1-5 pl 1-5ul
dH,O ad 25 pl ad 25 pl ad 50 pl

Tabelle 9: PCR-Bedingungen der verschiedenen Polymasen. Die Zyklenzahl bezieht sich auf die
Wiederholung der grau unterlegten Schritte.

Taq DNA Polymerase Long PCR Enzyme Mix Pfu DNA Polgnerase
°C Zeit °C Zeit °C Zeit
1° Denaturierung 95 5 min 94 5 min 95 5 min
Denaturierung 95 1 min 94 30s 95 1 min
Hybridisierung (X) | X 1 min X 40 s X 1 min
Extension (Y) 72 Y min 68 Y min 72 Y min
Zyklenzahl 30-35 30-35 30-40
finale Extension 72 10 min 68 10 min 72 10 min
Reaktionsende 4 10 min 4 10 min 4 10 min

Gradienten-PCR
Bei schwierigen Amplikons, bei denen unter Stanbl@dihgungen kein bzw. kein sauberes

Produkt entstand, wurde eine Etablierung mitteladignten-PCR durchgefuhrt. Hierfir
wurde die PCR 12 x angesetzt und einem PCR-Programierzogen, in dem fur jeden
Ansatz eine andere Hybridisierungstemperatur z\weisc0-70°C benutzt wurde (siehe Tab.
10).

Tabelle 10: Temperaturen der Gradienten-PCR 50-70°¢Tetrad-PCR-Maschine)

Slot |1 2 3 4 5 6 7 | 8 9 10 11 12

°C 50 50,5 | 51,7 | 53,2 555 584 61,8 646 66|88 649496 | 70

Touch dowrPCR
Bei einemTouch dowrProgramm wird die Hybridisierungstemperatur im feader PCR

schrittweise gesenkt, so dass anfangs stringerBa@ingungen herrschen und keine
unspezifischen Nebenprodukte entstehen. Sind negger Zyklen genigend spezifische
Matrizen vorhanden, wird die Hybrisidierungstemparaherabgesetzt um eine hdhere

Ausbeute zu erreichen. Nachfolgend ist ein Beidpireéin TD-Programm angegeben.
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TD56
95°C 5 min
95°C 15s
60/58°C 10 s} je 3x
72°C 30s
95°C 15s
56°C 10 s} 30x
72°C 30s
72°C 10 min
4°C 10 min

3.2.1.4 Agarosegelelektrophorese

Bei der Agarosegelelektrophorese werden verschi¢algge DNA-Abschnitte entsprechend
ihrer Gro3e in einem elektrischen Feld aufgetre@ntindlage hierfir ist dabei das konstante
Verhéltnis der GroRRe einer Sequenz zu ihrer Ladwedghe durch das anionisch vorliegende
Phosphat des Zucker-Phosphat-Rickgrates der DN#nmes wird. Die Quervernetzungen
innerhalb eines Agarosegels hindern gro3ere DNARemte starker in ihrer Wanderung als
kleine DNA-Fragmente. Die Wanderungsbewegung derADMrd durch Anlegen einer
Spannung hervorgerufen, die bewirkt, dass die hnegatadene DNA zur Anode wandert.

Fur ein 1,5 %iges Gel wurden 3 g Agarose zu 20Q mITBE-Puffer gegeben. Die Agarose
wurde durch Aufkochen in einer Mikrowelle vollstagdgelost. Um die DNA sichtbar
machen zu konnen, wurden nach kurzem Abkuhlen 1&tBt beigemischt. EtBr ist ein
interkalierendes Reagenz, das sich spezifisch hetsalen Basen anlagert und aufgrund
seiner aromatischen Ringsysteme UV-Licht absorbizes noch flissige Gel wurde in eine
Gelkammer mit einem darin hangenden Kamm, der csdnhtaschen bildet, gegossen. Als
Laufpuffer wurde 1 x TBE-Puffer verwendet. Von jetRrobe wurden 5 pul, versetzt mit 1 pl
Ladepuffer, in eine Geltasche gefillt. Zur Langestivemung wurden 5 pl eines DNA-
Langenstandards aufgetragen. Die Elektrophoresedenvdyei 150 V fiur 30-40 min
durchgefuhrt. Durch UV-Licht wurden die Banden wbsiert und anschliel3end

dokumentiert.

3.2.1.5 Enzymatische Aufreinigung von PCR-Produkten

Bevor ein PCR-Produkt in eine Sequenzierreaktiolgesetzt werden kann, missen alle
Primer- und Nukleotidreste entfernt werden, da @&m 8equenzierreaktion nur ein Strang
synthetisiert werden darf. Hierfir wurden die POReRkte mit Exonuklease | (Exol) und

shrimp alkaline phosphatas€SAP) verdaut. Exol spaltet einzelne Nukleotide von

einzelstrangigen DNAs (d.h. nicht gebundener Prmeb, wahrend SAP die
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Phosphatgruppen dieser freien Nukleotide abspalsst, dass diese wahrend der
Sequenzierreaktion nicht eingebaut werden konnemnviEden 8 pl PCR-Produkt mit 2 pl des
ExoSap-Mixes versetzt und 30 min bei 37°C gefolgt b min bei 95°C im Thermocycler

inkubiert.

3.2.1.6 Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte nach der Kettenabbruethbtle, die 1977 von Sanger
entwickelt wurde (Sanger et al., 1977). Im Gegengat PCR wird bei der Sequenzierung
nur ein Primer eingesetzt und die DNA linear anmpbkft. Neben den normalen dNTPs
enthdlt der Reaktionsansatz im spezifischen Varsilizusatzlich mit verschiedenen

Fluoreszenz-Farbstoffen markierte Didesoxynukleo{tdNTPs) (Ansorge et al., 1987). Der
Einbau der ddNTPs sorgt flr eine gezielte, abetisitxh verteilte Unterbrechung der

Komplementarstrang-Synthese, da die fur die Keddamgerung notwendige 3" OH-Gruppe
fehlt. Dies geschieht zufallsmaRig an jeder Stdds Fragments, so dass eine Kollektion
unterschiedlich langer Fragmente entsteht. Die #g#-Produkte werden ihrer Lange nach
kapillarelektrophoretisch aufgetrennt. Wahrend \&nderung im elektrischen Feld werden
die eingebauten ddNTPs durch einen Laserstrahlreaggend entsenden infolge Fluoreszenz-
Markierung Licht verschiedener Farbe, welches detgkwird. Vor der Sequenzierung

wurden die zu analysierenden PCR-Produkte enzychatisfgereinigt (siehe 3.2.1.5).

Tabelle 11: PCR-Ansatz und Amplifikationsbedingundur die Sequenzierung

PCR-Ansatz Sequenzier-PCR
PCR-Produkt x 95°C 30s
Primer [10 pmol/ul] 1,0 pl 95°C 10s )
5 x Puffer V1.1 4,0 pl 55°C 55 o 26x
Big Dye-Mix V1.1 0,5 pl 60°C 3 min |
dH,O ad 20 pl 4°C 10 min

Zur Entfernung von Enzymen, Primern und nicht eoaggen ddNTPs wurden die Produkte

nach der Sequenzier-PCR aufgereinigt. Dazu wurgd&kex™ G-50 Superfine auf einen

MultiScreen Column Loader gegeben, das Sephadexemd 96well Filtrationsplatte

Ubertragen und mit je 300 ul Bl aufgefillt. Das Sephadex wurde flr drei StundeinRY

oder 0. N. bei 4°C quellen gelassen. Das Ubersigai¥gasser wurde durch Zentrifugation

entfernt (910 g, 5 min). Die Sequenzier-Produktedsn auf die Sephadex-Séulen gegeben

und zentrifugiert (910 g, 5 min), die aufgereinigt®rodukte wurden in einer 6ell

Sammelplatte aufgefangenuPder Proben wurden in eine 9&ll Microamp Platte pipettiert
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und mit je 10ul Formamid versetzt. Die Platte wurde mit einemt8epverschlossen und in
das Sequenziergerat (3100-Avant) geladen.
Alternativ wurden die Aufreinigungen und Sequenagen vom Sequenzierservice des

Cologne Center for Genomics (CCG, AG Nirnberg) Mersitat zu Koln, durchgefihrt.

3.2.1.7 Next Generation Sequenzierung

Bei einem Patienten mit diagnostiziertem WiedemBRanstenstrauch Syndrom wurde mittels
Next Generatiomechnologie das Exom sequenziert. Die Sequenzjenurde vom Service
des Cologne Center for Genomics (CCG, AG Nurnbésg)yersitat zu Koln, durchgefuhrt.
Hierzu wurde die genomische DNA des Patienten mimh cCovaris S220 Systentdvarig
zunachst definiert fragmentiert. Im Anschluss @t®eldie vollautomatische Erstellung der
DNA-Bibliothek mit dem SPRiorks Fragment Library System | voBeckman Coulter
welches die SPRI-Technologie (Solid Phase Reverdibimobilization) nutzt, ein auf der
Anwendung paramagnetischer Beads basierendes Yemfalir Nukleinsdure-Aufreinigung.
Diese Erstellung erfolgt im SPRI-TE-Gerat (plus Metenkarte) mit nur einer Kartusche pro
DNA-Bibliothek, die den gesamten Prozess beginnemd fragmentierter DNA, allen
notwendigen enzymatischen Reaktionen, entsprecheAd&einigungen und der variablen
GrolRRenselektion bis hin zum fiir die PCR fertigeoberabbildet. Fur die Adapterligation und
anschlieBende Anreicherung der DNA-Bibliothek wuddes SureSelect Human All Exon 50
Mb Kit (SureSelect Target Enrichment System faurtlina Paired-End Sequencing Library)
von Agilent Technologieserwendet.

Die Next GenerationSequenzierung erfolgte mit dem Illumina Genome Iywex lIx. Es
wurden zweisingle readLaufe mit insgesamt drei Spuren einer Fliel3zadiaq Fliel3zelle
umfasst acht Spuren, auf welche die DNA-Bibliotlggaden werden kann) durchgefihrt.
Die Sequenzdaten wurden mit Hilfe des Burrows-WéreeAligner’'s Smith-Waterman
Alignment Algorithmus mit der Referenzsequenz desnengenoms hgl9 verglichen (Li et
al., 2009). Fur die weitere Prozessierung der Seralignments sowie die Detektion von
Sequenzvarianten (Einzelnukleotide, Indels) wurdeM®ols 0.1.7 verwendet (Li et al.,
2009). Die detektierten Varianten wurden mit eigems Holger Thiele (CCG, AG Nurnberg)
intern entwickelten Algorithmen gefiltert, um anmeote SNPs in dbSNP auszuschliel3en. Alle
funktionellen Analysen der Varianten bezogen sighdas Humangenom hgl9 und Ensemble
build61. Die Pathogenitat der detektierten Varianteurde beispielsweise mit PolyPhen
pradiziert (Adzhubei et al., 2010).
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3.2.1.8 Molekulargenetische Testung

Fiur die bekannten FH-Gehnd®LR, APOB und PCSK9und fur die putative Promotorregion
von LDLR wurden bei Patienten der LIANCO Studie (HC1-200yie bei verschiedenen
Betroffenen und Nicht-Betroffenen aller FH Familie(FH1-5) Mutationsanalysen
durchgefihrt. Patienten der LIANCO Studie, bei deeeéne Mutation inLDLR identifiziert
werden konnte, wurden fir die Nonsense-SNPs rsii0@Plin dem GenABCA1Q
rs11089781 in dem GeRPOL3und rs328 in dem GeoPL genotypisiert. Bei Patienten der
LIANCO Studie, bei denen eine kausale Mutation &m dbekannten Genen ausgeschlossen
werden konnte, wurden auf3erdem die GBGARB1SREBPIund SREBPjetestet. Bei den
Familien FH1-5 wurden zusatzlich konservierte Bimglsstellen flr die miRNA Familien
miR-130/301, miR-17-5p/20/93.mr/106/519.d und m#B/A52 in der 3’'UTR vorLDLR
Uberprift (siehe Tab. 13). Nach genomweiter Kopgdamalyse und Feinkartierung wurde
bei Familie FH1 das Kandidateng&BCALl untersucht. Bei Familie HYPO1 wurden nach
genomweiter Kopplungsanalyse und FeinkartierungkaiedidatengenBL X1, DLX2, FGF1,
GPR155und C20rf37 getestet. Bei allen weiteren Familien und Patiemtet \Woodhouse-
Sakati-ahnlichen Syndromen (HYPO3-9) wurde das Geporf37 Uberprift. Eine
Sequenzierung des gesamten Exoms und eine anstide/Re-Sequenzierung von Exon 5
desPYCR1Gens erfolgten bei einem Wiedemann-RautenstraatierRen einer tlrkischen
Familie (WR1).Nachfolgend wurden bei weiteren Patienten mit Whealen-Rautenstrauch
Syndrom Mutationsanalysen in allen kodierenden wamdjrenzenden nicht-kodierenden
Bereichen vorPYCR1durchgefihrt (WR2-4). Alle Exons, die Promotormegivon LDLR,
MIiRNA Bindungsstellen und alle Bereiche mit putativkausalen Verdnderungen wurden
mittels Standard- odeTouch dowrPCR (siehe 3.2.1.3) amplifiziert, aufgereinigte(s
3.2.1.5) und anschlieRend sequenziert (siehe 8)2.Die Tabellen mit den verwendeten
Primerpaaren, sowie den jeweiligen Hybridisieruaggieraturen und Extensionszeiten
befinden sich im Anhang (siehe Tab. 39-53). Dieugegierung erfolgte in der Regel fur
jedes Amplikon sowohl mit dem Vorwarts-, als auahem Ruckwartsprimer.
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Tabelle 12: Chromosomale Lokalisation, Anzahl der Kons und GenBank-Eintrage untersuchter

O

Gene
Gen Beschreibung Chromosomale Anzahl Exons | GenBank
Lokalisation
LDLR low density lipoprotein receptor 19p13.2 18 NM_000527
APOB apolipoprotein B 2p24.1 29 NM_000384
PCSK9 | proprotein convertase subtilisin/kexin typg 9p32.2 12 NM_174936
SCARB1| scavenger receptor class B, member 1 12924.31 12 NM_005505
SREBP1| sterol regulatory element binding protein 1 17p11.2 19 NM_004176
SREBP2| sterol regulatory element binding protein 222q13.2 19 NM_004599
ABCA1 | ATP-binding cassette transporter 1 9g31.1 50 NM_ 005502
C20rf37 | open reading frame 37 on chromosome 2| 2q31.1 14 NM_025000
DLX1 homeobox protein DLX-1 2931.1 3 NM_178120
DLX2 homeobox protein DLX-2 2931.1 3 NM_004405
FGF1 fibroblast growth factor 1 5g31.3 4 NM_00114489
GPR155| G protein-coupled receptor 155 2931.1 14 NM_152529
PYCR1 | pyrroline-5-carboxylate reductase 1 17925.3 7 NM_006907

Tabelle 13: Getestete konservierte miRNA Bindungsstien in der 3'UTR desLDLR-Gens. Die
gesamte 3'UTR ddsDLR-Gens umfasst 2498 Bp.

miRNA Familie

Sequenz

der Bindungsstelle

Anzahl

der Bindungsstellen

Position
der Bindungsstellen

miR-130/301

UUGCACU

4

813-819

871-877
1970-1976
2161-2167

872-878
1971-1978

miR-148/152 UGCAGUG 2

815-821
1153-1159
1629-1635
2163-2169

miR-17-5p/20/93.mr/106/519.d GCACUUU 4

3.2.1.9 Genomweite Kopplungsanalyse
Die genomweite Kopplungsanalyse ist eine Mdglichkeir genetischen Kartierung von
Genorten (Loci), die in einer Familie mit der Enkkang vererbt werden und somit
.gekoppelt* sind. Hierbei wird mit Hilfe von sog. &kern die Haufigkeit von
Rekombinationsereignissen untersucht. Befinden <ialei Genloci auf verschiedenen
Chromosomen, so tritt nach dem Unabhéangigkeitsgpesain Mendel eine freie
Rekombination, also eine unabhangige Vererbung hmfgen zwei Genloci auf einem
Chromosom nahe beieinander, so werden sie hawjemeinsam vererbt. Man spricht dann
von Kopplung. Je weiter jedoch zwei Genloci aufeeinChromosom voneinander entfernt
liegen, desto unabhangiger werden sie vererbt, idden Entfernung die Wahrscheinlichkeit
fur meiotische Rekombination zunimmt. Die Kopplunghrscheinlichkeit von zwel
genetischen Markern ist ihrem Abstand untereinandegekehrt proportional und somit ein
MalR far ihre zueinander. Bei ist die

Entfernung vollstaedig Kopplung

64



Material und Methoden

Rekombinationshaufigkeit O bei freier Rekombinatlmetragt sie maximal 0,5. Der Abstand
der Loci wird in Centi-Morgan [cM] angegeben. EiRekombinationshaufigkeit von 1 %
bedeutet, dass sie in 100 untersuchten Meiosen &9gemeinsam und einmal getrennt
vererbt wurden und entspricht einem genetischeriafddsvon 1 cM. Der genetische Abstand
entspricht allerdings nicht dem physikalischenddaRekombinationswahrscheinlichkeit im
Genom nicht an jedem Locus gleich ist, sondern Rekombinationsereignisse im Laufe der
Meiose mehrfach an der gleichen Stelle im Chromosmignen kénnen.

Um den Ort eines krankheitsverursachenden Gensrtieten, vergleicht man die Vererbung
von Allelen verschiedener Marker innerhalb von Hemimit der Vererbung der Erkrankung
und errechnet die statistische Wahrscheinlichldags ein bestimmtes Allel eines Markers
mit der Erkrankung innerhalb einer Familie gekoppsl Als Marker kénnen beispielsweise
polymorphe Mikrosatelliten oder auctsipgle nucleotide polymorphisth§SNPs) benutzt
werden. Letztere sind zwar nicht sehr informatilerdings bietet die Analyse von Tausenden
SNPs uber das Genom verteilt die Mdglichkeit, diesgende Informativitat eines einzelnen
SNPs durch die extreme Quantitat auszugleichen.

Bei der statistischen Auswertung von (genomweitlaykeranalysen berechnet man die
Wabhrscheinlichkeit einer Kopplung im Verhaltnis zMicht-Kopplung. Die statistische
Maf3zahl hierfur ist der so genannte LOD-Scadogdrithm of the odds Man berechnet den
LOD-Score, indem man folgendes Wahrscheinlichkeits&ltnis aufstellt und dieses

Verhéaltnis zur Basis 10 ausdrickt:

Wahrscheinlichkeit, dass zwei Loci gekoppelt sind
(Rekombinationshaufigkeit 0)

Wahrscheinlichkeit, dass zwei Loci nicht gekopgéit
(Rekombinationshaufigkeit 0,5)

Eine Kopplung wird als signifikant betrachtet, weder LOD-Score Uber 3,3 liegt. Es ist
somit tiber 1000 mal wahrscheinlicher, dass Kopplmigchen dem Allel eines Markers und
der Vererbung der Erkrankung in der untersuchtemili@avorliegt. Ein LOD-Score von -2

oder weniger schliel3t eine Kopplung aus.

Es wurden Kopplungsanalysen in der Familie FH1,isaen Familien HYPO1 und HYPO7
mittels genomweiter SNP Genotypisierung durchgefiRfir alle Familien wurde der

Affymetrix GeneChip Human Mapping 250 K Sty Arragrwendet, welcher 238.000 SNPs
umfasst, die Uber das ganze Genom verteilt sind. mitlere physikalische Abstand

zwischen den SNPs betragt 2,5 Kb, der durchscichitl Abstand 5,8 Kb. Jeder SNP ist
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entweder 24 oder 40 mal auf dem Array vorhandes Z&l Bp Oligonukleotid miperfect
match- und mismatchProben). Pro Array wurden 250 ng DNA bendtigt, dach
Herstellerangaben aufgearbeitet wurden und aufr e®@eneChip® ScanneB000 7G-
Plattform @ffymetriy analysiert wurden. Die erhaltenen Daten wurdetietsi GeneChip®
Genotyping Analysis Software (GTYPE) 4.Affymetriy und PedCheck (O'Connell et al.,
1998) ausgewertet. Fur die Berechung der pararmegéisLOD-Scores wurde das Programm
MERLIN (Abecasis et al., 2002) verwendet. Die Baramg der nicht-parametrischen LOD-
Scores wurde mit dem Programm GENHUNTER 2.1 durighge mit sich
uberschneidenden Sets von jeweils 110-200 SNPsglyak et al., 1996, Strauch et al.,
2000). AufRerdem wurde das Programm ALLEGRO fiur Bexechnung der LOD-Scores
verwendet (Gudbjartsson et al., 2000). Die LOD-8sdiber das gesamte Genom wurden
graphisch dargestellt. Die Haplotypen wurden mit 8eftware HaploPainter (Thiele et al.,
2005) erstellt und mit ALOHOMORARuschendorf et al., 200§yaphisch dargestelit.

Alle hier angegebenen Kopplungsanalysen wurdendeorAG Nurnberg, Cologne Center for

Genomics (CCG), Universitat zu Koln, durchgefihrt.

3.2.1.10Mikrosatelliten-Markeranalyse

Um die ermittelte(n) Regione(n) mit einer zweiteethbde zu bestatigen und eventuell néher
einzugrenzen, wurde im Anschluss an die genomweitepplungsanalyse eine
Mikrosatelliten-Markeranalyse zur Feinkartierungrahgefihrt. Mikrosatelliten-Marker der
entsprechenden Regionen wurden aus den Datenbank&NSEMBL
(http://www.ensembl.org) und UCSC (http://www.gereuatsc.edu) ausgewdahlt (siehe
3.1.13).Jeder Mikrosatelliten-Marker wurde zunachst mibkigrenden PCR-Primern mittels
Standard-PCR amplifiziert (siehe 3.2.1.3), wobks ®orwértsprimer einen Uberhang am 5°-
Ende besalRen, zu dem ein zusétzliches, fluoreszehkimries Oligonukleotid komplementar
war (siehe Tab. 54-64 im Anhang). Dieses mit daroréészierenden Farbstoff HEX (=griin)
markierte Oligonukleotid wurde zusammen mit den fddatelliten-Primern der Standard-
PCR-Reaktion beigemischt, so dass ein fluoreszerkzenges PCR-Produkt entstand (Jagiello
et al., 2004).

Die Fragmentlangenbestimmung, also die Analyse HE@R-Produkte, wurde mittels
automatisierter Kapillargelelektrophorese tberaer Kapillarensystem (ABI PRISM 3100
Avant Genetic Analyzer, Applied Biosystems) durdiihet. In den Kapillaren befand sich
ein harnstoffhaltiges Polymer (POP6), so dass thgriRente wahrend der Elektrophoresezeit

der GroRR3e nach aufgetrennt wurden. Das System dniiggeine exakte Grol3enbestimmung
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der jeweils vorliegenden Allele der untersuchtenrida Die PCR-Produkte wurden
zusatzlich mit einem ebenfalls fluoreszenzmarkiertaternen Langenstandard aufgetragen,
der aus einer Reihe von verschiedenen Fragmenkamiier GréRe in einem Bereich von 50-
500 Bp bestand. Wahrend der Elektrophorese pamsiedie DNA-Fragmente ein
Detektionsfenster, in dem die Fluoreszenzmarkiezangder eingebauten Primer durch einen
Laser angeregt wurden. Das Fluoreszenzsignal wuoie einer CCD-Kamera (charged-
coupled deviced-camera) aufgenommen und mittela-Batlection Software v 1.0Applied
Biosystems gesammelt und in digitale Daten umgewandelt. AhsBend wurden die
digitalen Informationen Uber die GeneScan Softv@argApplied Biosystemsnalysiert. Jede
Probe wurde mit 1 pl zu einer Denaturierungslosang 0,5 pl LA&ngenstandard ROX und 9,5
pl HiDi-Formamid in eine 9&vell Platte pipettiert. Die Proben wurden bei 94°C 2imin
denaturiert und anschlieend in das Gerat gestellt.

Die Zwei-Punkt-LOD-Scores der untersuchten Markeurden mit dem Programm
LINKAGE 5.2 berechnet. Fur die Analyse wurden bendrFamilien FH1 und FH2 ein
autosomal-dominanter Vererbungsmodus, entwedervatistandiger Penetranz oder einer
Penetranz von 0,8 und eine Frequenz des KankHelssalon 0,001 verwendet. Fir die
Familie HYPO1 wurden ein autosomal-rezessiver \trnegsmodus und eine Frequenz des
Krankheitsallels von 0,001 verwendet. Die Allelfuegzen fur jeden polymorphen Marker
sowie die Rekombinationsfrequenzen in Frauen undndén wurden als gleichwertig
angenommen. Abschlieend wurden Haplotypen derysiegien Marker in der jeweiligen
chromosomalen Region erstellt. Die Haplotypen iran8hbaum der Familien wurden mit
den jeweiligen AllelgroRen der Mikrosatelliten-Markdargestellt, wobei die Allelgrof3en zur

besseren Darstellbarkeit einstellig umkodiert warde
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3.2.1.11Stammbaume

Zur Erstellung und Interpretation von Stammbaumerden folgende Symbole benutzt:

O O &
Geschlecht mannlich weiblich unbekannt

00 e A & He
Status nicht betroffen  betroffen verstorben unbekannt

[(——O [0 O

Verhéltnis Partnerschaft  blutsverwandt Geschwister

3.2.1.12MLPA

Die im Jahr 2002 erstmals beschriebernmiltiplex ligation-dependent probe amplification
(MLPA)-Methode ist ein Verfahren, mit welchem Kop@nzahlen von spezifischen
Nukleinsédure-Sequenzen bestimmt werden kénnen (Baheet al., 2002). Es ist mit dieser
Technik mdglich, Abweichungen von der normalen koginzahl durch vollstandige und
partielle Deletionen oder Duplikationen eines Gedsr einzelner Exons nachzuweisen. Mit
der MLPA-Methode kénnen Nukleinsaure-Proben mitidldtiplex-PCR, in welcher bis zu
45 spezifische Nukleinsaure-Sequenzen gleichzeitig einem einzigen Primer-Paar
amplifiziert werden, verwendet werden. Fiur die Reakwerden minimal 20 ng humane
DNA bendtigt. Das Verfahren beruht auf der Hybiglisng von Sequenz-spezifischen
Sonden mit genomischer DNA, gefolgt von einer Afik@ition der hybridisierten Sonden.
Jede der eingesetzten Sonden besteht aus zweinGkigotiden, die an benachbarte
Nukleotide der Zielsequenz binden (siehe Abb.).ede@ligonukleotid enthalt je eine von
zwei Sequenzen, die vom PCR-Primerpaar erkanntemefdrimer-Bindungssequenz), sowie
eine komplementare Zielsequenz (DNA-BindungssequeBmsatzlich enthalt eines der
beiden Oligonukleotide zwischen den genannten Semumeein Teilstiick von variabler Lange
(variables Fragment). Dieses Teilstlick ist dafimram@wortlich, dass sich die Langen jedes
Amplifikationsproduktes der verschiedenen Probetenscheiden (Langen zwischen 120-480
Nukleotiden). Wenn beide Oligonukleotide an dielggguenz binden, werden sie durch eine
Ligation mit einer thermostabilen Ligase zu einetrai®y verknupft. Dieser Strang wird in
der weiteren Reaktion mittels der universellen F&ZRaer amplifiziert. Einer der beiden
Primer ist dabei fluoreszenzmarkiert. Der ,TrickérdVILPA ist, dass nicht die DNA-Proben

selbst amplifiziert werden, sondern die gebunded@mden. Hybridisiert kein Oligonukleotid
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oder nur ein Oligonukleotid mit der Zielsequenznikadie Ligation nicht stattfinden und
somit auch das Fragment nicht amplifiziert werdBre Anzahl der Ligationsprodukte ist
abhangig von der Anzahl der Zielsequenzen in derAxbbe. Die resultierenden
fluoreszenzmarkierten PCR-Amplifikate kdnnen aufgruihrer unterschiedlichen Langen
kapillarelektrophoretisch aufgetrennt und analysregrden. Hierbei zeigen Verschiebungen
der Peakflache eines Fluoreszenzsignals einer Rfetisderungen der Kopienanzahl an.

Im Rahmen der Doktorarbeit wurde das MLPA-Kit P@d2-R von MRC Holland
verwendet, welches jeweils eine spezifische Sofidedie 18 bekannten Exons vabLR
enthalt, sowie eine weitere Sonde fur Exon 1 uné&datrollsonden. Zwischenzeitlich wurde
das Kit Uberarbeitet. Die neuere Version enthanéddls jeweils eine spezifische Sonde fur
alle Exons vonLDLR, jeweils eine weitere Sonde fur Exon 1 und Exon d&wie 17
Kontrollsonden. Fiur die Reaktionen wurden jewed® hg DNA von Patienten der LIANCO
Studie (HC1-200) ohne kausale Mutation in den betean FH-Genen, sowie 100 ng einer
Kontroll-DNA eingesetzt. Die Zusammensetzung dersef@edenen Losungen sowie das
Protokoll sind der Beschreibung des Herstellerseatnehmen. Die Analyse der mit dem
fluoreszierenden Farbstoff FAM (=blau) markiertenCRRProdukte erfolgte mittels
automatisierter Kapillargelelektrophorese tberaer Kapillarensystem (ABI PRISM 3100
Avant Genetic AnalyzerApplied BiosystemsFur die Erhebung der Daten wurde die Data-
Collection Software v 1.0Applied Biosystemsverwendet und fiur die Auswertung die
GeneScan Software 3.Afplied Biosystemgsiehe 3.1.12). Jede Probe wurde mit 1 pl zu
einer Denaturierungslésung aus 0,5 pl LAngenstdnidéernal Lane Standard 600 und 9 ul
HiDi-Formamid in eine 9@well Platte pipettiert.

Die Proben wurden bei 94°C fir 2 min denaturied anschlie3end in das Gerat gestellt. Die
einzelnen LDLR Peak-Profile wurden mit den Kontroll Peak-Profilerrglichen und
analysiert. Die relative Peakflache eines jeden Wikationsproduktes reflektiert die relative
Kopienanzahl der Zielsequenz einer Sonde in detysiesgen Probe. Eine heterozygote
Deletion eines Exons beispielsweise spiegelt sicleiner um etwa 50 % verminderten

relativen Peakflache des Amplifikationsproduktes $ende fir dieses Exon wieder.
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Sonde Sonde

\ S
ON1
ON2 PBS DBS ON2
ONl pesveE pPBS . DBS VF PBS
v/ '

Zielsequenz B

Zielsequenz A

Hybridisierung

v/

Ligation
Amplifikation
W
+ . =

* . )
fluoreszenzmarkierter Primer

-«

fluoreszenzmarkiertes Fragment
I

Abbildung 6: Prinzip der MLPA-Methode. DBS = DNA-Bindungssequenz, VF = variables
Fragment, PBS = Primer-Bindungssequenz, ON1 = @ligieotid 1, ON2 = Oligonukleotid 2

3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 Herstellung der Konstrukte fur die Proteinexpressiom

Im Rahmen der Doktorarbeit wurden fir funktioneB#udien mehrere Konstrukte zur
Proteinexpression hergestellt. Fur die Expressimm Rroteinen in HEK-293-Zellen wurden
die Vektoren pTK-HSV und pcDNA3.1 / V5-His-TOPO gewtr denLuciferase Reporter
Assay pGL4.10Juc2] verwendet. Zur Expression von Proteinen in Bakterwurde der
Vektor pGEX-4T-1 verwendet. Alle Konstrukte entealtausschliel3lich humane cDNA.
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Tabelle 14: Ubersicht tiber alle hergestellten Konstikte

Nr. | Insert | Exprimiertes Protein / Promotor | Ausgangsnaterial
pcDNA3.1 / V5-His-TOPO
1 HSV-S1_WT-FLAG wildtypisches SREBP1a, N-terminat HSV-tag, pSREBP-1a
C-terminal mit FLAGtag
2 HSV-S1_812-FLAG SREBP1a mit p.R812Q Mutation eXtinal mit Nr. 1
HSV-tag, C-terminal mit FLAGtag
3 HSV-S2 A13-FLAG SREBP2 mit Deletion der AS1-13, N-terminat pTK-HSV-BP2
HSV-tag, C-terminal mit FLAGtag
4 S2 WT-FLAG wildtypisches SREBP2, C-terminal mitA&-tag pTK-HSV-BP2
5 HSV-S2_ WT-FLAG wildtypisches SREBP2, N-terminat MSV-tag, Nr. 4
C-terminal mit FLAGtag
6 S2_645-FLAG SREBP2 mit p.R645Q Mutation, C-terahimit Nr. 4
FLAG-tag
7 S2 852-FLAG SREBP2 mit p.G852R Mutation, C-terahimit Nr. 4
FLAG-tag
pTK-HSV
8 HSV-S2_ WT-FLAG wildtypisches SREBP2, N-terminat MSV-tag, Nr. 5
C-terminal mit FLAGtag
9 HSV-S2_ 645-FLAG SREBP2 mit p.R645Q Mutation, Kstmal mit Nr. 6
HSV-tag, C-terminal mit FLAGtag
10 | HSV-S2_852-FLAG SREBP2 mit p.G852R Mutation,dxatinal mit Nr. 7
HSV-tag, C-terminal mit FLAGtag
pGEX-4T-1
11 | S1_WT_COOH wildtypische SREBP1a COOH-Doméane Nr. 1
(AS563-1148)
12 | S1_812_COOH SREBP1la COOH-Doméne mit p.R812QtMata Nr. 2
13 | S2. WT_COOH wildtypische SREBP2 COOH-Doméne (ABS5542) | Nr. 5
14 | S2_645_COOCOH SREBP2 COOH-Doméne mit p.R645Q hutat Nr. 6
15 | S2_852_COOH SREBP2 COOH-Doméne mit p. G852R t\buta Nr. 7
pGL4.10Juc?]
16 | LDLR_Promotor WT wildtypischeDLR Promotorregion DNA eines
(Position -704-Start-ATG) Patienten der
LIANCO Studie
mit heterozygoter
LDLR Mutation
-188C>T
17 | LDLR_Promotor -188 | LDLR Promotorregion mit Mutation -188C>T DNA eines
(Position -704-Start-ATG) Patienten der
LIANCO Studie
mit heterozygoter
LDLR Mutation
-188C>T

In den nachfolgenden Fluss-Schemata werden die itdsibritte zur Herstellung der

Konstrukte zusammenfassend dargestellt.
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A) B)
Amplifikation der zu klonierenden Produkte / MegaprimePCR zur
Generierung von Restriktionsschnittstellen zielgerichteten Mutagenese

mittels PCR \ /

TOPO-TA-KIoriierung (pCR2.1)
Transformation

Kolonie PCR oder Mini-
Plasmidpraparation und Testverdau

Midi-Plasmidpraparation
Restriktionsverdau
Aufreinigung
Ligation
Transformation

Kolonie PCR oder Mini-
Plasmidpraparation und Testverdau

Midi-Plasmidpraparation
Sequenzierung

C)
Amplifikation der zu klonierenden Produkte

TOPO-TA-Klonierung (pcDNAS3.1 / V5-His-TOPO)
Transformation

Kolonie PCR oder Mini-
Plasmidpraparation und Testverdau

Midi-Plasmidpraparation

Sequenzierung

Abbildung 7: Fluss-Schemata zur Herstellung der Kostrukte A) Nr. 5, 8-17; B) Nr. 2, 6, 7;
C)Nr.1,3,4
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3.2.2.2 Vektoren

Unter dem Begriff Vektor versteht man in der Molkkbiologie Transportvehikel fur
exogene Nukleinsauren in eine pro- oder eukarydist/irtszelle. Eine Art von Vektor ist
das haufig verwendete Plasmid. Bei Plasmiden hamdelkich um kinstlich hergestellte,
zirkulare DNA-Molekile, die Abkommlinge von natioth vorkommenden bakteriellen
Episomen sind. Jedes Plasmid enthélt mindesteres BMA-Sequenz, die alsrigin of
replication (Startpunkt der DNA-Replikation), kurz ori genandient, wodurch das Plasmid
unabhangig von der chromosomalen DNA repliziert dear kann. Plasmide sind somit
selbstreplizierend und kdnnen so in einer Zelleighen Kopien vorliegen. Die meisten in der
Gentechnik verwendeten Plasmide besitzen zum éinghiotikaresistenzgene, wodurch den
Tragerzellen ein Selektionsvorteil verschafft windd zum anderen eimaultiple cloning site
(MCS). Die MCS st eine Sequenz innerhalb des H@smdie eine Vielzahl von
Restriktionsschnittstellen aufweist und fiir den m{&ungsvorgang uber Schnittstellen
essentiell ist.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten VektopdiK-HSV, pcDNA3.1 / V5-His-TOPO
und pGEX-4T-1 sind Expressionsvektoren, d.h. si¢haten Promotoren und andere
regulatorische Elemente fir die Expression eingdtiest Fremd-Gene. Die Expression der
Proteine in pTK-HSV wird durch einen schwachen Her®implex Virus Thymidinkinase
Promotor reguliert. Bei pTK-HSV handelt es sich am Phagemid mit einer Gro3e von 5,8
Kb und einem Ampicillinresistenzgen. Im pcDNA3.1Vh-His-TOPO Vektor wird die
Expression gesteuert durch den konstitutiven, settken CMV Promotor, welcher aus dem
humanen Cytomegalievirus stammt. FUr die Expression Proteinen in E.coli mittels
PGEX-4T-1 ist eintac-Promotor verantwortlich. Der pGL4.10f2] Luciferase Reporter
Vektor beinhaltet die codierende Sequenz des Gemas In den Abbildungen 8-10 sind die
Eigenschaften von pcDNA3.1 / V5-His-TOPO, pGEX-#Tind pGL4.10dpc2] schematisch
dargestellt.
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pcDNA3.1/
V5-His-TOPO

Abbildung 8: Eigenschaften von pcDNA3.1 /V5-His-TOBP (maodifiziert aus: www.invitrogen.com)

pGEX-4T-1 (27-4580-01)

Thrombin

|Leu Val Pro Ar *LGIy Ser|Pr0 Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His ,'f'urgr Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GAA TTC CCG GGT CGA CTC GAG CGG CCG CAT CGT GAC TGA

BamH | EcoR I gma1 4l —xno7 Notl Stop codons

|
| Tth111 |
Aatll

Ftac
BsoM |

Mar |

EcoR W <
BssH Il

Apa

— BR322
BstE Il A P ot

Miu |

Abbildung 9: Eigenschaften von pGEX-4T-1(modifiziert auswww.gelifesciences.com)
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pGLA. 10 /we2]
Veclor

(42420p)

Abbildung 10: Eigenschaften von pGL4.1duc2] (modifiziert auswww.promega.com)

Polyadenylierungs- und Terminationssignale des B8\WXus und des
Rinderwachstumshormons (BGHopvine growth hormonesorgen in pcDNA3.1 / V5-His-
TOPO und pTK-HSV fur die Anheftung eines fur dieanslation essentiellen poly-A-
Schwanzes an das 3"-Ende der mRNA. pGL4utQ[ beinhaltet ein Polyadenylierungs- und
Terminationssignal des SV-40-Virus. pTK-HSV und pG#T-1 sind so konstruiert, dass bei
der Ligation eines Inserts in die MCS automatisichFaisionskonstrukt mit einem weiteren
open reading framgORF) entsteht. Auf Proteinebene entsteht bei p@EX: eine N-
terminale Fusion mit der Glutathion-S-Transferas8T+ag). Bei pTK-HSV entsteht eine N-
terminale Fusion mit dem Glycoprotein D des Herpesplex Virus (HSVtag).

3.2.2.3 Amplifikation der zu klonierenden Produkte

Die cDNA Fragmente, die zur Herstellung der KondiguNr. 1 und 3-5 bendtigt wurden,
mussten zun&chst mittels PCR amplifiziert werdes.témplatedienten dazu zum einen die
kauflich erworbenen Vektoren pSREBP-1a und pTK-HE3R2, sowie spater die pcDNA3.1 /
V5-His-TOPO Konstrukte selbst, die das gewlnscbigA Fragment besitzen. Alemplate
fur alle pTK-HSV und pGEX-4T-1 Konstrukte (Nr. 8)18lienten die wildtypischen und
mutanten pcDNA3.1 / V5-His-TOPO Konstrukte mit gewdhtem Insert. Alsemplateftr
die Konstrukte Nr. 16 und 17 diente die genomisbBidA eines Patienten der LIANCO
Studie, der heterozygoter Trager d&LR Mutation -188C>T war. Sowohl die F- als auch
die R-Primer hatten an ihren 5Enden Uberhdnge, cheel die jeweiligen
Erkennungssequenzen fir Restriktionsendonukleasen Liaufe der PCR-Reaktion

generierten. Des Weiteren wurden die SIREBPlund SREBP2fusionierten C-terminalen
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FLAG-tags bei den Konstrukten Nr. 1-10, sowie die N-termenaHSViags bei den
Konstrukten Nr. 1-3 und 5 mit einem Primertberhantsprechend deren cDNAs generiert.
Alle verwendeten Primer und die entsprechenden BE€#Rngungen sind dem Anhang (siehe

Tab. 65) zu entnehemen.

3.2.2.4 Kolonie PCR

Nach der Klonierung und Transformation des jeweitig?lasmids in chemisch kompetente
Bakterienzellen, wurden auf Selektionsplatten aragdasene Kolonien auf die erfolgreiche
Aufnahme des gewiinschten Konstrukts getestet. Hetbode fur eine solche Verifizierung
ist die Kolonie-PCR. Aldemplatewird dabei nicht DNA, sondern ein Bakterienklomée
Kolonie) eingesetzt. Zur Lyse der Bakterien wurdeeeeinzelne Kolonie mit Hilfe einer
Impfése von einer Agarplatte entnommen und in 18HHO geldst. Durch den osmotischen
Schock platzt ein Grol3teil der Bakterien. 5 pl dieéSuspension wurden d@Emplatein einer
Standard-PCR (siehe 3.2.1.3) eingesetzt. Fur diplifikation wurden Primer benutzt, die im
jeweiligen Vektor die MCS flankieren. Anhand dero@uktgrof3e konnte einerseits eine
Aussage dariiber gemacht werden, ob das gewunsagmeént in den Vektor aufgenommen
wurde, und andererseits, ob eine Mehrfachinsertiorlag. Die Klonierung war nicht
erfolgreich, wenn kein PCR-Produkt nachgewiesendemrkonnte. Da die Sequenzen von
full-length  SREBP1und SREBP2eine Lénge von nahezu 3,5 Kb aufweisen, wurde der
Einsatz von zwei Vektorprimern bei daril-length Konstrukten vermieden. Die verwendeten
Primer setzten sich entweder aus einem im Vektdrainem in der Insertsequenz liegenden
Primer oder aus zwei Primern, die im Insert bindeeammen. Die Sequenzen der Primer
sind den Tabellen 66 bis 68 im Anhang zu entnehmBender PCR wurden grundsétzlich 30
Zyklen bei einer Hybridisierungstemperatur von 5%fi@chgefuhrt. Zur Kontrolle wurden 5
ul des PCR-Produktes auf ein Agarosegel aufgetra@ehe 3.2.1.4). Die restliche
Bakteriensuspension wurde im Falle eines positkiems zum Animpfen der Kultur fur die
Plasmidpraparation (siehe 3.2.3.4) benutzt.

3.2.2.5 Megaprime-PCR zur zielgerichteten Mutagenese

Die MegaprimePCR erlaubt die direkte Fusion zweier DNA-Absctenim PCR-Verfahren.
Zunachst wurden die zu fusionierenden DNA-Fragmenigetrennten PCRs so amplifiziert,
dass ein komplementérer Sequenzabschnitt im 3'idbedes 5 -Fragmentes zum 5"-Bereich
des 3’-Fragmentes entsteht. AnschlieRend wurdenP@R-Produkte aufgereinigt (siehe

3.2.1.5) und in einer zweiten PCR gemeinsam mit Befrimer des 5 -Fragmentes und dem
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3’ -Primer des 3'-Fragmentes eingesetzt. Das eptsieh PCR-Produkt umfasste die
fusionierten DNA-Fragmente.

Die MegaprimePCR wurde verwendet, um zielgerichtet eine bestenkutation an einer
definierten Stelle in der wildtypischen cDNA-Seqgmainzufihren. Bei den ersten getrennten
PCRs wurde jeweils ein mutagener Primer verweridigiser bindet im 3"-Bereich des 5°-
Fragmentes und im 5-Bereich des 3’-FragmentesdeBenutagenen Primer waren
komplementar zueinander. Bei der Primerwahl wureéeidksichtigt, dass die Mutation
jeweils in der Mitte der Primer lag und die Printariber hinaus beiderseits der mutierten
Stelle mindestens 15 zur Zielsequenz komplemefasen aufwiesen, um die Bindung trotz
einer abweichenden Base zu gewahrleisten. SowahbdBrimer des 5 -Fragmentes, als
auch der 3’-Primer des 3’-Fragmentes hatten am il‘eEnden Uberhange, welche
Erkennungssequenzen fir Restriktionsendonukleasen Liaufe der PCR-Reaktion
generierten. Das entstehende PCR-Produkt enthielt ggéwinschte Mutation, wurde
aufgereinigt (siehe 3.2.2.6), in pcDNA2.1-TOPO mhenkloniert (siehe 3.2.2.9), mit
Restriktionsendonukleasen verdaut (siehe 3.2.21@) letztendlich in den gewlnschten
Vektor kloniert, aus dem zuvor das entsprechenddtypische Fragment des Inserts mit
Restriktionsendonukleasen ausgeschnitten wurde.vBrevendeten Primer und die PCR-
Bedingungen sind dem Anhang zu entnehmen (siehe6Bab

3.2.2.6 Saulenaufreinigung von PCR-Produkten

Mit der Pfu DNA Polymerase amplifizierte PCR Fragi@emussten vor der Ligation mit Taq
DNA Polymerase und dATPs behandelt werden, um 3b&fbiinge zu generieren (siehe
3.2.2.9). Dafur wurden die PCR-Fragmente zuvor (ilzer QIAquick PCR Purification Kit
von Qiagen aufgereinigt. Pufferzusammensetzungen und das oliibt sind den

Herstellerangaben zu entnehmen.

3.2.2.7 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme bakterielegsprungs, welche die DNA durch
Spaltung innerer Phosphodiester-Bindungen abbamenivo dienen sie dem Schutz des
Bakteriums vor artfremder DNA. Sie erkennen undltepadie nicht-methylierte Fremd-
DNA, die ins bakterielle Genom eingeschleust wuildie eigene DNA wird aufgrund von
Bakterienstamme-spezifischen Methylierungsmusteahtngeschnitten. Die Erkennung lauft
meist Uber palindromische Tetra- bis Oktamere ath fiilrt dann zu einer Spaltung des

DNA-Strangs innerhalb der Erkennungssequenz odenimittelbarer Nahe. Dabei kann die

77



Material und Methoden

DNA glatt (blunt end¥ oder mit Nukleotidiiberhangersticky endps geschnitten werden.
Letztere sind dabei fur die Klonierung von groRé&edeutung.

Neben der Kolonie-PCR (siehe 3.2.2.4) ist der Reé&tnsverdau eine weitere Mdglichkeit
um positive Klone zu testen. Nach einer Plasmidgmatmon (siehe 3.2.3.4 und 3.2.3.5)
wurden jeweils 2 ug DNA der Konstrukte mit entspiesaden Restriktionsenzymen verdaut.
Nach erfolgreicher Ligation des Inserts in den \éekind anschlieRendem Restriktionsverdau
wurden auf einem Agarosegel die geschnittenen Di#gfente analysiert. Im Fall eines
Nichteinbaus des Inserts lag der Vektor nur lirseari vor. Aul3erdem kamen bei der
Umklonierung der zunachst in den Vektor pCR2.1-TORIGnierten Fragmente in die
Vektoren pcDNA3.1 / V5-His-TOPO, pTK-HSV, pGEX-4T-lund pGL4.10ucZ]
verschiedene Restriktionsenzyme zum Einsatz. Irfadgenden Tabelle sind die eingesetzten

Enzyme fir den jeweiligen Klonierungsprozess zusangastellt.

Tabelle 15: Ubersicht (iber die verwendeten Restrikbnsendonukleasen fiir die Klonierungen

Konstrukt Nr. Vektor Restriktionsendonukleasen
2 pcDNAS.1 / V5-His-TOPO Nhel, Eco81I

6 pcDNAS.1 / V5-His-TOPO Eco81l, SanDI

7 pcDNAS.1 / V5-His-TOPO Exo81I, Eco72I

5 pcDNAS3.1 / V5-His-TOPO Notl, Xbal

8-10 pTK-Hsv Clal, Xbal

11-15 pGEX-4T-1 Sall, Notl

16, 17 pGL4.1d[c2) Xhol, Hindlll

Alle Restriktionen wurden im Doppelverdau nach Apgrades Herstellers durchgefinhrt.

Tabelle 16: Standardansatz fiir eine Restriktion mitzwei Enzymen

Vektor (2-5pQ) X ul

Enzym 1 [10 U/ul] 1 pl

Enzym 1 [10 U/ul] 1 pl

10 x Puffer 2ul(1x),4pul(2x)
dH,O ad 20 pl

Alle Enzyme haben ihr Aktivitatsoptimum bei 37°C.ieDInkubation erfolgte beim
Temperaturoptimum der Enzyme fur mindestens 1 h.AAmschluss wurden die Produkte

aufgereinigt (siehe 3.2.2.8).

3.2.2.8 Aufreinigung von Restriktionsverdau-Produkten
Um ein PCR-Fragment Uber Restriktionsschnittstelterinen Vektor zu klonieren missen
die verdauten Fragmente / Vektoren aufgereinigtdeser Nach dem Restriktionsverdau

wurde das gesamte Produkt auf ein Agarosegel aafgst, elektrophoretisch aufgetrennt
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und auf einem Transilluminator (Wellenlange 312 nmmjit Hilfe eines Skalpells
ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefald tberfDiet Aufreinigung des Produktes erfolgte
mit dem QIAquick Gel Extraction Kit vo@iagen Die Zusammensetzung der verschiedenen
Lésungen sowie das Protokoll sind der Beschreibdeg Herstellers zu entnehmen. Zur
Kontrolle wurden 5 pl des aufgereinigten Produldas ein Agarosegel aufgetragen (siehe
3.2.1.4).

3.2.2.9 TOPO TA Klonierung

Die verwendeten TOPO TA Klonierungskits ermdglicteane direkte Insertion von DNA-
Fragmenten mit beliebigen Enden in den pCR2.1-TQR@ pcDNA3.1 / V5-His-TOPO
Vektor, so dass eine vorhergehende Generierung ¥okennungssequenzen flr
Restriktionsendonukleasen nicht erforderlich ise D den Kits enthaltenen Vektoren liegen
linearisiert vor und besitzen einzelne 3"-Thymitliherhange. Diese sind komplementar zu
den von fast jeder DNA-Polymerase matrizenunabliggi das 3" -OH-Ende des PCR-
Produktes angehéangten Adenine. Beide Enden dearigierten TOPO-Vektoren tragen
kovalent gebundene Typ-I-DNA-Topoisomerasen descMacVirus. Diese verhindern so
eine ungewollte Zirkulierung des Vektors und ligierdas PCR-Produkt in den Vektor. PCR-
Fragmente, die mit der Pfu DNA Polymerase gernewerden, die kein 3"-Uberhdngendes A
anfugt, mussten vor der Klonierung einer Tag-Nabhbdlung unterzogen werden. Pro 21,5
ul aufgereinigtem PCR-Produkt wurden 0,5 pl Tag DR#lymerase, 2,5 pl Puffer [10 x],
1,5 ul MgCh und 4 pl dATPs [10 mM] zugegeben und der Ansatz3fli min bei 72°C
inkubiert. AnschlieBend wurde nach Herstellerangabeerfahren und der TOPO-

Reaktionsansatz in DH5 oder TOP 10-Bakterien transformiert.

3.2.2.10Klonierung tber Restriktionsenzym-Schnittstellen

Fiur die Ligation wurden die zirkularen Vektoren p¢&8.1 / V5-His-TOPO, pTK-HSV,
PGEX-4T-1 und pGL4.10ic2] mit den zwei entsprechenden Restriktionsenzynsehé
Tab. 15) verdaut und dadurch linearisiert. Die fnierenden Fragmente, welche sich im
pCR2.1-TOPO Vektor befanden, wurden jeweils mit dieichen Enzymen verdaut, so dass
komplementare Uberhange entstandsticKy ends Wahrend der Ligationsreaktion wurden
diese Uberhange durch das Enzym Ligase miteinanddsunden, so dass wieder ein
zirkularer Vektor entstand. Um eine Religation dérktoren zu vermeiden und um den
Einbau von Fremd-DNA in den Vektor zu férdern, waemddie Vektoren mit dem Enzym

Alkalische Phosphatase dephosphoryliert. Dazu wdate gesamte Eluat eines Vektors aus
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der vorangegangenen Aufreinigung (siehe 3.2.&i8)1 pl des Enzyms (CIAP) und 3,5 pl
Puffer versetzt und bei 37°C fur 45 min inkubiddie alkalische Phosphatase wurde im
Anschluss fur 15 min bei 85°C inaktiviert. Das aiagtzte Mengenverhaltnis von Insert zu
Vektor bei der Ligation betrug 3:1. Um das Verh&ltau bestimmen, wurden nach dem
Verdau und der Aufreinigung gleiche Mengen des Wekund Inserts auf ein Agarosegel
aufgetragen und die Banden hinsichtlich ihrer Isi&h, unter Beriicksichtigung der
jeweiligen GroRRe, miteinander verglichen. Die Ligasreaktion erfolgte fir mindestens eine
Stunde bei 21°C.

Tabelle 17: Standardansatz fur Ligationsreaktionen

Vektor, verdaut X ul
Insert, verdaut y pl

10 x DNA Ligasepuffer 2 ul
T4 DNA Ligase [5 U/ul] 1 pl
dH,O ad 20 pl

3.2.3 Mikrobiologische Methoden

3.2.3.1 Transformation

Die Transformation bezeichnet die naturliche Autmahvon Fremd-DNA aus der Umgebung
in die Bakterienzelle durch deren Zellwand. In Ktkrobiologie wird dieses Prinzip genutzt,
um z.B. kinstlich hergestellte Vektoren in chemisatter elektrokompetente Bakterienzellen
einzuschleusen und diesevivo vervielfaltigen zu lassen.

25 ul chemischkompetente Bakterien wurden mit detransformierenden DNA versetzt (2
ul TOPO-Reaktionsansatz, 4 ul Ligationsansatz) dimd 30 min auf Eis inkubiert
(Anlagerung der Plasmid-DNA an die Zellwand). Elgyti® ein Hitzeschock fir 45 sec bei
42°C im Wasserbad, wodurch die Zellmembran voridteggd permeabilisiert und das
Plasmid in die Zelle aufgenommen wurde. Anschlieldgarden die Zellen fir 2 min auf Eis
gestellt, dann mit 400 pl angewdrmten LB-Mediumse&rt und 1 h bei 37°C im
Schittelinkubator bei 200 rpm inkubiert. Zum Schluairden die Bakterien auf Agar-Platten
mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen uper Nacht bei 37°C inkubiert, so dass

einzelne resistente Klone wachsen konnten.

3.2.3.2 Ausplattieren von Bakterienzellen

Zur Herstellung von Agar-Platten wurde LB-Agar akgcht, auf Handwarme abgekihlt und
mit dem Antibiotikum Ampicillin (EndkonzentrationOD pg/ml) versetzt. Pro Petrischale
wurden ca. 25 ml LB-Agar bendétigt. Zum Ausplattierewurden 50-400 pl
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Bakteriensuspension (aus Transformation oder Kuitut Hilfe eines sterilen Glasspatels auf
einer vorgewarmten Platte ausgestrichen und UbehtNlei 37°C inkubiert. Das in den
Agarplatten enthaltene Ampicillin diente der Selektder Bakterien, da nur solche Bakterien
Uberleben, die erfolgreich den Vektor aufgenommabeh. Alle verwendeten Vektoren

tragen das Ampicillin-Resistenzgen, welches diet&adn natirlicherweise nicht besitzen.

3.2.3.3 Bakterienkulturen

Zum Kaultivieren von Bakterien wurden 3 ml LB-Mediumit dem Antibiotikum Ampicillin
(Endkonzentration 100 pg/ml) versetzt, mit einenZgikolonie oder Bakteriensuspension
angeimpft und Uber Nacht bei 37°C und 200 rpm inrilBakterienréhrchen inkubiert. Um
gréRere Mengen an Bakterienkultur zu erhalten, @200 oder 250 ml LB-Medium mit 1

ml einer 3 ml Kultur angeimpft.

3.2.3.4 Mini-Plasmidpréaparation

Die Praparation der Plasmide im kleinen MaRstablgé mit Hilfe des Zypp{" Plasmid
Miniprep Kit von Zymo ResearchEs wurden 2 ml Bakterienkultur verwendet. Die
Zusammensetzung der verschiedenen Losungen sowi@rdtokoll sind der Beschreibung
des Herstellers zu entnehmen. Die Konzentration a@éfigereinigten Plasmide wurde
photometrisch bestimmt (siehe 3.2.1.2). Die ane@&ind durchgefiihrte Sequenzierung (siehe
3.2.1.6) diente zur Verifizierung der richtigenénsequenz. Es wurden 500 ng Plasmid-DNA

bei der Sequenzierung eingesetzt.

3.2.3.5 Midi-Plasmidpréaparation

Fur die Praparation der Plasmide im mittleren Mal#svurde das Plasmid Midi Kit von

Qiagenverwendet. Es wurden 200 ml Bakterienkultur eieggs Die Zusammensetzung der
verschiedenen Ldsungen sowie das Protokoll sind Beschreibung des Herstellers zu
entnehmen. Die Konzentrationsbestimmung wurde phetiasch durchgefihrt (siehe
3.2.1.2). Bei der anschlieend durchgefuhrten Semiereing (siehe 3.2.1.6) wurden 500 ng
Plasmid-DNA eingesetzt. 800 pl verbliebene Baktéwdtur wurde mit 200 pl 5 x

Bakterieneinfriermedium versetzt, in ein Einfridrréhen uUberfihrt und in flissigem
Stickstoff schockgefrostet. Zur spateren Verwendumgrden alle Kulturen bei -80°C

gelagert.
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3.2.4 Zellbiologische Methoden

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden HEK-298efe verwendet. HEK steht flr
»human embryonic kidngyDiese menschliche embryonale Nierenzelllinieeste seit Ende
der 1970er Jahre bestehende humane Zelllinie, tie Teansformationsprodukt einer
menschlichen embryonalen Nierenzelle mit DNA-Teildes menschlichen Adenovirus 5
geschaffen wurde. Alle Arbeiten mit diesen Zellerfolgten zur Vermeidung von
Kontaminationen unter sterilen Bedingungen untenerei Sterilbank. Alle benutzten
Materialien waren entweder zum Einmalgebrauch \s@hjen oder wurden zuvor
autoklaviert. Auf3erdem wurden dem Zellkulturmediuwde Antibiotika Penicillin und
Streptomycin, die dem Schutz vor Kontamination rBiakterien dienen, sowie das
pilzhemmende Amphoterizin B zugesetzt. Die Nahfgtahdlage der eukaryotischen Zellen
bildete fetales Kalberserum, welches die erfordeeh Wachstumsfaktoren enthalt. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte im Cg&Brutschrank bei 37°C, 5 % GOund unter

Wasserdampfsattigung.

3.2.4.1 Auftauen der HEK-293-Zellen

HEK-293-Zellen wurden in speziellen Einfrierrdhrahbei -196°C in flussigem Stickstoff
gelagert. Zum schonenden Auftauen wurden die eiogafen Zellen fur kurze Zeit in 37°C
warmem Wasser geschwenkt bis die Zellsuspensioeznadwufgetaut war und dann mit einer
kleinen Menge Kulturmedium versetzt. Der gesamtdalin wurde in ein 15 ml
Reaktionsgefald tberfuhrt, mit 5 ml Kulturmedium g&ht und fir 10 min bei 1100 rpm
zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstandsiohitig dekantiert und das Zellpellet in
8 ml Kulturmedium resuspendiert. Die Zellsuspensiovurde auf eine 10 cm
Gewebekulturplatte gegeben und gleichmaRig vertétiischlieRend wurde die Platte im
Brutschrank gelagert, so dass sich die Zellen kacher Zeit absetzen und auf dem Boden
der Gewebekulturplatte adharent wachsen konnten M&diumswechsel erfolgte, wenn ein

Farbumschlag von rot nach orange / gelb (Nahrsedfinauch) stattfand.

3.2.4.2 Kultivierung von HEK-293-Zellen

Die Dichte der Zellen wurde unter einem Lichtmikiog tUberprift. Da HEK-293-Zellen Uber
keinerlei laterale Kontaktinhibition verfigen, waem sie bei dichtem Wachstum auch
Ubereinander. Aus diesem Grund missen die Zelleneiner Konfluenz von 70-90 %

gesplittet, d.h. auf mehrere Gewebekulturplattemeue werden. Hierfir wurde zunachst das
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alte Medium abgesaugt und verworfen. Der Zellraseinde mit 5 ml 1 x PBS ohne die
zweiwertigen lonen Calcium und Magnesium gewascheies diente einerseits dem
Entfernen von Zelltrimmern und toten Zellen aus #edtur, andererseits auch der
Abschwachung des Zellkontaktes zur Gewebekultumlatym die Zellen endgiltig

abzulosen, wurden sie mit 2,5 ml Trypsin-EDTA Léguwrersetzt und fur 5 min bei 37°C
inkubiert. Wahrend dieser Zeit 10st das Trypsin demtakt zur Kulturplatte enzymatisch auf
und sorgt fur die Vereinzelung der Zellen. Die enajische Reaktion wurde durch die
Zugabe von 5 ml Medium abgestoppt, um ZellschadenhdProteolyse zu verhindern. Die
erhaltene Zellsuspension wurde gleichmalRig auf erehiGewebekulturplatten verteilt,
jeweils mit Medium auf 8 ml aufgefillt und in denruBschrank uberfuhrt. Das

Aufsplittungsverhaltnis lag in der Regel bei 1:4.

3.2.4.3 Einfrieren der HEK-293-Zellen

HEK-293-Zellen kénnen in flissigem Stickstoff bdi96°C gelagert werden. Damit die
Zellen bei diesen Temperaturen gelagert werden&@nmuissen sie gegen Eiskristallbildung
geschitzt werden, um Membranbeschadigungen zu ndentm. Hierfir wurde ein
Einfriermedium aus 90 % FKS und 10 % DMSO hergtsteld steril filtriert. Die Zellen
wurden wie unter 3.2.4Reschrieben mit 1 x PBS gewaschen und trypsiridéet Suspension
wurde in ein 15 ml Reaktionsgefald Gberfihrt undftimin bei 1100 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das verbliebene Pefletl iml Einfriermedium vollstandig
resuspendiert und in ein Einfrierréhrchen Uberflibieses wurde zunachst tber Nacht bei
-80°C gelagert und anschlie3end in den Stickstufftgberfihrt.

3.2.5 Proteinbiochemische und immunologische Methoden

3.2.5.1 Transiente Transfektion

Unter Transfektion versteht man das Einbringenfrestider DNA in eukaryotische Zellen.
Man unterscheidet zwischen dem zeitlich befrist&enbau (transient) und dem permanenten
Einbau in das Genom (stabile Transfektion). Im @eg& zur stabilen Transfektion
unterliegt die fremde DNA bei der transienten Tfaekison Abbauprozessen. Ziel ist die
Expression eines Gens, welches vorher in einenrgotischen Expressionsvektor kloniert
wurde, und die anschlielBende funktionelle Analyse dntsprechenden Genprodukts. Weit
verbreitete Methoden der Transfektion sind die HKajpitationsmethode mit

Kalziumphosphat, die Elektroporation, die Transdukimittels Viren und die Lipofektion,
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welche im Rahmen dieser Arbeit erfolgte (Felgnealet1987). Dabei interagieren Vesikel
aus kationischen und neutralen Lipiden (Liposomehjch ihre positiv geladenen
Kopfgruppen mit der polyanionischen DNA und bildeposomen-DNA-Komplexe. Deren
positive Gesamtladung ermdglicht eine hohe Tranisfiegeffizienz. Die enge Assoziation der
Komplexe mit der negativ geladenen PlasmamembranZagzelle fihrt schlieBlich zur
Aufnahme der DNA durch Endozytose.

Die Lipofektion erfolgte mit den Transfektionsreagien LipofectaminE’2000 von
Invitrogenoder FUGENE HD voRoche Die zu transfizierenden HEK-293-Zellen wurden 24
h vor der Transfektion ausgesat. Da die Medienkorapten FKS, Antibiotika und
Antimykotika die Transfektionseffizienz negativ bd@iissen, wurde unmittelbar vor der
Transfektion das Medium von den Schalen abgesandtdurch Medium ohne Zusatze
ersetzt. Nach 5 h Inkubation wurde die Transfelgmischung durch frisches Vollmedium
ersetzt. Die Zellen wurden 24 h nach Transfektiotweder lysiert und die Proteine isoliert
oder die Aktivitat ded.DLR Promotors bzw. des Reportergens wurde mitteisiferase
Reporter Assapestimmit.

Die Vorlaufer der SREBP-Proteine sind in der Membdas endoplasmatischen Retikulums
lokalisiert und interagieren dort Uber ihre regoitetche Doméane mit der WD-Doméne des
SCAP-Proteins. Bei hohen intrazellularen Choleskemzentrationen binden die Proteine
INSIG 1 und 2 an disterol sensingpoméane von SCAP und verhindern so die Prozesglerun
der SREBP-Vorlauferproteine im Golgi-Apparat. Dégralweg wird inhibiert und es findet
keine Transkription der Zielgene statt. Kommt egimem intrazellularen Cholesterinmangel,
so dissoziieren die INSIG-Proteine von SCAP ab deddSREBP / SCAP-Komplex wandert
zum Golgi-Apparat, wo die SREBP-Vorlauferprotein@tpolytisch gespalten werden und
anschlieBend in den Zellkern wandern und dort dandkription der Zielgene aktivieren. Um
in vitro eine dauerhafte Aktivierung des Signalweges henrafen, wurde bei einigen
Experimenten 5 h nach Transfektion das Medium cfusitze anstatt durch ein normales
Vollmedium durch ein Vollmedium ohne Lipoproteinesetzt. Anstatt des vollwertigen
fetalen Kalberserums wurde dem Medium ein fetalgdb&serum ohne Lipoproteine
zugesetzt. AulRerdem enthielt das spezielle MediupagBnzien, die eine Senkung der
Cholesterolkonzentration bewirken. Um nach der 3iektion eine Suppression des
Signalweges herbeizufiihren (Kontrolle), wurden @hktdrol (Endkonzentration 1 pg/ml) und

25-Hydroxycholesterol (Endkonzentration 10 pg/mi)den Zellen gegeben.

84



Material und Methoden

Transiente Transfektion mittels Lipofectamit{@000

Zur Transfektion von Plasmid-DNA wurde diese mittii@EM gemischt und 5 min bei RT
inkubiert. Parallel dazu wurde Lipofectamif@000 mit Opti-MEM in einem separaten
Reaktionsgefal3 vermischt und ebenfalls fir 5 minRSE inkubiert. Anschlie3end wurden
beide Gemische in einem Reaktionsgefald vereint fUind20 min bei RT inkubiert. Der

Transfektionsansatz wurde dann langsam tropfenveeisien Zellen hinzugegeben.

Tabelle 18: Zusammensetzung des Transfektionsansatz in Abhangigkeit der Grof3e der
Gewebekulturplatte und somit der Zellmenge.Es wurden unterschiedliche Mengen an Plasmid-
DNA, Opti-MEM und LipofectaminB'2000 verwendet.

Gewebe- Menge Opti- Lipofectamine | Opti- DMEM ohne | Endvolumen
kulturplatte Plasmid-DNA | MEM MEM Zusatze oder

Opti-MEM
12-well 1,505 ug 100 pl 10 ul 130 u 750 pl ~1ml
10cm Schale | 3 ug 500 pl 20 pl 480 yl 7 ml ~8 ml
10 cm Schale| 5 pug 500 pl 20 pl 480 jul 7 ml ~ 8 ml

Transiente Transfektion mittels FUGENE HD

Im ersten Schritt der Transfektion wurden entspgade Mengen an Opti-MEM und
Plasmid-DNA zusammenpipettiert und gemischt. Naagabe von FUGENE HD inkubierte

der Ansatz fir 20 min bei RT und wurde dann tropfeise auf die Zellen gegeben.

Tabelle 19: Zusammensetzung des Transfektionsansatz in Abhangigkeit der Grof3e der
Gewebekulturplatte und somit der Zellmenge.Es wurden unterschiedliche Mengen an Plasmid-
DNA, Opti-MEM und LipofectaminB'2000 verwendet.

Gewebe- Menge Opti- FUGENE HD DMEM ohne Zusétze | Endvolumen
kulturplatte Plasmid-DNA | MEM oder Opti-MEM

12-well 1,505 ug 50 pl 1,125 pl 950 pl ~1ml
10cm Schale | 3 ug 500 pl 22,5 pl 7,5 ml ~8 ml
10 cm Schale| 5 ug 500 pl 37,5 pl 7,5 ml ~8 ml

3.2.5.2 Isolierung von Proteinen aus HEK-293-Zellen

Die Isolierung der Proteine aus HEK-293-Zellen kgti® durch Zelllyse. Zunachst wurde das
Medium von den Zellen abgenommen und diese danmdremit 5 ml kaltem PBS
gewaschen. Das PBS wurde sorgfaltig entfernt urd Zdllen mit 500 pl RIPA Puffer
versetzt. Nach kurzer Inkubationszeit auf Eis wuttde Lysat mit dem Zellschaber eingeengt
und in ein 1,5 ml Reaktionsgefald (vorgekuhlt) Gblerf. Es folgte eine Zentrifugation fur
20 min bei 12.000 rpm und 4°C, um die Proteine den Zelltrimmern zu trennen. Der

Uberstand wurde in neues vorgekiihltes ReaktionBgétserfihrt und bis zur weiteren
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Analyse eingefroren. Das Einfrieren erhoht den $yfifekt und erzielt somit eine bessere
Zugéanglichkeit zu den Proteinen.

3.2.5.3 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte mit Hilfe des BCAofein Assay Kit der Firm&ierce Die
Zusammensetzungen der Losungen sowie das Protikdlber Beschreibung des Herstellers
zu entnehmen. Der Nachweis beruht darauf, dassiReomit CG'-lonen in alkalischer
Lésung einen Komplex bilden, wodurch die zweiwetigCu-lonen zu Cii-lonen reduziert
werden (Biuret-Reaktion). Die Reduktion erfolgt cdludie Seitenketten von Cystein, Cystin,
Tyrosin, Tryptophan und die Peptidbindung. Die -B2hinolin-4,4'-dicarbonsaure (BCA)
reagiert mit Cl'-lonen, wobei zwei Bicinchoninsaure-Molekiile einémensiv purpur
gefarbten Chelatkomplex mit dem Cuon eingehen. Die Intensitét der Farbstoffbilduisig
unter anderem von der Temperatur abhéngig, sodlast deren Variation die Sensitivitat
des Tests modifiziert werden kann. Die Absorptieesds Farbkomplexes wurde bei 562 nm
photometrisch gemessen. Anhand einer EichreiheRmgerserumalbumin (BSA) bekannter
Konzentrationen (20-2000 pg/ml) konnte die unbekanRroteinkonzentration der zu

testenden Probe bestimmt werden.

3.2.5.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-PAGE handelt es sich um eine dena&umiler Polyacrylamidgelelektrophorese
zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekutavight. Anders als bei Nukleinséuren
besteht bei Proteinen kein konstantes Verhaltnissadwen Grofe und Ladung. Die
Nettoladung variiert in Abhéngigkeit von der Anzad Aminoséuren mit positiven und
negativen Seitenketten und wird durch den pH-Wedirflusst. Daher werden die Proteine
mit dem stark anionischen Detergenz SDS (Natriuradgidulfat) versetzt, welches sich etwa
an jede zweite Aminosaure der Proteine anlaged.HDoteine werden somit denaturiert und
erhalten eine zu ihrem Molekulargewicht proportienaegative Ladung. Die Eigenladung
und die dreidimensionale Struktur der Proteine Ispier eine untergeordnete Rolle fur die
elektrophoretische Auftrennung. Das Laufverhalteam Broteine im elektrischen Feld ist
nahezu unabhangig von ihrer Eigenladung und wintthduhr Molekulargewicht bestimmt
(Laemmli, 1970).

Das Tragermaterial der SDS-PAGE ist das PolyacrigddAA), ein Polymer aus Acrylamid
(AA) und Methylen-Bisacrylamid (BIS). Die Porenweigines Polyacrylamid-Gels hangt von
der AA-Konzentration ab. Das Verhaltnis zwischen AAd BIS bleibt dabei konstant. Je
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hoher der prozentuale Anteil an AA innerhalb eiteds ist, desto engmaschiger ist es. Bei
einer diskontinuierlichen Elektrophorese verfugerlyBcrylamid-Gele oftmals Uber
verschiedene Porengréf3en, wodurch eine scharfeefuniing der Proteine erreicht werden
kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit dem NuPAEEktrophorese System von
Invitrogengearbeitet. Es wurden sowohl NUPAGE 7 % Tris-Ac&ale, als auch NUPAGE
4-12 % Bis-Tris Gele verwendet. Wahrend die Trietat Gele besonders fur die
elektrophoretische Auftrennung von Proteinen ineeiGréfRenordnung von 80-160 kDa
geeignet waren, wurden die Bis-Tris Gele fur kletnBroteine verwendet. Die Bis-Tris Gele
besitzen einen Gradienten an AA. Mit einem AA-Ahtan 4 % im oberen Gelbereich sind
die Poren relativ grol3, wahrend die Porengro3edentkontinuierlichen Zunahme des AA-
Anteils bis auf 12 % abnimmt. Die Denaturierung &eoteine erfolgte durch Zugabe von
NuUPAGE Sample Reducing Agent, welches eine Redwzgerder Disulfidbriicken
verursacht.

65 ul Proteinlysat wurden mit 25 pul NUPAGE LDS S&ripuffer und 10 pl Reducing Agent
versetzt, fir 5 min bei 95°C aufgekocht und ane@dnd auf das Gel aufgetragen. Die
aufgetragene Proteinmenge betrug je nach ExperiomehEragestellung zwischen 20 und 80
Kng. Zur GrofRenbestimmung wurden 12 ul eines Pr@&ndards in eine Geltasche gefillt.
Die Gelelektrophorese erfolgte bei 150 V fir 90 nmrder XCell SureLock Elektrophoresis
Cell. Die Zusammensetzung der Komponenten sowiePda®koll sind den Angaben des

Herstellers zu entnehmen.

3.2.5.5 Coomassie-Farbung

Die Coomassie-Farbung ist ein Verfahren zur Visigdung von Proteinen nach einer
Polyacrylamidgelelektrophorese. Die Farbung dess Gafolgte durch eine 30mintige
Inkubation in einer Methanol / Essigsaurelosung, dier Triphenylmethan-Textilfarbstoff
Coomassie Brilliant Blue R-250 zugesetzt wurde. R@ionische Farbstoff bindet an
kationische und an unpolare hydrophobe SeitenkattanProteine und farbt diese somit
unspezifisch an. Um den nichtgebundenen Farbstsffdem Gel auszuwaschen, wurde das
Gel in eine Methanol / Essigsaurelésung Uberfidig, keinen Farbstoff enthalt. Die Gele
wurden mit Hilfe eines Dokumentationsgerates faafigrt. Mit diesem Farbeverfahren
kénnen Proteinmengen bis zu 100 ng pro Proteinbaadegewiesen werden.
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3.2.5.6 Western Blot

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Pmetei entsprechend ihrem
Molekulargewicht mittels SDS-PAGE erfolgte der Tster der Proteine auf eine
Nitrocellulose-Membran. Durch eine angelegte Spagnwanderten die negativ geladenen
Proteine aus dem Gel auf die Membran. Es wurdeNddAGE Elektrophorese System von
Invitrogen verwendet. Vor dem Proteintransfer wurde die aif# &roRe des Gels
zugeschnittene Membran, die bendétigten Schwammahendas Filterpapier fir 20 min in
1 x NuPAGE Transferpuffer equilibriert. Anschlie@enurde die Membran auf das SDS-Gel
aufgelegt und von Filterpapieren und Schwammchegelren so in das XCell Blot Modul
eingesetzt, dass die Proteine sich in Richtung Anmelvegen und auf der Membran haften
bleiben konnten. Das innere der Blotkammer wurdelm NuPAGE Transferpuffer gefullt
und die duRere Kammer mit® zur Kihlung der Elektrophorese. Der Transferlgtéofiir
2,5 h bei 30 V und RT.

3.2.5.7 Immunologischer Nachweis membrangebundener Proteine

Der immunologische Nachweis der Proteine auf dembtan erfolgte mit Hilfe von
Antikorpern. Der primare Antikorper erkennt spesth das Zielprotein, indem er an das fir
den Antikorper spezifische Epitop bindet. Diesesrkantweder genspezifisch oder spezifisch
fur einen Proteitag (HSV oder FLAG) sein. Gegen den priméren Antikorperer Art ist
ein sekundarer Antikdrper gerichtet, der mit eirdmamilumineszenten Enzym gekoppelt ist.
Uber eine Chemilumineszenzreaktion kann dann dezifipche Interaktion des primaren
Antikorpers autoradiographisch sichtbar gemachtiemr

Die proteinbeladene Membran wurde zur vollstandigdrsattigung von unspezifischen
Bindestellen fur 1 h in einer TBST-Losung mit eindtiichpulver-Anteil von 5 % bei RT
geschwenkt. AnschlieBend wurde die Membran in alodn tberfuhrt und mit 10 ml TBST-
Losung versetzt, die den primaren Antikorper in dartsprechenden vom Hersteller
angegebenen Verdinnung enthielt. Die Inkubatioolgd tber Nacht bei 4°C auf einem
Rotator. Am nachsten Tag wurde nicht-gebundenerk@rgder durch viermaliges Waschen
fur jeweils 15 min in TBST-Losung entfernt. Der aakare Antikérper wurde in 30 ml
TBST-Losung verdinnt und die Membran fir 1 h bei R dem Antikorper auf dem
Schuttler inkubiert. Im Anschluss wurde die Membeaineut 4 x 15 min bei RT mit TBST-
Lésung gewaschen und danach mit der Chemilumingdz&sung versetzt.

Verwendet wurde das SuperSignal West Pico Chemaksuent Substrate der FirfRgerce

Die verwendeten sekundaren AntikOrper waren an Maah-Peroxidase hprseradish
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peroxidase HRP) gekoppelt. Dieses Enzym ist in der Lage, idader Chemilumineszenz-
Loésung enthaltene Luminol durch Spaltung von WateHperoxid zu oxidieren. Die
freiwerdende Energie wird in Form von Licht mit @nWellenlange von 400-700 nm
abgegeben. Die Fluoreszenzsignale wurden mittelsnbEiichtung gemessen. Zum
Entwickeln der Filme wurde die Uberschissige Chamiheszenz-Lésung nach 5 min
abgegossen und die Membran in eine Filmkassetter w@ihe eingeklebte, durchsichtige
Plastikfolie gelegt. In der Dunkelkammer wurde tlehtempfindliche Film aufgelegt und
abhangig von der Fluoreszenzintensitat belichtet.Hilme wurden anschlieend sofort in die
Entwicklermaschine eingefuhrt und automatisch eckelt. Je starker die Oxidation, desto
intensiver war das Signal auf dem entwickelten Fivit dem Geldokumentationssystem
Chemidoc XRS der Firm8iorad wurde ein digitales Durchlichtbild der Autoradiaghie
erstellt.

Wenn dieselbe Nitrozellulose-Membran nacheinandérzmei verschiedenen primaren und
sekundaren Antikorpern unterschiedlicher Spezikshiert wurde, musste die Peroxidase vor
der zweiten Inkubation mittels 10 %iger Natriumakibsung (in dHO) inaktiviert werden
um Uberlagerungen der jeweiligen Detektionen ausdieRen. Zur Inaktivierung wurden
500 pl Natriumazid (10 %) mit 20 ml TBST zur Memiigegeben und fur 2-3 h geschiittelt.
Aufgrund der unterschiedlichen Spezies sind eineukireaktion der sekundaren Antikorper
mit den noch vorhandenen anderen primdren Antikrpe sowie eine
Chemilumineszenzreaktion der bereits inaktivierselkundaren Antikorper ausgeschlossen.
Im Falle der Inkubation zweier Antikbrper der glen Spezies wurden die Antikorper vor
der zweiten Inkubation von der Membran entferntripping”). Hierzu wurde der Restore
Fluorescent Western Blot Stripping Buffer vbhermo Scientifi’erwendet. Es wurde nach

dem Protokoll des Herstellers verfahren.

Tabelle 20: Ubersicht {iber die Eigenschaften und \reasendung der Antikorper

primarer Antikorper Konzen- Ver- sekundarer Antikorper Konzen- | Ver-
tration dinnung tration dinnung

a-HSV-tag, 0,5 po/ul 1:200 goat anti-rabbit IgG-HRP 0,4 pg/jl1:10000

rabbit polyclonal IgG

a-Luciferase, 0,2 pg/ul 1:300 goat anti-mouse IgG-HRP 0,4 pg/ul :10000

mouse monoclonal 1gG

a-Aktin, 0,2 pg/ul 1:300 goat anti-mouse IgM-HRH 0,4 po/pl :10000

mouse monoclonal IgM

3.2.5.8 Luciferase Reporter Assay
Zur funktionellen Analyse einer Mutation ihDLR Promotor sowie mehrerer Mutationen in

SREBP1 und SREBP2, zwei Transkriptionsfaktoren MoDLR, die an die SRE-
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Bindungsstellen des Promotors binden, wurdeleiciferase Reporter Assajurchgefuhrt.
Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Dual-Luager Assay System Kit der Firma
Promegamacht sich dieFirefly- und Renilla-Luciferasezu nutze und ermdéglicht eine
Quantifizierung der Aktivitat beider Enzyme in emeReaktionsansatz. Luciferasen sind
Enzyme, in deren Anwesenheit Luciferine mit Sawdfstu energiereichen, instabilen
Dioxetanen oder Dioxetanonen reagieren (OxidatiBe)m Zerfall dieser Substanzen kommt
es zur Biolumineszenz. Dikirfly-Luciferaseist ein Enzym des Gluhwirmche®hotinus
pyralis, wahrend es sich bei d@&enilla-Luciferaseum ein Enzym der Seefed&enilla
reniformis handelt. Emittiertes Licht kann mit Hilfe einesrhinometers gemessen werden.
Das hier verwendeté&irefly-LuciferaseReportergen-Konstrukt enthalt die Promotorregion
desLDLR-Gens. Endogen vorhandene TranskriptionsfaktoratemHEK-293-Zellen sowie
die Uberexprimierten Transkriptionsfaktoren SRERRtl SREBP2 banden an den Promotor
und ermoglichten so die Transkription dérefly-Luciferase Die Aktivitat der Luciferase
und somit die transkriptionelle Aktivierung konmeninometrisch gemessen werden.
Zunachste wurden HEK-293-Zellen in @&l Platten ausgesat und am nachsten Tag bei
einer Konfluenz von 70 % entweder nur mit dem wibikchen oder mutantebhDLR-
Promotor-Reportergen-Konstrukt und dem Expressiomstkukt derRenilla-Luciferaseco-
transfiziert oder mit dem wildtypischdrDLR-Promotor-Reportergen-Konstrukt sowie den
Expressionskonstrukten fir die wildtypischen odetanten Transkriptionsfaktoren SREBP1
oder SREBP2 und ddRenilla-Luciferaseco-transfiziert. Alle Transfektionen wurden im
Triplikat durchgefuhrt. Die Transfektionsansatzedsiden folgenden Tabellen 21-23 zu

entnehmen.

Funktionelle Analyse ddrDLR-Promotor-Mutation

Tabelle 21: Transfektionsansatz zur funktionellen Aalyse derLDLR-Promotor-Mutation

Vektor A B C
pcDNA3.1lac Z 1,5 ug 0 0
pGL4.7hRlud 5ng 5ng 5ng
pGL4.10[luc2] LDLR Promotor WT 0 1,5 ug 0
pGL4.10[luc2] LDLR Promotor -188 0 0 1,5 ug
transfizierte DNA gesamt [ug] 1,505 1,505 1,505

Die Transfektion erfolgte mittels Lipofectam{f2000 wie unter 3.2.5.1 beschrieben. 5 h
nach Transfektion wurde das Medium durch normaledmédium ersetzt. Das Experiment
wurde auferdem unter supprimierenden Bedingungechddugabe von Cholesterol und
25-Hydroxycholesterol zum normalen Vollmedium dwefiihrt.
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Funktionelle Analyse der SREBP1- und SREBP2-Murtaip

Tabelle 22: Transfektionsansatz zur funktionellen Aalyse der SREBP1- und SREBP2-
Mutationen unter Verwendung der pcDNA3.1 Konstrukte

Vektor A B C D E F G
pcDNA3.1lac Z 15ug | 750ng| O 0 0 0 0
pGL4.7hRlud 5ng 5ng 5ng 5ng 5 ng 5ng 5 ng
pGL4.10[luc2] LDLR Promotor WT O 750ng 750ng P | 750ng | 750 ng| 750 ng
pcDNA3.1_HSV-S1_WT-FLAG 0 0 750ng O 0 0 0
pcDNA3.1_HSV-S1_812-FLAG 0 0 0 750ng O 0 0
pcDNA3.1_HSV-S2_WT-FLAG 0 0 0 0 750ng O 0
pcDNA3.1_HSV-S2_645-FLAG 0 0 0 0 0 750ng O
pcDNA3.1_HSV-S2_852-FLAG 0 0 0 0 0 0 750 ng
transfizierte DNA gesamt [ug] 1,505 1,505 1,505 1,505 1,505 1,508 1,506

Die Transfektion erfolgte mittels Lipofectam{f2000 wie unter 3.2.5.1 beschrieben. 5 h
nach Transfektion wurde das Medium durch normaledimédium ersetzt. Der CMV
Promotor in den pcDNA3.1 Vektoren fiihrt zu eindnrsstarken Uberexpression der Proteine
in den Zellen, wodurch die SREBP-Proteine unspsfiproteolytisch gespalten werden und
der Signalweg nicht mehr durch Sterole regulierlsar Aus diesem Grund wurde das
Experiment aul3erdem fur die SREBP2-Proteine mitpgddt-HSV Konstrukten durchgefihrt.

Tabelle 23: Transfektionsansatz zur funktionellen Aalyse der SREBP2-Mutationen unter
Verwendung der pTK-HSV Konstrukte

Vektor A B C D E
pcDNA3.1lac Z 1,5 ug 750 ng 0 0 0
pGL4.7hRIlud 5ng 5 ng 5ng 5ng 5 ng
pGL4.10[luc2] LDLR Promotor WT 0 750 ng 750 ng T 750 ng
pTK-HSV-S2_WT-FLAG 0 0 750 ng 0 0
pTK-HSV-S2_645-FLAG 0 0 0 750 ng 0
pTK-HSV-S2_852-FLAG 0 0 0 0 750 ng
transfizierte DNA gesamt [ug] 1,505 1,505 1,505 1,505 1,505

Die Transfektion erfolgte mittels FUGENE HD wie @nB.2.5.1 beschrieben. 5 h nach der
Transfektion wurde das Medium durch spezielles Metlium ohne Lipoproteine ersetzt. Das
Experiment wurde jeweils mit und ohne Zugabe vool€dterol und 25-Hydroxycholesterol

durchgefuhrt.

Nach etwa 24 h wurden die transfizierten Zellen 100 pl dedPassive Lysi®uffer aus dem
Kit lysiert. Nach 10 min Inkubation auf dem Schéttiwurden die Lysate aliquotiert und
jeweils 10 pl fur die Messung in 9@ell Mikrotiterplatten vorgelegt. Die Messung erfolgte
GloMex® 96 Microplate LuminometerPfomegd mit zwei Injektoren. Der erste Injektor
wurde mit dem Puffer fur die Aktivitditsmessung &efly-Luciferase(LAR2) beflllt. Der
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zweite Injektor hingegen mit dem Stop&Glow Puffevelcher die Aktivitat derFirefly-
Luciferase abstoppt und die Mesung dedRenilla-Luciferase erméglicht. Es wurden
automatisch 50 pl der Puffer nacheinander durchinjektoren zugegeben und jeweils die
Aktivitat der Luciferasen sequentiell gemessen. Bastimmung der relativen Aktivitat des
Firefly-LuciferaseReportergen-Konstruktes wurden jeweils die Mesdamggse dieses
Konstruktes mit den Messwerten fur dienilla-Luciferasenormalisiert, um eventuelle
Schwankungen in der Zellzahl und der Transfektitiizéenz zu berlcksichtigen. Die

Ergebnisse wurden mittels Western Blot Analysefizégrt.

3.2.5.9 Inhibierung der zellularen Proteindegradierung

In der Zelle gibt es zwei grofl3e Abbaumechanismbéer die die meisten Proteine abgebaut
und recycelt werden. Dabei handelt es sich zumneime das Proteasom-Ubiquitin-System
und zum anderen um das Lysosom. MG132 ist ein Bparer Proteasominhibitor, der die
Degradierung von Ubiquitin-konjugierten Proteineeduziert. Um zu analysieren, ob
eingebrachte Zielproteine einem proteolytischen abhiber das Proteasom-Ubiquitin-
System unterzogen werden, wurden HEK-293-Zellen deit entsprechenden Konstrukten
transient transfiziert und anschliel3end fur meh&tmden mit 10 uM MG132 inkubiert. Die
Transfektion erfolgte jeweils in 10 cm Schalen rBitpg pcDNA3.1 Konstrukt mittels
Lipofectaminé2000 oder mit 5 pg pTK-HSV Konstrukt mittles FUGEMD. 5 h nach
Transfektion wurde das Medium durch normales Votlmm ersetzt. Nach 9 h Inkubation
mit dem Proteasominhibitor wurden die Proteineigsblsiehe 3.2.5.2) und per Western Blot
analysiert (siehe 3.2.5.4 und 3.2.5.6).

3.2.5.10Expression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteine

Die Expression von Fusionsproteinen bestehend auos Einzym Glutathion-S-Transferase
(GST) und einem Zielprotein erfolgte unter Verwemgludes GST Gene Fusion Systems
(Amersham BioscienteDie Expression des GST-Fusionsproteins im pGHXE4Vektor
wird Uber dentac-Promotor gesteuert, der Uber das Lactose-AnaldBadiG (Isopropyl-R3-
thiogalactopyranosid) induziert wird, so dass &iaetrollierte Expression in Verbindung mit
dem E.coli-Expressionsstamm BL21(DE3) mdglich Bér Vektor verfugt zusatzlich tber
daslac I Gen, das fiir den Repressor tlsPromotors kodiert und somit auch dazu beitragt,
dass kein GST-Fusionsprotein in Abwesenheit vorGj€bildet wird.

Bei der chemischen Transformation wurden jeweil§tbBL21(DE3) Zellen mit 1 pl pGEX-
4T-1-Konstrukt (Konzentration 50 ng/ul) versetztirFdie Expresssion der GST-

Fusionsproteine im grofRen Mal3stab, wurde zunaahmstegnzelkolonie in 3 ml LB-Medium
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Uber Nacht angezogen. 250 ml LB-Medium wurden danit 1 ml der frischen
Ubernachtkultur angeimpft und im Schiittelinkubatwgi 200 rpm und 37°C bis zum
Erreichen einer ORs von 0,6-0,8 inkubiert. Anschliel3end erfolgte dieduktion der
Proteinexpression durch Zugabe von 100 uM IPTG.hNa& h Expression wurde die
Bakteriensuspension fiir 15 min bei 4000 rpm und Zé@trifugiert, der Uberstand verworfen
und das Pellet bei -80°C eingefroren, wodurch datdthsynthese gestoppt wurde.

Eine Optimierung der Expressionsbedingungen edolginachst im kleineren Mal3stab.
Hierzu wurden 50 ml LB-Medium angeimpft und unteh@tteln testweise bei 200 rpm und
37°C bis zu einer Of)g von 0,6-0,8 kultiviert und anschliel3end die Proggpression durch
Zugabe von 100 puM IPTG induziert. Nach Induktionreeu stiindlich 1 ml der Kultur
abgenommen. Die letzte Abnahme erfolgte nach 6ién PEoben wurden fir 5 min bei 12000
rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde \@fen und das Pellet mit 10 pl NuPAGE
LDS Sample Buffer und 5 pl Reducing Agent versdtat, 10 min bei 95°C aufgekocht und
anschlie3end auf ein Bis-Tris Gel aufgetragen é&&R.5.4). Der Nachweis der exprimierten
Proteine erfolgte mittels Coomassie-Farbung (si@le5.5). Die folgende Tabelle gibt die

Expressionsparameter fir die einzelnen pGEX-4T-adtokte wieder.

Tabelle 24: Expressionsbedingungen

Konstrukt Expressionstemperatur Expressionsdauer
pGEX-4T-1 37°C 5

pGEX-4T-1_S1 WT_COOH 37°C 3
pGEX-4T-1_S1_812 COOH 37°C 3
pGEX-4T-1_S2_WT_COOH 37°C 4
pGEX-4T-1_S2_645 COOH 37°C 4
pGEX-4T-1_S2_852_COOH 37°C 4

Im Anschluss an eine Lagerung bei -80°C wurde ddletPauf Eis aufgetaut und in 10 ml
eisgekuhltem Bakterien-Lysepuffer resuspendiert einér Ultraschalllyse unterzogen. Dazu
wurde eine Ultraschallsonde in die Zellsuspensietawgcht, welche dann fur 4x30 s beschallt
wurde. Die Zellsuspension wurde wahrenddessenawdsser gekthlt. Nach der Zugabe von
1 ml einer 10 % Triton X 100 Lésung wurde das Lysat 30 min auf Eis inkubiert und dann
durch Zentrifugation bei 4°C und 6000 rpm fir 1 ékigrt. Die Aufreinigung der GST-
Fusionsproteine aus dem Uberstand erfolgte durehZiigabe von 0,5 ml equilibrierter
Glutathion-Agarose und Inkubation Uber Nacht beC 4uf dem Rotator. Im Anschluss
wurden durch Zentrifugation fir 40 s bei 13000 rpmd 4°C die Komplexe aus GST-
Fusionsproteinen und Glutathion-Agarose am BodenREaktionsgefalRes gesammelt. Nach

vorsichtigem Entfernen des Uberstandes wurden diap{exe in 1 ml PBS resuspendiert und
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gewaschen. Zentrifugations- und Waschschritte wundggesamt dreimal wiederholt. Zuletzt

wurden die Komplexe in 0,5 ml PBS aufgenommen.

3.2.5.11Affinitatsprazipitation mit GST-Fusionsproteinen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Bindwog wildtypischen und mutanten
SREBP1 und SREBP2 GST-Fusionsproteinen an das ifPr&@AP untersucht. Hierzu
wurden zunéchst HEK-293-Zellen transient mit 5 g &onstruktes pTK-HSV-SCAP-T7
transfiziert. Die Transfektion erfolgte mittels FHSE HD wie unter 3.2.5.1 beschrieben. 5 h
nach der Transfektion wurde das Medium durch nam¥bllmedium ersetzt. Die Isolierung
der Proteine erfolgte durch Zelllyse mittels RIPAffer (siehe 3.2.5.2). 200 pg des Lysates
wurden mit jeweils 50 pl der Komplexe aus wildtygbien oder mutanten GST-
Fusionsproteinen und Glutathion-Agarose versetdt lilmer Nacht bei 4°C auf dem Rotator
inkubiert. Nachfolgend wurde die Agarose-Matrixidral mit 500 pl RIPA Puffer gewaschen
und zum Schluss mit 12,5 pl NuPAGE LDS Sample Buifed 5 pl Reducing Agent versetzt,
fur 5 min bei 95°C aufgekocht und anschlielBendeauBis-Tris Gel aufgetragen und mittels
Western Blot analysiert (siehe 3.2.5.4 und 3.2.5.6)
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4  Ergebnisse

4.1 Mutationsanalysen bei Patienten der LIANCO Studie

Fur die Analysen stand genomische DNA von 200 dbets Patienten (HC1-200) der
LIANCO Studie zur Verfugung, bei denen eine Hypetekterinamie diagnostiziert wurde.
Bei allen 200 Patienten lag der Gesamtcholestadgsep zum Zeitpunkt der Rekrutierung
zwischen 200-600 mg/dl. Der familiare Hintergrurinl flie Erkrankung war nicht bei allen
Patienten bekannt. Zur Bestimmung des Mutationgspk in den bekannten FH-Genen

wurden in der LIANCO Kohorte molekulargenetischadssuchungen durchgefihrt.

4.1.1 Identifizierung von Mutationen in den bekannten FH-Genen

Die bekannten FH-GeneDLR, APOB und PCSK9sowie die putative Promotorregion von
LDLR wurden bei Patienten der LIANCO Studie auf Muta¢io untersucht. BeAPOB
wurden allerdings nicht alle 29 Exons untersuabmdern nur eine relevante Region in Exon
26, welche fur die LDLR-Bindungsdoméne kodiert. DMutationsanalyse umfasste die
Amplifikation der Exons und der Promotorregion, dieschlielBende Aufreinigung und
Sequenzierung der Produkte. AuRerdem wurde mieHidr MLPA-Methode untersucht, ob
krankheitsverursachende gréf3ere Deletionen oderdikatipnen in LDLR vorliegen. Zu
Beginn der Untersuchungen stellte sich heraus, tlasdie Mutationsanalysen 8 der 200
genomischen DNAs aufgrund zu niedriger Konzentratind schlechter Qualitat nicht
verwendet werden konnten.

In folgender Tabelle ist das Ergebnis der Mutataoagyse dargestellt.

Tabelle 25: Ubersicht tiber die Anzahl getesteter Ri@nten und identifizierter Mutationen

Patienten mit Mutation

Gen Anzahl getesteter HC Patienten

absolut [%0]
LDLR 192 39 20,31
APOB 153 1 0,65
PCSK9 48 0 0

Bei 39 von 192 untersuchten Patienten (20 %) koimmtden getesteten kodierenden und
nicht-kodierenden Bereichen deEBLR-Gens eine kausale heterozygote Mutation gefunden
werden. Im Anschluss wurde bei allen Patienten doation inLDLR das GerAPOB auf
Mutationen untersucht. Hier wurde nur bei einemigdP#&tn eine kausale heterozygote

Mutation identifiziert. Um zu testen, ob MutationenPCSK9haufig die molekulare Ursache
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der Hypercholesterinamie in der Kohorte sind, wurdéial bei 48 Patienten eine
Mutationsanalyse in diesem Gen durchgefiuihrt. Deae él€SK9Mutation als haufiger

ursachlicher Faktor ausgeschlossen werden konutglew keine weiteren Patienten getestet.

4.1.2 LDLR-Mutationen

Die Mutationsanalyse fuhrte zur ldentifizierung viosgesamt 41 heterozygoten Mutationen
in LDLR in 39 Patienten. Die Patienten HC66 und HC168 emmugeweils zweiLDLR-
Mutationen. Einige Patienten waren Trager der plic Mutation, so dass insgesamt 30
unterschiedliche Mutationen gefunden wurden (sidfab. 28). Etwa die Halfte der
identifizierten Mutationen inLDLR waren Missense-Mutationen. Somit handelte es sich
hierbei um den am haufigsten vorkommenden MutatypnsDie restlichen identifizierten

Mutationen deckten ein breites Spektrum an weitdatationstypen ab (siehe Tab. 26).

Tabelle 26: Haufigkeit der identifizierten Mutationstypen inLDLR.

Mutationstyp Gesamtzahl Anzahl unterschiedliche Mutationen
Promotor-Mutation 1 1

MissenseMutation 20 14

Nonsenséviutation 5 5

SpleiBmutation 8 5

kleinere Deletionen / Duplikationen 3 2

groRere Deletionen / Duplikationen 4 3

> 41 30

Der Abbildung 11 ist zu entnehmen, dass in der Btomegion sowie fast allen kodierenden
Bereichen Mutationen gefunden wurden. Durch didsielymalige Verteilung Uber das ganze
Protein war keine Proteindomane vermehrt betrofied funktionell eingeschrankt. Die

meisten Mutationen (26,83 %) waren im Exon 4 lakalt. Dieses Exon kodiert fur 14,75 %
des Proteins und ist mit 381 Bp auch das grof3ten Broden drei kleinsten Exons (1, 16, 18)

wurden keine Mutationen identifiziert.
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Abbildung 11: Prozentualer Anteil an identifizierten LDLR-Mutationen in der Promotorregion,
den einzelnen Exons und an grofReren Deletionen un®uplikationen sowie graphische
Darstellung desLDLR-Gens und des LDLR-Proteins.

Es konnte festgestellt werden, dass zwischen deaMinbzw. dem prozentualen Anteil an
identifizierten Mutationen in jedem Exon und demvgdigen Exongréf3e eine grobe
Korrelation besteht (siehe Tab. 27).
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Tabelle 27: Vergleich der Exongrof3e mit dem prozemtalen Anteil an identifizierten Mutationen
im jeweiligen Exon.

Exon GroRRe Exon Exonanteil am Gesamttranskript Verteilung der Mutationen
[Bp] [%] (%]
1 67 2,59 0
2 123 4,76 2,44
3 123 4,76 2,44
4 381 14,75 26,83
5 123 4,76 2,44
6 123 4,76 0
7 120 4,65 7,32
8 126 4,88 2,44
9 172 6,66 4,88
10 228 8,83 7,32
11 119 4,61 0
12 140 5,42 2,88
13 142 5,49 9,76
14 153 5,92 2,44
15 171 6,62 4,88
16 78 3,02 0
17 158 6,12 9,76
18 36 1,39 0

Die Tabelle 28 gibt eine Ubersicht aller 30 iddniirten LDLR-Mutationen in den 39
Patienten. 24 Mutationen wurden zuvor bereits in diéeratur beschrieben. Bei sechs
Mutationen handelt es sich um neue, noch nichtlredmene Mutationen.
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Tabelle 28: Ubersicht tiber alle identifizierten Mugationen in LDLR

Patient LIANCO ID Mutation Lokalisation = Mutationgy beschrieben?
HC39 4143 -188C>T Promotor Promotor ja
repeatl
HC28 710 c.G82T p.E28X Exon 2 Missense nein
HC92 897 ¢.C304T p.Q102X Exon 3 Nonsense ja
HC31 708 c.324 325delinsTC  p.C109R Exon 4 Missense ja
HC82 26990 c.324 325delinsTC  p.C109R Exon 4 Missens ja
HC108 176 c.324 325delinsTC  p.C109R Exon 4 Missense ja
HC142 4456 c.324 325delinsTC  p.C109R Exon 4 Missens ja
HC151 27473 c.324 _325delinsTC  p.C109R Exon 4 Missen ja
HC168 27700 c.324_325delinsTC  p.C109R Exon 4 Missen ja
c.A1874C p.N625T Exon 13 Missense ja
HC192 1494 c.G337T p.E113X Exon 4 Nonsense ja
HC86 16757 c.G397C p.D133H Exon 4 Missense nein
HC110 1363 c.Ch501A p.C167X Exon 4 Nonsense ja
HC22 625 c.A662G p.D221G Exon 4 Missense ja
HC107 636 €.649+2T>C Intron 4 SpleilR ja
HC47 21586 c.T798A p.D266E Exon 5 Missense ja
HC181 5874 c.G1027A p.G343S Exon 7 Missense ja
HC164 21901 c.C1048T p.R350X Exon 7 Nonsense ja
HC63 17471 €.1053_1060dup6 p.D354CfsX8 Exon7 Bagbn nein
mit
frameshift
HC101 2565 €.1061-8T>C Intron 7 Spleil ja
HC156 4194 c.G1329C p.W443C Exon 9 Missense ja
HC182 4237 c.G1329C p.W443C Exon 9 Missense ja
HC27 2932 €.1359-1G>A Intron 9 Spleil3 ja
HC87 2513 €.1359-1G>A Intron 9 Spleil3 ja
HC94 1208 €.1359-1G>A Intron 9 Spleil3 ja
HC122 2368 c.C1720T p.R574C Exon 12 Missense ja
HC106 567 c.G1775A p.G592E Exon 12 Missense ja
HC61 21909 €.1904 1905delCA p.T653RfsX8 Exon 13 eb@h mit nein
frameshift
HC62 21910 €.1904 1905delCA p.T653RfsX8 Exon 13 eb@h mit nein
frameshift
HC153 712 c.T1961A p.V639D Exon 13 Missense ja
HC45 19238 €.2140+5G>A Intron 14 Spleif3 ja
HC169 4323 c.C2177T p.T726l Exon 15 Missense ja
HC66 4759 c.G2231A p.R744Q Exon 15 Missense ja
c.G2479A p.v827I Exon 15 Missense ja
HC25 6167 €.2390-2A>G Intron 16 Spleil ja
HC90 889 €.2390-2A>G Intron 16 Spleild ja
HC67 23642 c.G2487C p.Q829H Exon 17 Missense nein
HC104 153 EX1del Exon 1 Deletion ja
HC33 4780 EX7_10del Exon 7-10 Deletion nein
HC145 4781 EX7_10del Exon 7-10 Deletion nein
HC89 1353 EX16_18del Exon 16-18 Deletion ja

Bei der Mutationsanalyse wurden aul3erdem annotigmnte nicht annotierte heterozygote
SNPs identifiziert, deren Kausalitdt nicht sichersgeschlossen werden kann. Bei dem
Patienten HC173 wurde in Exon 4 die heterozygatkl®ébtidsubstitution c.C507T gefunden.
Dabei handelt es sich um eine stumme Mutationzdi&einem Aminosaureaustausch fuhrt
(p-N169N). Alle anderen SNPs waren in Introns |ghkait. Mutationen in Introns haben eher

keinen direkten Effekt auf die Sequenz des Protadas durch das Gen kodiert wird. In
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einigen Fallen jedoch betreffen die Mutationen ®e&gen, die fur das Spleilen wichtig sind
und fahren so zu einem falschen Prozessieren dempBNA oder schaffen eine neue
Splei3stelle. Eine Analyse mit verschiedenen Spteifiersage-Programmen ergab, dass alle

identifizierten SNPs mit hoher Wahrscheinlichkeitkeinem veranderten Spleil3en flhren.

Tabelle 29: Ubersicht Uber detektierte SNPs

Patient LIANCO ID Veranderung Lokalisation RefereddP ID  veréndertes SpleiRen
HC173 3849 ¢.C507T, p.N169N Exon 4 - unwahrschehnli
HC152 5158 c.818-15C>G Intron 5 rs79433354 unwidiaistich
HC1 3044 c.1060+40G>A Intron 7 - unwahrscheinlich
HC145 4781 ¢.1060+103A>G Intron 7 - unwahrschelnlic
HC168 27700 c.1061-60C>T Intron 7 - unwahrschemlic
HC64 27477 €.1186+29C>A Intron 8 - unwahrscheinlich
HC17 4043 €.2548-54C>T Intron 17 - unwahrscheinlich

4.1.2.1 ldentifizierung von Mutationen in LDLR mit Hilfe von Sequenzierung

27 heterozygote Mutationen ihDLR konnten mittels Sequenzierung in 35 Patienten
identifiziert werden. Bei funf der 27 Mutationennloizlt es sich um neue, zuvor noch nicht in
der Literatur beschriebene Mutationen (siehe Ald). h Exon 2 des Patienten HC28 wurde
die Nukleotidsubstitution ¢.G82T gefunden. Dabendelt es sich um eine Nonsense-
Mutation, da das fur die Aminosaure Glutamat kashde Codon 28 durch den Austausch
von G>C auf RNA-Ebene in das Stopp-Codon TAA umgeledt wird (p.E28X). Bei den
Patienten HC61 und HC62 wurde eine 2-Bp-Deletioh9@4 1905delCA in Exon 13
identifiziert, bei dem Patienten HC63 eine 6-Bp-Lkgiion ¢.1053_1060dup6 in Exon 7.
Beide Mutationen fuhren zu einer Verschiebung desetahmens und zu einem vorzeitigen
Stopp-Codon (p.T635RfsX8, p.D354CfsX8). Weiterhiihrte die Sequenzierung zur
Identifizierung der Nukleotidsubstitution ¢.G397Ceibdem Patienten HC86 und der
Nukleotidsubstitution ¢.G2487C bei dem Patienter6A(iehe Abb. 12). Der Austausch von
G>C an Position 397 auf RNA-Ebene flihrt dazu, dhssAminosaure Aspartat an Position
133 gegen die Aminosaure Histidin ausgetauscht Wrb133H), wahrend der Austausch
von G>C an Position 2487 auf RNA-Ebene zu einemta#usch der Aminosaure Glutamin
gegen Histidin fuhrt (p.Q829H).
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p.E28X p.D133H p.T635RfsX8 p.Q829H p.D354CfsX8

X H R F H C
C E R R D C L T G Y Q K P D
AP A A A At intron 7
TOCTALAGA CGGNACTGC CTCANGTG T TATCAC AAG G.a;.'llcumr-'-_ H
CalceT
GGTTC

COGG ACTGC CTCACAGGT

Abbildung 12: Sequenzierelektropherogramme der neueheterozygotenL DLR-Mutationen. Das
obere Elektropherogramm zeigt jeweils die heteroygMutation, die bei dem/den Patienten
gefunden wurde. Das untere Elektropherogramm séégbormale WT-Sequenz.

Keine der neuen identifizierten Mutationen war inee der verwendeten Datenbanken als
SNP verzeichnet. Des Weiteren wurden fir die nimb$échriebenen Mutationen ethnisch
abgeglichene Kontrollindividuen getestet. Keine dutationen wurde in 100 Kontrollen
gefunden.

Die Aminosaure Aspartat an Position 133 ist in degandenbindungsdoméne, die
Aminosaure Glutamin an Position 829 in der cytoplasschen Domane des LDL-Rezeptors
lokalisiert. Um die Konservierung der ausgetaustheninosauren an den Positionen 133
und 829 in LDLR zu untersuchen, wurde die humanen@séuresequenz mit orthologen
Sequenzen verschiedener Spezies verglichen. Almgldli3 zeigt das Ergebnis des
Vergleichs, der mit Hilfe des Programmes Clustaliatedlt wurde. Des Weiteren wurde die
Konservierung mit dem Programm ConSeq bestimmt,clvesl auch funktionell und
strukturell wichtige Aminosauren identifiziert. Diequenzen von Mensch, Maus, Rind,
Ratte, Zebrafisch, Hund und Katze tragen an PositR8 der Aminosauresequenz von LDLR
die Aminosaure Aspartat und an Position 829 die maséuresequenz Glutamin. Somit
konnte gezeigt werden, dass beide Positionen irfudgéionellen Domanen hochkonserviert
sind. Die Analyse mit ConSeq zeigte ebenfalls ¢iolee Konservierung fir beide Positionen
an. Die orthologen Sequenzen der verglichenen 8pamd auch in der direkten Umgebung
der beiden Positionen, vor allem der Position &28 auf wenige Abweichungen konserviert.
Bei den Aminosauren in der direkten Umgebung de&tdmePositionen sowie bei Glutamin an
Position 829 selbst, handelt es sich auRerdem ponéxrte Aminosauren mit vorhergesagten

funktionellen Aminosaureresten.
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LDLR
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Danio rerio

Canis
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Canis

Felis catus

p.D133H

SRQFVCDSDRDCL DGSDEASC
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APKFV/CDL DL DCL DGSDEASC
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TAAFVCDDEI DCEDGSDEVSC
APEF\/CDSDQDCL DGSDEVSC
SLEFVCDSDRDCLDGSDEASC

— p.Q829H
NSI NFDNPVYQKTTEDEVHI C
NSI NFDNPVYQKTTEDELHI C
NSI NFDNPVYQKTTEDEVHI C
NSI NFDNPVYQKTTEDEI HI C
NSI HFDNPVYQKTTEDQVHLC
NSI NFDNPVYQKTTEDEVHI C
NSI NFDNPVYQ(TTEDEVHI C

111 @pEFREHDGK JESROFVENs DRASLIGSEE ASTBVETSGE 150
beb bbecebeb b b

sf ff £ fff s fs

p.Q829H

—

811 mEHRLKNINE IﬂF:EPEYQE iEYIDEVHECH NQDBYSYPSR 850

bebbe b beb
f £ f;Mfwag;ffff £s £ £ £
Konservierung
s o« 7 IR

variabel

durchschnittlich konserviert

exponierter Aminosaurerest (neural-network Algorithmus)

b nicht exponierter Aminosaurerest (neural-network Algorithmus)

f vorhergesagter funktioneller Aminoséurerest
(hoch konserviert, exponiert)

S vorhergesagter struktureller Aminosaurerest
(hoch konserviert, nicht exponiert)

Abbildung 13: Konservierung der Aminosaurepositionea 133 und 829 inLDLR. oben:Dargestellt
ist die humane Aminosauresequenz von LDLR im Véchleu orthologen Sequenzen verschiedener
Spezies. Die Pfeile markieren die Aminosduren anRigsitionen 133 und 829. Die Sterne unter den
Sequenzen markieren hochkonservierte Aminosauraningsauren mit gleichen physikalisch-
chemischen Eigenschaften sind farblich gleich datgdie Dasmultiple sequence alignmeatfolgte

dem Alignment-Programm ClustalWunten Bestimmung der
Identifizierung von funktionell und strukturell witgen Aminoséuren mit dem Programm ConSeq.
Die Pfeile markieren die Aminosduren an den Poinl133 und 829.

mit

Konservierung sowie

Fur die restlichen 22 identifizierten MutationeniBDLR wurden weder die Konservierung

Uberprift noch ethnisch abgeglichene Kontrollindingn getestet, da es sich um bekannte,

bereits zuvor in der Literatur beschriebene Muteimhandelt (siehe Abb. 14).

102



Ergebnisse

c.1-188C>T
LDLR-Promotor

TCCTHNCTCT
CIT

WT/Mut

TCCTCCTCT

WT/WT

p.D221G

G
P D C
[t Yot Wanaen

CCCGACTGC

WT/Mut

CCCGACTGC

WT/WT

c.1061-8T>C

Intron 7
TCTTCCAG A

WT/Mut

TCTTCCAG A

p.Q102X

X
E Q G
e e
GAGHAAGGC

GAGCAAGGC

€.694+2T7>C

Exon 4  Intron 4
TGC GIO Né"-x TG

o

TGCGGTATG

el

p.W443C
C
Y W S
A
TACTGHNTCT

TACTGGTCT

p.C109R p.E113X
R X
T C S D E
ot Y W W e W e

ACTTGCTCC GACTAGTTT

3

ACGTGCTCC GACGAGTTT

=

p.D266E p.G343S
E S
S D E D G F
Fomtn Y et Y e W e Vo W}

AGCGAAGAA

2

AGCCGATGCGAA

=

€.1359-1G>A p.R574C

C
G R

Intron 9 Exon 10
CTCANCACC
GIA

1=

CTCAGCACC

GACNGC TTC

GACGGC TTC

—A A
GOGCTGCCTC

GGCCGCCTC

p.C167X

X
A C D
[anten Yauten Yamten'

GCCTOGAGAC

GCCTGCGAC

p.R350X

X
Q R R
A
CAGHNGA AG A

Aol

CAGC GAAGA

)

p.G592E

E
N G G
—AAa
AACGNGGGC

AACGGGGGC

]l it o

103



Ergebnisse

p.N625T p.V639D C.2140+5G>A p.T726l p.R744Q
T D | Q
| N E D V N S T Vv TR P

AN A Exonl4intron 14 A A A A
ATCANCGAAs CATGACAAC o, GTGTGE/JG TCCATCOGTC WCCCNGCCT
A

WT/Mut

AT CAACGAA QATGTCAAC CAGGTGTGE TCCACCGTC ACCCGGCCT

€.2390-2G>A  p.v827I

I
P V Y
Intron 16 Exon 17 A

cTacNolTGe CCCGTCTAT
AIG

WT/Mut
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Abbildung 14: Sequenzierelektropherogramme der beriés beschriebenen heterozygotehDLR-
Mutationen. Das obere Elektropherogramm zeigt jeweils die beigyote Mutation, die bei dem/den
Patienten gefunden wurde. Das untere Elektrophanogr zeigt die normale WT-Sequenz.

4.1.2.2 Deletions-/Duplikationsanalyse mittels MLPA

Mit Hilfe der MLPA-Methode wurde daiDLR-Gen auf Deletionen und Duplikationen
untersucht. Das verwendete Kit enthielt jeweilseespezifische Sonde fur die 18 bekannten
Exons vonLDLR, sowie eine weitere Sonde fiir Exon 1. Zwischehekitwurde das Kit
Uberarbeitet, so dass fur die Analysen ebenfatie eeuere Version verwendet wurde, die
noch eine weitere Sonde fur Exon 15 enthielt. Alheleren in den beiden Kits enthaltenen
Sonden dienten der Kontrolle. Drei heterozygoteeb@hen inLDLR konnten mit Hilfe
dieser Methode in vier Patienten identifiziert werd In der Abbildung 15 sind die
resultierten Peak-Profile der MLPA-Analyse der Migastrager sowie von

Kontrollindividuen zusammengestellt.
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Abbildung 15: Peak-Profile der MLPA-Analyse. Fur die ersten beiden Profile wurde die &atere
Version des Kits verwendet, fur die restlichen Bealas tberarbeitete Kit. Unter dem zweiten Profil

und dem untersten Profil sind die Peaks, die dipi&wanzahl von Exon 1-18 sowie die Peaks der
Kontroll-Sonden reprasentieren entsprechend geleéctmzet. Die roten Sterne kennzeichnen Peaks,
deren Signal in der H6he im Vergleich zur Kontraéieuziert ist. K = Kontrollindividuum

Die Auswertung der MLPA-Ergebnisse zeigte eine ldghe Reduktion der Peakhohen flr
die Proben der Exons 7, 8, 9 und 10 bei den PaherC33 und HC145, wahrend alle
anderen Proben keine Abweichungen der Peakhdhe Kamirollindividuum zeigten. Bei
dem Patienten HC89 waren die Peakhohen fur dieearder Exons 16, 17 und 18, bei dem
Patienten HC104 fur beide Proben des Exons 1 dbeuttiduziert. Die MLPA-Reaktion und
Analyse wurde insgesamt dreimal unabhangig wiederltair die genaue quantitative
Auswertung wurde fiir jeden Peak, der die Kopienahemes Exons vohDLR représentiert,

die relative Flache berechnet. Dazu wurde jewedd~thche des entsprechenden Peaks durch
die Summe aller Flachen der Kontroll-Peaks einealyse dividiert.
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Abbildung 16: Darstellung der relativen Peakflachenvon Exon 1-18 fir die Patienten HC33,
HC89, HC104 und HC145 jeweils im Vergleich zum Kombllindividuum. Die roten Sterne
kennzeichnen Peaks, deren relative Peakflache irgl&eh zur Kontrolle signifikant reduziert ist.
K = Kontrollindividuum
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Diese Auswertung zeigte (siehe Abb. 16), dass @laiven Peakflachen fur die Proben von
Exon 7, 8, 9, und 10 bei den Patienten HC33 und 43Ciin Vergleich zu denen des
Kontrollindividuums um bis zu 50 % reduziert war@mhingegen die relativen Peakflachen
der Proben aller restlichen Exons denen des Kdimaoliduums entsprachen. Bei dem
Patienten HC89 sind die relativen Peakflachen delpéh des Exons 16, 17 und 18 um bis zu
50 % im Vergleich zu denen des Kontrollindividuuraduziert, bei dem Patienten HC104 die
relativen Peakflachen der Proben von Exon 1. Deseféa wurde die prozentuale Reduktion
oder VergroBerung der relativen Peakflachen von nEXc18 im Vergleich zum
Kontrollindividuum fur jeden Patienten graphischrgisstellt (siehe Abb. 17). Diese zeigte
eine bis zu 50 %ige Reduktion der Exon 7, 8, 9 Ldxdbignale bei den Patienten HC33 und
HC145, der Exon 16, 17 und 18 Signale bei dem RatieHC89 und der Exon 1 Signale bei
dem Patienten HC104 und bestétigte das Vorliegem leterozygoten Deletionen der
entsprechenden Exons. Alle anderen Exons liegemimaler doppelter Kopienanzahl vor.
Erstmalig konnte eine Deletion der Exons 7-10 batieaten als Ursache der Erkrankung
gefunden werden. Eine heterozygote Deletion desn&Xo sowie von Exon 16-18 wurde
zuvor bereits in der Literatur beschrieben (Tay&r al., 2009). Die Bruchpunkte der
Deletionen wurden nicht bestimmt, so dass auch rk@he Aussage Uber die GroRRe der
Deletion gemacht werden konnte, diese Aussage abeh fur die Fragestellung nicht
relevant war. Die Deletion von Exon 1 fiihrt niclirzum Verlust des Start-Codons, sondern
auch zum Verlust des N-terminalen Signalpeptiddches fir die korrekte Lokalisation des
Proteins in der Plasmamembran essentiell ist. Rietidn von Exon 16-18 fuhrt zum Verlust
des Stopp-Codons. Auf Proteinebene geht diese zimanemit einem Verlust der
Transmembrandomé&ne einher, ohne die eine korrekialisation des Proteins in der
Plasmamembran ebenfalls nicht erfolgen kann und amcheren mit einem Verlust der
cytoplasmatischen Domane, die fir die Internalisigrund das Recycling des Rezeptors von
Bedeutung ist. Bei der Deletion von Exon 7-10 liregee Bruchpunkte der Deletion mit hoher
Wahrscheinlichkeit im intronischen Bereich, so dasg Proteinebene am ehesten die
Veranderung p.G314AfsX18 pradiziert werden kannle Aflutationen filhren zu einem

kompletten Funktionsverlust des LDL-Rezeptors.
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Abbildung 17: Prozentuale Reduktion der relativen Rakflachen. Die relativen Peakflachen von

LDLR Exon 1-18 des Kontrollindividuums wurden gleicf01% gesetzt und die berechneten Werte
der relativen Peakflachen der MLPA Analyse der dtatin entsprechend den Abweichungen in
Relation zu 100 % dargestellt. Die roten Sternenkeithnen Peaks, deren Peakflache im Vergleich
zur Kontrolle um bis zu 50 % reduziert ist. K = Kiantlindividuum.
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4.1.3 Funktionelle Analyse der c:188C>T Promotor-Mutation in LDLR
Bei dem Patienten HC39 konnte in der Promotorreglea LDLR-Gens die heterozygote
Nukleotidsubstitution ¢.-188C>T identifiziert werdésiehe Abb. 18a).

a) b)
LDLR

-188C>T
repeat 1, SP1/SP3

TTCQaAACTCCTNCT CTTGdA OTG

cIT
: i -188C>T
WTMut |'I\ o || \ Homo Sapiens GAAACTCCTCCTCTTG - -
ML A Ul U A Mus Musculus CAAGCTCCTCOCCGCT - - -
VA L VLA Bos taurus GGAAGTGTCCTTCGCA- - -
Rattus norvegicus CAAGCT CCTCCCCCCA- - -
Danio rerio - - ATTTACCTCACATA- - -
Canis G ATCTAGTCTTTGCA- - -
Felis Catus GAAACTCCTCCTCTCGAAA
€)
repeat 1, SP1/SP3 repeat 2, SRE-1 repeat 3, SP1/SP3
GTTCGGTGAGGTGAAGACATTTG*AAATCACCCCACTGCAIAACTCCTC CCCCTGClTAGA -126
-188C>T
TATA-Box

AACCTCACA_TGGGCCCCGAGTGCAATCGCGG GAAGCCAGGGTTTCCAGCTAGGAC -51

Transkriptionsstart
—p

ACAGCAGGTCGTGATCCGGGTCGGGACACTGCCTGGCAGAGGCTGCGAGC ATGGGGCCCTGGGGCTGGAAATTG

Abbildung 18: Struktur des LDLR-Promotors sowie Identifizierung und Analyse einer
Promotor-Mutation. a) Sequenzierelektropherogramm der ¢.-188C>T Pramititation inLDLR.
Das obere Elektropherogramm zeigt die heterozygott88C>T Mutation, die bei dem Patienten
HC39 gefunden wurde. Das untere Elektropherogramigt die normale WT-Sequenz. Wultiple
sequence alignmenbDargestellt ist die humane Sequenz der PromdafimmevonLDLR im Vergleich

zu orthologen Sequenzen verschiedener SpeziesPBiémmarkiert die Base an der Position -188 in
der humanen Sequenz. Daslltiple sequence alignmemtfolgte mit dem Alignment-Programm
ClustalW. ¢) Graphische Darstellung der humanemBtorregion de€ DLR-Gens. In der Abbildung
wurde die AT-reiche TATA-Box grin markiert, die d@C-reichen Wiederholungen aus jeweils 16
Basenpaarenrépeat 1-3) blau. Wahrendepeat 1 und 3 Bindungsstellen fir die ubiquitéren
Transkriptionsfaktoren SP1 und SP3 aufweisen, ladtiethrepeat 2 als Bindungsstelle eisterol
regulatory element{SRE), an welches die Transkriptionsfaktoren SRERIRd SREBP2 binden
(Sudhof et al., 1987).

Die Mutation ist im GC-reicherepeatl des Promotors lokalisiert, welcher Bindungsstell

fur die ubiquitaren Transkriptionsfaktoren SP1 (B3 aufweist (siehe Abb. 18c). Um die
Konservierung der ausgetauschten Base an PosifiB8 5° vom ATG Startcodon zu
untersuchen, wurde die humane Sequenz der Promgimnr mit orthologen Sequenzen

verschiedener Spezies verglichen (siehe Abb. I8iB)Sequenzen von Mensch, Maus, Ratte,
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Zebrafisch und Katze tragen an der entsprechendsitidh die Base Cytosin, die Sequenzen
von Rind und Hund die Base Thymin. Somit konnteeggizwerden, dass die Position
durchschnittlich konserviert ist.

Bei der c.-188C>T Mutation handelt es sich zwar eime bekannte, zuvor in der Literatur
beschriebene Verédnderung, jedoch wurde diese nmttt funktionell charakterisiert und
somit war die Kausalitat unklar. Zur Testung, ole dlutation die Promotoraktivitdt und
somit die transkriptionelle Aktivierung vohDLR beeintrachtigt, wurde eirLuciferase
Reporter Assaydurchgefuhrt. Hierzu wurden zunachst die wildtghs und die mutante
Promotorregion desDLR-Gens von Position -1 bis -704 5° vom ATG Startcodio den
Vektor pGL4.10[luc2] Kloniert. AnschlieBend wurdetEK-293-Zellen mit den
LDLR-Promotor-Reportergen-Konstrukten  pGL4.10[luc2]_I®IPromotor WT  (WT),
pGL4.10[luc2] _LDLR_Promotor_-188 (Mukscs>7) oder mit dem Kontroll-Vektor pcDNA3.1
lac Z (K), der weder die Promotorregion vibDLR noch das Reportergen enthéignsfiziert.
Jeweils co-transfiziert wurde das ExpressionskakstipGL4.7hRlud fur die Renilla-
Luciferase, welche als interne Transfektionskontrolle dienBurch hohe intrazellulare
Cholesterinkonzentrationen wird die Prozessierueg ehdogen in den HEK-293-Zellen
vorhandenen Vorlauferproteine der beiden Trangkngtaktoren SREBP1 und SREBP2 im
Golgi-Apparat verhindert und somit die Transkriptivon Zielgenen inhibiert. Eines der
Zielgene istLDLR, so dass durch eine Inkubation der transfiziek#K-293-Zellen mit
Sterolen eine Bindung der beiden Transkriptionsfekti an dieLDLR-Promotorregion
sowohl des endogendrDLR-Gens, als auch der Reportergen-Konstrukte ausriesiollte.
Als interne Kontrolle des physiologischen Systemd um zu testen, welchen Effekt die c.-
188C>T Mutation hat, wenn die transkriptionelle ikk&t des Promotors inhibiert ist, wurde
das Experiment jeweils ohne Zugabe (induzierendalingengen) und mit Zugabe
(supprimierende Bedingungen) von Sterolen durchgefu Zur Herstellung von
supprimierenden Bedingungen wurde den Zellen 5 bh n@ransfektion entweder nur
Cholesterol oder 25-Hydroxycholesterol zugefugtroete erfolgte eine gemeinsame Zugabe
von Cholesterol und 25-Hydroxycholesterol. Die Potonaktivitdit wurde in Form der
Luciferase-Aktivitdt luminometrisch bestimmt. Die rrechneten Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei unabhéangigen Expgemeind in Abbildung 19 in Form
eines Diagramms wiedergegeben. Alle Transfektiomarden pro Experiment im Triplikat
durchgefuhrt.
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Abbildung 19: Graphische Darstellung der relativen Luciferase-Aktivitdt und reprasentative
Western Blots der Zell-Lysate, welche imLuciferase Reporter Assay eingesetzt wurden, zur
Verifizierung der Messwerte. a) mit Zugabe von Cholesterol oder 25-Hydroxycheled b) mit
gemeinsamer Zugabe von Cholesterol und 25-Hydradgsterol. Zellen wurden folgendermalRen
transfiziert: K = pcDNA3.1 lac Z, WT = pGL4.10[luc2] LDLR_Promotor WT, Mukgcst =
pGL4.10[luc2]_LDLR_Promotor_-188. Die gemessenersoalien Werte derFirefly-Luciferase-
Aktivitaten  wurden jeweils mit der entsprechendeRenillaluciferase-Aktivitat  zur
Transfektionskontrolle normalisiert. Die Lucifera&ktivitat von WT (ohne Sterole) wurde gleich 100
% gesetzt und die restlichen Werte in Relation dtgestellt.
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Die relative Luciferase-Aktivitat des Kontroll-Vekis pcDNA3.1lac Z lag in allen
Versuchen erwartungsgemald bei 0 %. Unter induziererBedingungen (ohne Sterole)
zeigte die Analyse der Luciferase-Aktivitat fur demtantenLDLR-Promotor eine deutliche
Reduktion auf 22,18 % (+ 7,33 %) der Aktivtat, €ie den wildtypischen Promotor gemessen
werden konnte. Eine deutliche Reduktion der LuaserAktivitat fir das mutanteDLR-
Promotor-Reportergen-Konstrukt im Vergleich zum dtypischen LDLR-Promotor-
Reportergen-Konstrukt konnte ebenfalls grundsdtzlisach Inkubation mit Sterolen
nachgewiesen werden. Aul3erdem konnte gezeigt wentbss durch die Zugabe von 25-
Hydroxycholesterol zwar die transkriptionelle Aktat des Promotors nicht vollstandig
inhibiert wurde, aber sowohl die Promotoraktivitéts wildtypischen als auch des mutanten
LDLR-Promotors jeweils um etwa 40-50 % gesenkt wunate\/ergleich zu den Aktivitaten
unter induzierenden Bedingungen. Die alleinige Degaon Cholesterol fuhrte zu einer
Steigerung der Aktivitat des wildtypischen und nmitgn LDLR-Promotors. Wurden die
transfzierten HEK-293-Zellen gleichzeitig mit Chstierol und 25-Hydroxycholesterol
behandelt, fuhrte dies zu einer Reduktion der Aféivdes wildtypischen Promotors auf
45,45 % (= 5,4 %) der Aktivitat, die fur den wilgigchen Promotor unter induzierenden
Bedingungen gemessen werden konnte. Die Aktivigg chutanten Promotors wurde auf
11,59 % (x 3,02 %) gesenkt. Somit fuhrte die gesesme Zugabe von Cholesterol und
25-Hydroxycholesterol zu keiner vollstandigen Inerang des Systems, aber zu einer etwas
starkeren Reduktion der Luciferase-Aktivitat, alsie d alleinige Zugabe von
25-Hydroxycholesterol. Der Nachweis von Luciferaseden Zell-Lysaten, welche fir den
Luciferase Reporter Assagingesetzt wurden, mittels Western Blot, besttigtie
luminometrisch gemessenen Luciferase-Aktivitatenls ALadekontrolle wurde Aktin
verwendet (siehe Abb. 19). Zum ersten Mal konnteemg werden, dass die ¢.-188C>T
Mutation imrepeatl desLDLR-Promotors signifikant die Effizienz des Promotmeduziert.
Die Beeintrachtigung der transkriptionellen Aktétt fihrte zu einer Reduktion des
Expressionslevels vonDLR und erklart somit die erh6hte LDL-Konzentration $arum des

Patienten. Die c¢.-188C>T Mutation ist eine funk&bmelevante Mutation.

4.1.4 Identifizierung einer APOB-Mutation mittels Sequenzierung

Bei dem Patienten HC171 konnte mittels Sequenzierudie heterozygote

Nukleotidsubstitution ¢.G10499A identifiziert werd€siehe Abb. 20). Der Austausch von
G>A an Position 10499 auf RNA-Ebene fiuhrt dazusdiie Aminoséaure Arginin an Position
3500 gegen die Aminosaure Glutamin ausgetauscht (@R3500Q). Bei der p.R3500Q
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Mutation handelt es sich um eine sehr haufige,itsebeschriebene Mutation. Sie fuhrt zu
einer verminderten Bindungsaffinitat des Proteinglan LDL-Rezeptor, wodurch es bei den

betroffenen Patienten zu einem Anstieg des Serw@gsls an LDL-Cholesterin kommit.

€.G10499A, p.R3500Q
Q

WT/Mut

WT/WT

Abbildung 20: Sequenzierelektropherogramme der identifiziertenAPOB-Mutation. Das obere
Elektropherogramm zeigt die heterozygote c¢.G104%@étation, die bei dem Patienten HC171
gefunden wurde. Das untere Elektropherogramm géggbhormale WT-Sequenz.

4.1.5 Genotypisierung von Nonsense-SNPs in Patienten niDLR-Mutation
Nonsense-Mutationen/-SNPs, Insertionen und Deletiprdie einenframeshift bewirken,
sowie alternatives Splei3en kénnen zu einem vageeitStopp-Codon im offenen Leseraster
der mRNA fihren (Cartegni et al., 2002). Ein votipeis Stopp-Codon kann zu einem
verkirzten, potentiell schadlichen Protein fuhrgaoch ist die mRNA meist instabil und
wird in der Regel selektiv Uber den phylogenetisathkonserviertemonsense-mediated
MRNA deca)yNMD) abgebaut, so dass nur Proteine der vollengkasynthetisiert werden
(Maquat, 2004, Nagy et al., 1998). Die HaufigkednvNonsense-SNP-Allelen in der
Population schien, bis zur Pilotstudie dBE300 Genomes Projecgering zu sein, da sie
schadlich und meist mit einer Erkrankung assozsentd (Durbin et al., 2010). Gesunde
Individuen sind fast ausschlie3lich heterozygot Monsense-SNPs. Im Jahre 2009 haben
Bryndis Yngvadottir et al. 805 Nonsense-SNPs im &woem Genom in 1151 Individuen aus
56 weltweiten Populationen genotypisiert (Yngvadadt al., 2009). In 169 Genen wurden
Nonsense-SNPs identifiziert, fir die die genotyigin Individuen teilweise heterozygot
waren. Bei 99 der 169 Gene waren in mindestensreindividuum sogar beide Genkopien
inaktiviert. Unter anderem konnten bei einigen wlien homozygote Nonsense-SNPs in
den GenenABCA10 (rs10491178),APOL3 (rs11089781) und_PL (rs328) identifiziert

werden. Alle drei Gene scheinen in den Lipidstoffingel involviert zu sein. Bei ABCA10
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handelt es sich um einen ABC-Transporter, der mlembran von Makrophagen lokalisiert
ist und zur grofRen Familie von Membranproteinen 6gehdie als gemeinsames
Strukturelement eine ATP-bindende Kassette besitrah spezifisch Substrate aktiv Uber
eine Zellmembran transportieren. Durch den Import €holesterin in die Makrophagen wird
die Expression des Transporters supprimiert (Weeizal., 2003). Apolipoprotein L Proteine,
zu denen auch APOL3 zahlt, gehéren zur FamilieLgeoproteine mit hoher Dichte. Viel ist
Uber die genaue Funktion noch nicht bekannt, jedotieinen sie eine Rolle im Cholesterin-
Transport zu spielen (Page et al., 200LPL kodiert fur das hepatische Enzym
Lipoproteinlipase. LPL ist auf den Endothelzelledrahepatischer Kapillaren vorhanden und
vermittelt den hydrolytischen Abbau von triglyzegathen Lipoproteinen, insbesondere von
Chylomikronen und VLDL. Mutationen ibPL flhren zur Hypertriglyzeridamie (Wang et al.,
2009).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher untersuchtemrob die Nonsense-SNPSABCA1Q
APOL3 und LPL mdglicherweise als modifizierende Faktoren wirkerd wWlen Phanotypen
von Patienten mit Lipidstoffwechselstorungen im ausnenspiel mit einer kausalen
Mutation beeinflussen. Um dies zu testen, wurdém Rhtienten der LIANCO Studie mit
kausalei.DLR-Mutation fur die entsprechenden Nonsense-SNPs genotypisreAnschlufl3
wurde geprift, ob das Vorhandensein von NonsendesSMNn heterozygoten oder
homozygoten Zustand bei den Patienten Auswirkuragdrden Cholesterinspiegel oder den
BMI hat. Des Weiteren wurden die Haufigkeiten dembBense-Allele bestimmt und mit den
von Bryndis Yngvadottir et al. (Yngvadottir et #009) gewonnenen Daten verglichen.

In der Tabelle 30 ist das Ergebnis der Genotypisigrzusammengefasst. Bei insgesamt 14
der 39 genotypisierten Patienten konnte mindesten®Nonsense-Allel der getesteten SNPs
detektiert werden. Acht Patienten (HC92, HC82, HZ1KIC151, HC47, HC61, HC169,
HC33) waren heterozygot fur den Nonsense-SNP rdil04® in ABCALO, ein Patient
(HC164) war homozygot fur diesen SNP. Fir das Nossdllel des SNPs rs328 ItPL
waren insgesamt sieben Patienten (HC92, HC31, HE&Z2181, HC61, HC62, HC66)
heterozygot. Der Patient HC82 war homozygot fir Namsense-Allel des SNPs rs328 in
LPL. Bei keinem Patienten konnte das Allel mit dem NosseSNP rs11089781 WPOL3
identifiziert werden. Fir insgesamt funf Patientagen keine phanotypischen Daten vor,
unter anderem auch fur zwei, bei denen jeweilsNomsense-Allel eines SNPs gefunden
wurde. Trotzdem war zu erkennen, dass die Nonsglsle- bei den genotypisierten
Patienten keine sichtbaren Auswirkungen auf den BN#r den Gesamt-, HDL- und LDL-

Cholesterinspiegel sowie den Triglyzeridspiegel $arum hatten. Die Werte waren bei
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keinem Patienten mit einem vorzeitigen Stopp-Casignifikant hoher als bei den restlichen
Patienten. Eine offensichtliche Korrelation zwisth®enotyp und Phanotyp bestand nicht.
Man kann folglich davon ausgehen, dass bei deneB@tgpisierten Patienten die Nonsense-
SNPs keine modifizierende Funktion haben.
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Tabelle 30: Ubersicht tiber die Genoytpen der Nonsee-SNPs in Patienten der LIANCO Studie
mit kausaler Mutation in LDLR. Das jeweilige Nonsense-Allel ist rot markiert. Fiinige Patienten
liegen keine phanotypischen Daten vor. TC = Gedaohesterin, BMI =body mass indexHDL =
HDL-Cholesterin, LDL = LDL-Cholesterin, TGL = TWlyzeride, w = weiblich, m = m&nnlich

Nonsense-SNP

Patient LIAII\I;CO Geschlecht [mg?dl] [kz?/lniz] [rhg/lt_jl] [25:” [rzg(;sllal] LDLR Mutation ABCA10 APOL3 LPL
rs10491178rs11089781 rs328
HC39 4143 c.1-188C>T G/G G/G G/G
HC28 710 w 330 21,3 261 56 84  ¢.G82T, p.E28X G/G GG/ GIG
HC92 897 w 356 21,6 285 60 73 ¢.C304T, p.Q102X A G/ G/G GLC
HC31 708 m 518 26,6 456 38 157 ¢.324_325delinsTC, G/G G/IG GC
p.C109R
HC82 26990 m 441 21,6 379 67 69  €.324_325delinsTC, G/A G/IG CiC
p.C109R
HC108 176 m 376 27,5 304 44 206 c¢.324_325delinsTC, G/G G/G G/IG
p.C109R
HC142 4456 w 293 26,6 183 52 257 ¢.324_325delinsTC, G/A G/G GI/G
p.C109R
HC151 27473 m 286 25,4 198 68 107 ¢.324_325delinsTC, G/A G/G GI/G
p.C109R
HC168 27700 W 288 20,8 202 45 86  €.324_325delinsTC, G/G G/G G/G
p.C109R;
c.A1874C, p.N625T
HC192 1494 m 392 25 180 32 362 ¢.G337T, p.E113X G/G G/IG IGG
HC86 16757 m 304 21,7 227 55 91 ¢.G397C,p.DI33H G G/ G/G G/IG
HC110 1363 w 468 23,3 345 66 288 ¢.C501A, p.C167X G/G G/IG GIG
HC22 625 m 300 27,1 218 72 66 C.A662G, p.D221G G/IG GIG GLC
HC107 636 m 482 23,4 402 43 218 ¢.694+2T>C GIG G/G GIG
HC47 21586 W 346 25,6 230 41 282 . T798A, p.D266E /A G G/G G/G
HC181 5874 m 299 24,7 232 61 127 ¢.G1027A, p.G343S G/G G G/ GIC
HC164 21901 m 295 22,5 192 56 169 c¢.C1048T, p.R350X A/A GIG GIG
HC63 17471 m 312 23,1 206 54 147 ¢.1053_1058dup6, G/G G/G G/G
p.D354CfsX8
HC101 2565 w 323 29,3 226 45 151 ¢.1061-8T>C G/G G/G G/G
HC156 4194 w 296 25 212 62 96 ¢.G1329C, p.W443C G/G G/G G/IG
HC182 4237 w 287 32,9 148 39 510 ¢.G1329C, p.W443CG/G G/G G/IG
HC27 2932 m 351 23,9 260 38 174 ¢.1359-1G>A G/G G/G GIG
HC87 2513 m 324 19,3 284 39 92 ¢.1359-1G>A GIG G/IG GIG
HC94 1208 w 426 22,3 357 58 126 ¢.1359-1G>A GIG G/IG GIG
HC122 2368 w 318 19,7 250 52 76  ¢.C1720T, p.R574C GI/G G/IG GIG
HC106 567 m 310 23,1 233 58 122  ¢.G1775A, p.G592E G/G G/IG GIG
HC61 21909 m 348 19 287 38 114  ¢.1904_1905delCA, G/A G/G GLC
p.T635RfsX8
HC62 21910 €.1904_1905delCA, G/G G/G GC
p.T635RfsX8
HC153 712 w 284 24,8 223 46 94  ¢.T1916A, p.V639D G/G G/IG GIG
HC45 19238 w 309 27,9 201 61 271 ¢.2140+5G>A G/G GG/ GIG
HC169 4323 m 296 29,8 186 53 240 ¢.C2177T, p.T726l AG/ G/G G/G
HC66 4759 m 429 23,3 284 78 299 ¢.G2231A, p.R744QG/G G/IG GC
C.G2479A, p.v827I
HC25 6167 m 342 30,1 184 40 478 ¢.2390-2A>G G/G G/IG GIG
HC90 889 m 302 26,5 225 55 140 ¢.2390-2A>G GIG G/IG GIG
HC67 23642 w 363 32,9 270 67 132 ¢.G2487C, p.Q829HG/G G/G G/G
HC104 153 w 284 24,8 223 46 94  EX1ldel G/G G/G G/G
HC33 4780 EX7_10del B/ G/G G/G
HC145 4781 EX7_10del G/G G/G G/G
HC89 1353 EX16_18del G/G G/G G/G
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Die Haufigkeiten der Nonsense-Allele der SNPs r81048 inABCA10und rs11089781 in
APOL3 entsprachen in etwa den angegebenen HaufigkedenBvyndis Yngvadottir et al.
(Yngvadottir et al., 2009) (siehe Tab. 31). Fur dmsense-Allel inLPL konnte bei den
Patienten der LIANCO Studie eine etwas hohere Idiaft detektiert werden. Eine
funktionelle Charakterisierung der Nonsense-SNPsde&vum Rahmen dieser Arbeit nicht
durchgefihrt, konnte aber helfen neue Erkenntnisiser die molekulare Funktion der

Nonsense-SNPs zu gewinnen.

Tabelle 31: Haufigkeiten und Auswirkungen der Nonsese-Allele.Vergleich der vorYngvadottir
et al. gewonnenen Daten mit den Nonsense-Allelgkefien bei Patienten der LIANCO Studie mit
kausaler Mutation ihDLR.

Gen Referenz NO':;Z‘:%Z?XHH Haufigkeit Verkiirzung des  NMD
SNP ID ; Nonsense-Allel Peptids [%] Kandidat
(Yngvadottir et al.)
ABCA10 rs10491178 0,1119 0,1282 14,38 ja
APOL3 rs11089781 0,0222 0 85,61 ja
LPL rs328 0,0856 0,1154 0,42 nein

4.1.6 Identifizierung von zwei neuen HypercholesterinamieGenen,SREBP1 und

SREBP2
In 152 Patienten der LIANCO Studie konnte keineded® Mutation in den bekannten FH-
GenenLDLR, APOBundPCSKJ9identifiziert werden. Kandidatengene wurden aufgrihrer
funktionellen Eigenschaften ausgewahlt und ansdbhed molekulargenetisch untersucht.
Initial wurde bei 48 Patienten eine Mutationsanalys den GeneisCARB1 SREBP1und
SREBPZXurchgefihrt. Die getesteten Gene spielen zerRalien im Lipidstoffwechsel. Die
Mutationsanalyse umfasste die Amplifikation der Bxaind anschlielRende Sequenzierung.
In SCARB1konnte bei keinem Patienten eine Mutation gefunderden. Da ein&CARB1
Mutation als haufiger ursachlicher Faktor somitgmsehlossen werden konnte, wurden keine
weiteren Patienten untersucht. Die MutationsanalySREBP fuhrte zur Identifizierung der
heterozygoten Nukleotidsubstitution c.G2435A bende@atienten HC52 (siehe Abb. 21). Die
Veranderung ist in Exon 13 des Gens lokalisiers i die Aminosaure Arginin kodierende
Codon 812 (CGA) wird durch den Austausch von G zauARNA-Ebene in das Codon CAA
umgewandelt, welches die Aminosaure Glutamin kod{prR812Q). Bei dem Patienten
HC78 wurde in Exon 14 d&SREBP2Gens die heterozygote Nukleotidsubstitution c.G265
identifiziert (siehe Abb. 21). Der Austausch vonAGauf RNA-Ebene flhrt dazu, dass die
Aminosaure Glycin an Position 852 gegen die AminosédArginin ausgetauscht wird
(p.G852R).
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SREBP1 SREBP2
c.G2435A p.R812Q €.G2554A p.G852R
Q R
L L E R A L N D §S v G VvV M S

i SR VG VIS S VI SN S,
CGACTCTGTGAGGGTTATGAGC
G/IA

Abbildung 21: Sequenzierelektropherogramme der identifizierten Muaationen p.R812Q in
SREBP1 und p.G852R in SREBP2. Das obere Elektropherogramm zeigt jeweils die loetgyote
Mutation, die bei dem Patienten gefunden wurde. dsre Elektropherogramm zeigt die normale
WT-Sequenz.

Beide putativen Mutationen waren in den verwend&atenbanken nicht als SNP annotiert.
Mit dem Programm ConSeq wurde die Konservierung deranderten Aminosauren
untersucht (siehe Abb. 22). Bei beiden Aminosaurandelt es sich um Aminosauren mit
exponierten Resten. Fur die Aminoséure Arginin asittbn 812 in SREBP1 wurde eine
durchschnittliche Konservierung vorhergesagt, wathrdie Aminosaure Glycin an Position

852 in SREBP2 in verschiedenen Spezies variabséizuscheint.
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SREBP1

[ PRE1Q
801 VTQLFREHLLERAENCVTQE 820
bbaebbb bb bbebb

£ £

SREBP2
p.G852R

841 LKLEHSFVDSVGVMSPPLSR 860
beeb b beb
s

Konservierung

BN 2 3 4 5 6 7 FSEER
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(neural-network Algorithmus)

nicht exponierter Aminosaurerest
(neural-network Algorithmus)

f vorhergesagter funktioneller Aminoséurerest
(hoch konserviert, exponiert)

S vorhergesagter struktureller Aminosaurerest
(hoch konserviert, nicht exponiert)

Abbildung 22: Konservierung der Aminosaurepositiona 812 in SREBP1 und 852 in SREBP2.
Bestimmung der Konservierung sowie Identifizierumgn funktionell und strukturell wichtigen
Aminosauren mit dem Programm ConSeq. Die Pfeilekimean die Aminosauren an den Positionen
812 in SREBP1 und 852 in SREBP2.

Fur die putativen Mutationen IISREBP1und SREBP2wurden ethnisch abgeglichene
Kontrollindividuen getestet. Keine der beiden Migaén wurde in 100 Kontrollen gefunden.

Des Weiteren wurden bei den restlichen 104 Patiedez LIANCO Studie, in denen keine

kausale Mutation in den bekannten FH-Genen gefunderde, Mutationsanalysen in

SREBPIundSREBP2urchgefihrt. Es wurden keine weiteren Mutationefuigden.

Beide identifizierten Veranderungen sind in dere@inalen regulatorischen Domane des
jeweiligen Proteins lokalisiert (siehe Abb. 23). s bekannt, dass in der Membran des
endoplasmatischen Retikulums eine Interaktion déer@inalen Doméane in SREBP1 und
SREBP2 mit der WD-Doméne in SCAP stattfindet.
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Abbildung 23: SREBP1 und SREBP2a) Schematische Darstellung der Genstruktur tEBP1
und SREBP2.Exons werden durch Boxen reprasentiert, Intronschdurinien. b) Schematische
Darstellung der SREBP1- und SREBP2-Proteine. Di@evePfeile markieren die Grenzen einzelner
Abschnitte die durch unterschiedliche Exons kodientden.

4.1.7 Funktionelle Charakterisierung der SREBP1- und SREBP2-Mutationen

Der Gen- und Proteinaufbau, die gewebespezifisckgreSsion, Interaktionen sowie eine
Vielzahl funktioneller Eigenschaften von SREBP1 UWBREBP2 sind gut aufgeklart und
beschrieben. Um nun die Kausalitat der identifteierMutationen in SREBP1 und SREBP2
zu Uberprifen und den pathophysiologischen Mechargsdieser Mutationen aufzuklaren,
wurden im Rahmen dieser Arbeit funktionelle Studidarchgefuhrt. Im Jahre 2002
identifizierten P.Y Muller und A.R. Miserez bei eim Patienten mit Hypercholesterinamie
eine Substitution der Aminosaure Arginin an Pogit®45 gegen Glutamin in SREBP2

(Muller et al., 2002). Die kausale Relevanz diegeranderung ist unbekannt und es wurden
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keine funktionellen Studien durchgefihrt. Daher deudiese Variante in die Analysen mit
einbezogen und ebenfalls funktionell charakterisier

4.1.7.1 Die Mutationen in SREBP1 und SREBP?2 fuhren zu eineverminderten LDLR-
Expression
Im Golgi-Apparat erfolgt eine sterolsensitive Prmserung der SREBP1 und SREBP2-
Vorlauferproteine. Die proteolytisch abgespaltenBiterminalen Transkriptionsfaktor-
Doménen der Proteine SREBP1 und SREBP2 Ubernehimeradskriptionelle Kontrolle der
intrazellularen Cholesterinbiosynthese. Sie binsjggrifisch an die SRE’s in den Promotoren
ihrer Zielgene, die eine zentrale Rolle im Lipidst@chsel spielen. Zur Testung, ob die
identifizierten Mutationen in der C-terminalen Damavon SREBP1 und SREBP2 die
Expression des ZielgenEDLR beeintrachtigen, wurde eihuciferase Reporter Assay
durchgefuhrt. Hierzu wurden zunéachst die kodieran8equenzen der wildtypischen und
mutanten SREBP-Proteine in den ExpressionsvekidNBS.1 / V5-His-TOPO kloniert. Die
wildtypische Promotorregion deseDLR-Gens von Position -1 bis -704 5° vom ATG
Startcodon wurde zuvor schon in den Vektor pGL4ub@] kloniert (siehe 4.1.3).
AnschlieRend wurden HEK-293-Zellen mit dehDLR-Promotor-Reportergen-Konstrukt
pGL4.10[luc2]_LDLR_Promotor WT und zusatzlich minem der pcDNA3.1 / V5-His-
TOPO Konstrukte mit dem Insert HSV-S1_WT-FLAG (&), HSV-S1 812-FLAG (S,
S2_WT-FLAG (Sz), S2_645-FLAG (S&s oder S2_852-FLAG (S2) transfiziert.
AulRerdem wurden HEK-293-Zellen zur Kontrolle enteediur mit dem Kontroll-Vektor
pcDNA3.1lac Z (-), der weder die Promotorregion veiDLR noch das Reportergen enthalt
oder dem Kontroll-Vektor und demDLR-Promotor-Reportergen-Konstrukt (K) transfiziert.
Jeweils co-transfiziert wurde das ExpressionskakstipGL4.7hRlugd fur die Renilla-
Luciferase welche als interne Transfektionskontrolle diem& Aktivierung der Luciferase-
Expression uber denDLR-Promotor wurde in Form der Luciferase-Aktivitatdinometrisch
bestimmt. Die errechneten Mittelwerte und Standasdachungen aus drei unabh&ngigen
Experimenten sind in Abbildung 24 in Form eines goa&anms wiedergegeben. Alle

Transfektionen wurden pro Experiment im Triplikarchgefuhrt.
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Abbildung 24: Graphische Darstellung der relativen Luciferase-Aktivitdt und reprasentative
Western Blots der Zell-Lysate, welche imLuciferase Reporter Assay eingesetzt wurden, zur
Verifizierung der Messwerte. Zellen wurden folgendermal3en transfiziert: - = olVektor, K =
LDLR-Promotor-Reportergen-Konstrukt + Kontroll-Vekt&gulen 3-7LDLR-Promotor-Reportergen-
Konstrukt + Expressionsvektoren fur wildtypischedeio mutantes SREBP1 oder SREBP2. Die
gemessenen absoluten Werte deéirefly-Luciferase-Aktivitaten wurden jeweils mit der
entsprechendeRenillaluciferase-Aktivitat zur Transfektionskontrolle maalisiert. Die Luciferase-
Aktivitat von K wurde gleich 100 % gesetzt und distlichen Werte in Relation dazu dargestellt.

Die relative Luciferase-Aktivitat des Kontroll-Vekis pcDNA3.1llac Zlag erwartungsgemar
bei 0 %. Die Uberexpression der SREBP1- und SREB@fine in den HEK-293-Zellen
fuhrte zu einer deutlich erhdhten Luciferase-Akéyi verglichen mit der Luciferase-
Aktivitat, die durch endogen in den Zellen vorhamel@ ranskriptionsfaktoren erreicht wurde
(K). Die Uberexpression von wildtypischen SREBBI) filhrte zu einer Steigerung der
Luciferase-Aktivitat von 100 % auf 150,34 % (x 7%), die Uberexpression von
wildtypischen SREBP2 (S2) fihrte sogar zu einer Steigerung der Luciferakgviat auf
278,55 % (£ 11,24 %). Fur alle mutanten SREBP1- S8REBP2-Proteine konnte gezeigt
werden, dass die Luciferase-Aktivitdten im Verdhert den wildtypischen Proteinen deutlich
reduziert wurden. Die starkste Reduktion lag fus d&otein SREBP2 mit der Mutation
p.G852R (Sé&ss2p) vor. Das mutante Protein fuhrte nur zu einer Budmy der Luciferase-
Aktivitat auf 162,56 % (+ 11,5 %), verglichen miérd_uciferase-Aktivitat, die durch endogen
in den Zellen vorhandene Transkriptionsfaktorerieht wurde (K). Somit war das Protein
SREBP2 durch die Mutation p.G852R um mehr als diditélin seiner Funktion, bzw. der
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Fahigkeit die Expression der Luciferase zu aktemerreduziert. Der nachweisbare negative
Effekt des anderen mutanten SREBP2-Proteins fielagtgeringer aus. Die Mutation
p.R645Q in SREBP2 (Réssq fuhrte, im Vergleich zum wildtypischen Proteiryrreu einer
um 20 % reduzierten Aktivierung der Luciferase-Eegsion. Weiterhin zeigte die Analyse
der Luciferase-Aktivitat, dass die Aktivierung darciferase-Expression durch SREBP1 mit
der Mutation p.R812Q (&d129, verglichen mit dem wildtypischen Protein (&), um etwa
die Halfte reduziert war. Der Nachweis von Lucian den Zell-Lysaten, welche fur den
Luciferase Reporter Assagingesetzt wurden, mittels Western Blot, bestétigtie
luminometrisch gemessenen Luciferase-Aktivitateshs Abb. 24).

Hohe intrazellulare Cholesterinkonzentrationen wetérn die Prozessierung der SREBP-
Vorlauferproteine im Golgi-Apparat, wodurch die fis&ription von Zielgenen inhibiert wird.
Zur internen Kontrolle des physiologischen Systemsde derLuciferase Reporter Assay
wie oben beschrieben, unter induzierenden und sumsenden Bedingungen wiederholt.
Hierfir wurden andere Expressionsvektoren fir wpdiches und mutantes SREBP2
verwendet. Im pcDNA3.1 / V5-His-TOPO Vektor wird ediExpression durch den
konstitutiven CMV Promotor gesteuert, was zu eisehr starken Uberexpression der
Proteine fuhrt, die eine Regulation des Systemshd8terole nicht mehr zulasst. Aus diesem
Grund wurden die kodierenden Sequenzen der wilsitygin und mutanten SREBP2-Proteine
in den Expressionsvektor pTK-HSV kloniert, in wedam die Expression durch den
schwachen Herpes Simplex Virus Thymidinkinase Ptomaeguliert wird. Um die
supprimierenden Bedingungen zu erhalten, wurde dehen 5 h nach Transfektion
Cholesterol und 25-Hydroxycholesterol zugefugt. Degrechneten Mittelwerte und
Standardabweichungen aus zwei unabhéngigen Expgemsind in Abbildung 25 in Form
eines Diagramms wiedergegeben. Alle Transfektiomarden pro Experiment im Triplikat

durchgefuhrt.
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Abbildung 25: Graphische Darstellung der relativen Luciferase-Aktivitdt und reprasentative
Western Blots der Zell-Lysate, welche imLuciferase Reporter Assay eingesetzt wurden, zur
Verifizierung der Messwerte. Zellen wurden folgendermal3en transfiziert: - = olVektor, K =
LDLR-Promotor-Reportergen-Konstrukt + Kontroll-Vektdaulen 3-5 und 7-9tDLR-Promotor-
Reportergen-Konstrukt + Expressionsvektoren fudtypisches oder mutantes SREBP2. -/+ = ohne /
mit Cholesterol und 25-Hydroxycholesterol. Die ges@nen absoluten Werte dgrefly-Luciferase-
Aktivitditen wurden jeweils mit der entsprechendeRenillaluciferase-Aktivitat zur
Transfektionskontrolle normalisiert. Die Lucifera&ktivitat von K wurde gleich 100 % gesetzt und
die restlichen Werte in Relation dazu dargestellt.

Das Ergebnis dekuciferase Reporter Assgysei welchem die pcDNA3.1 / V5-His-TOPO
Expressionsvektoren verwendet wurden, konnte heioiferase Reporter Assagier mit den
pTK-HSV Expressionsvektoren durchgefiihrt wurde, tdtegt werden. Die relative
Luciferase-Aktivitat des Kontroll-Vektors pcDNA3lac Zlag erwartungsgemal wieder bei O
%. Unter induzierenden Bedingungen fiihrte die Ugenession der SREBP2-Proteize
einer erhohten Luciferase-Aktivitat, verglichen mder Luciferase-Aktivitat, die durch
endogen in den Zellen vorhandene Transkriptionsfakt erreicht wurde (K). Fur die
mutanten SREBP2-Proteine konnte gezeigt werdens diés Luciferase-Aktivitaten im
Vergleich zu dem wildtypischen Protein signifikargduziert wurden. Die Reduktion der
Luciferase-Aktivitat fiel unter der Verwendung defK-HSV Expressionsvektoren bei den
mutanten Proteinen sogar noch etwas grofl3er ausntds Verwendung der pcDNA3.1 / V5-
His-TOPO Expressionsvektoren. Die Zugabe von Ciedeks und 25-Hydroxycholesterol

fuhrte zu einer fast vollstandigen Inhibierung &gstems. Sowohl bei dem wildtypischen, als
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auch den mutanten Proteinen, fihrten die supprenden Bedingungen zu einer Reduktion
der Luciferase-Aktivitat auf 20 %. Die reduziertkt&ierung der Luciferase-Expression
durch die mutanten Proteine konnte nicht mehr newfesen werden. Durch die Sterole
wurde nicht nur die Prozessierung des uberexpriemiewildtypischen Proteins und der
Uberexprimierten mutanten Proteine inhibiert, sondmuch die der endogen in den Zellen
vorhandenen SREBP-Proteine. In Zellen, die mit déDLR-Promotor-Reportergen-
Konstrukt und dem Kontroll-Vektor transfiziert wml, konnte ebenfalls nur noch eine
Luciferase-Aktivitat von 20 % nachgewiesen werd@er Nachweis von Luciferase in den
Zell-Lysaten, welche fir debuciferase Reporter Assaingesetzt wurden, mittels Western
Blot, bestatigte die luminometrisch gemessenenferase-Aktivitaten (siehe Abb. 25). Unter
supprimierenden Bedingungen war die Menge an exgrien Luciferase so gering, dass das
Protein auf der Membran nicht mehr detektiert werkiennte.

Die Ergebnisse dekuciferase Reporter Assayigten, dass es sich bei den identifierten
Mutationen um kausale Mutationen handelt. Die Maten in der C-terminalen Domé&ne von
SREBP1 und SREBP2 flhrten zu einer reduzierten dsgiwon des ZielgensDLR und

erklaren somit die erhohte LDL-Konzentration im@8arder Patienten.

4.1.7.2 Die Mutationen in SREBP1 und SREBP?2 fiihren zu eineverminderten

Interaktion mit dem Protein SCAP
Die reduzierte Expression des G&3LR, zu der die Mutationen in SREBP1 und SREBP2
fuhren, ist nicht auf eine verminderte Bindung ofen Transkriptionsfaktoren an das SRE
in der Promotorregion vohDLR zurtickzufiihren. Die identifizierten Mutationencim der
regulatorischen C-terminalen Domane der Proteinkaligert, die im Golgi-Apparat
proteolytisch von der N-terminalen Transkriptiohste-Domane abgespalten wird. Demnach
beeintrachtigen die Mutationen den Signalweg veliotutvor der Prozessierung. In der
Membran des endoplasmatischen Retikulums intetagler regulatorische C-terminale
cytoplasmatische Doméane von SREBP1 und SREBP2 arithgddrophilen C-terminalen
cytoplasmatischen WD-Domane von SCAP (Sakai et1&897). Es wird eine konstitutive
Wechselwirkung der beiden Proteine postuliert. lahiRen dieser Arbeit stellte sich die
Frage, ob die Mutationen in SREBP1 und SREBP2 nereverminderten Interaktion
zwischen diesen Proteinen und SCAP fuhren. Um dipobhese zu prifen, wurde eime
vitro-Interaktionsstudie etabliert, mit der die Binduxgr wildtypischen und mutanten
Proteine an SCAP untersucht wurde. Hierzu wurden wdidtypischen und mutanten C-

terminalen Domé&nen von SREBP1 und SREBP2 in deriebaken Expressionsvektor
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PGEX-4T-1 kloniert und nach Transformation von BIRE3) Zellen als GST-
Fusionsproteine exprimiert. Die Aufreinigung detaplasmatisch gelésten Proteine erfolgte
nach Ultraschall-Lyse der Bakterien Uber Affinifi#zipitation an Glutathion-Agarose. Um
genug Protein zu erhalten, wurde in einem Test-Bx@at die optimale Expressionsdauer
fur jedes Protein bestimmt (siehe Abb. 26). Anhaled Coomassie-gefarbten SDS-Gele
wurde ersichtlich, dass fur das wildtypische undante GST-SREBP1-Fusionsprotein eine
Expressionsdauer von 3 h am effizientesten wadig#&roteinbanden in den entsprechenden
Spuren die starkste Farbung aufwiesen. Fir alle-SBEBP2-Fusionsproteine konnte eine
optimale Expressionsdauer von 4 h bestimmt wer&én.das GST-Protein alleine lag die
optimale Expressionsdauer bei 5 h. Die berechneti@ekulargewichte lagen bei je 64 kDa
fur die wildtypischen und mutanten C-terminalen Rowen von SREBP1 und SREBP2. Fir
die GST-Komponente mussten bei den GST-Fusionspesteaulerdem 28 kDa addiert

werden.
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Abbildung 26: Wildtypische und mutante GST-Fusionspoteine nach Expression in BL21(DE3)
Zellen (Coomassie-gefarbte SDS-Gele)50 ml LB-Medium wurden mit Kulturen von
transformierten BL21(DE3) Zellen angeimpft und urehitteln bei 200 rpm und 37°C bis zu einer
ODs7g von 0,6-0,8 kultiviert. Die Proteinexpression weirdurch 100 pM IPTG induziert. Vor der
Induktion und stundlich nach der Induktion wurdeljeml der Kulturen abgenommen. Die letzte
Abnahme erfolgte nach 6 h. Nach Zentrifugation Besben wurden die Pellets im Anschluss mit
Sample Buffer und Reducing Agent versetzt und auS®S-Gel aufgetragen. M = Protein-Standard.
Die schwarzen Striche am rechten Rand der Gelezkérimen die rekombinanten Proteine.
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Nach Expression und Aufreinigung der GST-Fusiongime wurden HEK-293-Zellen zur
Uberexpression von SCAP mit dem Konstrukt pTK-HSWAR-T7 transfiziert und
anschlieend lysiert. Um nun die Interaktion zwestlSCAP und den wildtypischen und
mutanten C-terminalen Domanen von SREBP1 und SREBP#&halysieren, wurde mit den
verschiedenen Komplexen aus GST-Fusionsproteineh Gintathion-Agarose das Protein
SCAP aus den Zell-Lysaten prazipitiert.
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Abbildung 27: Interaktion zwischen SCAP und den wititypischen und mutanten C-terminalen
Doméanena) von SREBP1 und b) von SREBP2. HEK-293-Zell-Lgs@L = Totallysat) von mit
pTK-HSV-SCAP-T7 transfizierten Zellen (TL SCAP +)dizur Kontrolle von untransfizierten Zellen
(TL SCAP -) wurden einer Affinitatsprazipitation PA mit GST-Fusionsproteinen unterzogen.
Dazu wurden GST, GST_S1 WT_COOH, GST_S1 812 COGBST_S2 WT_COOH,
GST_S2 645 COOH und GST_S2_852_ COOH eingesetzh daxcAuftrennung durch SDS-PAGE
wurden die Proteine mittels Western Blot analysiedr a-HSV-tag Antikdrper wurde eingesetzt, um
Uber die verschiedenen GST-Fusionsproteine préegigis SCAP zu identifizieren. Das Experiment
wurde fir alle SREBP1 und SREBP2 Proteine jewadsmal durchgefiihrt. ¢) Nachweis von SCAP
mittels a-HSV-tag Antikorper im Totallysat von Zellen die mit pTK-WSSCAP-T7 transfiziert
wurden und in untransfizierten Zellen.
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Aus dem Zell-Lysat von untransfizierten Zellen sewmit dem GST-Protein alleine konnte
erwartungsgemald das SCAP-Protein nicht prazipiwerden (siehe Abb. 27). Weiter zeigte
die Analyse, dass SCAP nicht im gleichen Ausmal’ den wildtypischen und mutanten
C-terminalen Domanen von SREBP1 und SREBP2 prigipwurde. Mit den wildtypischen
SREBP1 und SREBP2 GST-Fusionsproteinen konnte ideuthehr SCAP préazipitiert
werden, als mit den mutanten GST-Fusionsproteinen.

Die Studie flihrte zu dem Ergebnis, dass die ideriten Mutationen in den regulatorischen
C-terminalen cytoplasmatischen Doméanen von SREBRA SREBP2 eine verminderte
Interaktion mit der hydrophilen C-terminalen cytgiatischen WD-Doméane von SCAP
bedingen.

4.1.7.3 Die Instabilitdt von mutanten SREBP-Proteinen ist mcht auf einen Abbau tber
das Proteasom-Ubiquitin-System zurtickzufihren
In der Zelle gibt es zwei grol3e Abbaumechanismbéer die die meisten Proteine abgebaut
und recycelt werden. Dabei handelt es sich zumneime das Proteasom-Ubiquitin-System
und zum anderen um das Lysosom. Das Proteasom-ditibi§ystem greift durch
(signalgesteuerte) Proteolyse von Regulatoren adderen Zielproteinen kontrollierend in
unterschiedliche zellulare Funktionen ein. Es iskdmnt, dass das Proteasom-Ubiquitin-
System die Stabilitdt von SREBPs und somit die Esgion von Zielgenen reguliert. Reife
SREBP-Proteine sind nach Induktion der Expressam Zielgenen sehr instabil und werden
kontrolliert Uber das Proteasom-Ubiquitin-Systemgrddiert (Hirano et al., 2001).
Mutationen in Proteinen konnen zu Fehlern in detdtnfaltung fihren und fehlgefaltete und
geschadigte Proteine beeintrachtigen die Zelle malth. Die Beseitigung solcher
fehlerhafter Proteine ist fur die Zelle von essaldr Bedeutung und wird ebenfalls vom
Proteasom-Ubiquitin-System Gbernommen. Vorexpertmdratten gezeigt, dass vor allem
das mutante p.G852R SREBP2-Vorlauferprotein eimagere Stabilitat als das wildtypische
Vorlauferprotein aufweist. Fur das Protein p.R64SREBP2 konnte nur eine geringfligige
Reduktion der Stabilitat im Vergleich zum wildtypien Protein festgestellt werden.
Zwischen dem wildtypischen und mutanten SREBPldirotwurde kein eindeutiger
Unterschied in der Stabilitat gefunden (Originadstatnicht gezeigt, siehe Abb. 28). Zur
Analyse, ob die eingebrachten mutanten Zielproteinem proteolytischen Abbau Uber das
Proteasom-Ubiquitin-System unterzogen werden, wurddEK-293-Zellen mit den
entsprechenden wildtypischen und mutanten Expnesisomstrukten fir SREBP1 (pcDNA3.1
/ V5-His-TOPO Konstrukte mit den Inserts HSV-S1_WIAG (Slwt) und HSV-S1 812-
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FLAG (Sls12)) und SREBP2 (pTK-HSV Konstrukte mit den InsertS\HS2_WT-FLAG
(S2vt1), HSV-S2 645-FLAG (S2s und HSV-S2 852-FLAG ($2)) transfiziert und
anschlieBend mit MG132 behandelt, bzw. zur Korgrallcht behandelt. MG132 ist ein
spezifischer Proteasominhibitor, der die Degraaigruon Ubiquitin-konjugierten Proteinen
reduziert. Nach 8 h Inkubation wurden die Protegwdiert und per Western Blot analysiert
(siehe Abb. 28).

? Syt Slugio - Slyr  Slreno
MG132 - - - + + +
S I T
a-HSV-tag
13102 —| e — — -.g
a-Aktin -
b)
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Abbildung 28: Western Blot - Proteinstabilitdt der wildtypischen und mutanten SREBP1- und
SREBP2-Vorlauferproteine ohne und mit Inhibition des Proteasoms durch MG132a) Stabilitat
der SREBP1-Proteine. Zellen wurden folgendermafiersfiziert: Spur 1 und 4 = Leer-Vektor, Spur
2, 3, 5und 6 = Expressionsvektoren fur wildtypess oder mutantes SREBP1. b) Stabilitat der
SREBP2-Proteine. Zellen wurden folgendermaf3en fide$: Spur 1 und 5 = Leer-Vektor, Spur 2-4
und 6-8 = Expressionsvektoren fiir wildtypischesradetantes SREBP2. Die Inkubation mit MG132
erfolgte fur 8 h. Die Detektion der SREBP1- und BRE-Vorlauferproteine erfolgte mit dem-
HSV-tag-Antikorper. Als Ladekontrolle diente Aktin.

Fur alle der hier untersuchten Proteine wurde baaks dass die Behandlung mit MG132 zu
keiner Zunahme der Zielproteinmenge fuhrte. Fur bhstabilitdt der SREBP2-Proteine
scheint somit das Proteasom-Ubiquitin-System keRwdle zu spielen. Moglicherweise

greifen andere Ubiquitin-unabhangige Abbauwege.
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Die funktionellen Analysen zeigten eine deutlichaktionelle Wirkung der Mutationen in
SREBP1 und SREBP2 und somit konnte die Kausali&it Mutationen gezeigt werden.
SREBPIUNdSREBPXind zwei neue Gene fir Hypercholesterindmie.

4.2 Mutationsanalysen in Familien mit autosomal-dominater famili&rer

Hypercholesterindmie

Bei etwa einem Funftel der Patienten der LIANCOd&uwurde die molekulare Ursache der
Hypercholesterindmie identifiziert. Neben zahlreichMutationen in bekannten FH-Genen
konnten mit Hilfe des positionsunabhdngigen Kanmidgenverfahrens zwei neue
krankheitsverursachende Gene fir die Hypercholeéraie identifiziert werden. Um nun die
molekulare Ursache der Hypercholesterinamie noctager aufzuklaren und weitere neue
Gene zu identifizieren, sollten im Rahmen dieserktD@rbeit klassische positionelle
Klonierungs- und Kandidatengenstrategien angewemagtien. Insgesamt funf tirkische
Familien (FH1-5) mit familiarer Hypercholesterin@mistanden fir die Analysen zur

Verfiigung.

4.2.1 Familie FH1

In dieser aus der Turkei stammenden Familie wird Hiypercholesterinamie bei 14
erkrankten Personen Uber finf Generationen autdsdonainant vererbt (siehe Abb. 30). Die
klinischen Merkmale bei allen betroffenen Persoegaubten die Diagnose einer klassischen

familiaren Hypercholesterinamie.

4.2.1.1 Mutationsanalysen in den bekannten FH-Genen

Um Mutationen in den bekannten FH-Genen zuné&chstusehlieRen, wurden bei dem
Indexpatienten 11I:5 Mutationsanalysen in den Geh®L.R, APOB und PCSK9sowie der
putativen Promotorregion vorLDLR durchgefiihrt. Auf3erdem wurden Kkonservierte
Bindungsstellen fur die miRNA Familien miR-130/30tiR-17-5p/20/93.mr/106/519.d und
miR-148/152 in der 3'UTR vomDLR auf Mutationen untersucht. Die Mutationsanalyse
umfasste die Amplifikation der Exons und Regionéig, anschlieRende Aufreinigung und
Sequenzierung der Produkte. Mit Hilfe der MLPA-Madle wurde untersucht, ob eine
krankheitsverursachende grof3ere Deletion oder kKafpdn vonLDLR vorliegt.

Bei dem Indexpatienten 11I:5 konnte in den getestetodierenden und nicht-kodierenden

Bereichen der drei Gene keine kausale Mutationrgkf werden.
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Zum sicheren Ausschluss der betreffenden Genregi¢heci) auf Chromosom 19p13.2
(LDLR), 2p24.1 APOB und 1p32.2 RCSK9, wurden nachfolgend bei allen Patienten von
denen DNA Proben vorhanden waren, polymorphe Mdtelkten-Marker in diesen
Regionen typisiert und Haplotypen erstellt.

Die Haplotypanalyse de&DLR-Locus sprach nicht flr eine Co-Segregation mit der
Erkrankung in der Familie.

4.2.1.2 Genomweite Kopplungsanalyse

Die Familie FH1 war aufgrund ihrer Familienstrukfiir eine genomweite Kopplungsanalyse
geeignet. Insgesamt 12 Personen der Familie (11&,111:6, 111:9, 1ll:10, 111:12, 11I:13, IV:5,
IV:6, IV:7, IV:8, V:2) konnten fUr die genomweite dgplungsanalyse mittels Affymetrix
GeneChip Human Mapping 250 K Sty Array typisierrdan.

Durch eine parametrische Analyse der Kopplungsdatater Bericksichtigung eines
autosomal-dominanten Erbgangs, einer reduzierteretRaz von 0,99 und einer Frequenz
des Krankheitsallels von 0,0001 fanden sich kegleppelten Regionen mit einem statistisch
signifikanten LOD-Score. Aus diesem Grund wurdeeircht-parametrische Analyse, bei der
kein  Vererbungsmodell beriicksichtigt wird, angewandBei parameterfreien
Kopplungsanalysen  wird untersucht, ob bei erkrankteVerwandten ein
Chromosomensegment haufiger gemeinsam auftritt, eds nach einer zufalligen,
erkrankungsunabhéngigen Mendelschen Verteilungraareen ist. Modellfreie Methoden
haben allerdings den Nachteil, dass sie Uber enaggre statistische Macht zum Nachweis
tatséchlich bestehender, kausaler Zusammenhanfiggeer Man entgeht auf diese Weise
aber dem Risiko, durch die Verwendung unzutreffend®lodelle falsche

Kopplungsergebnisse zu erhalten.
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Abbildung 29: Graphische Darstellung der genomweite nicht-parametrischen NPL-Scores.
Ergebnisse fia) Chromosom 9 und b) Chromosom D rote Linie gibt den NPL-Score an.

Bei der nicht-parametrischen Analyse der Koppluagsa fanden sich zwei Regionen auf
Chromosom 99g31.1 und Chromosom 19p13.2 mit hohgmnifisianten NPL-Scores (siehe
Abb. 29). Fur die Region auf Chromosom 9 wurdeNdfL-Score von etwa 17,5 erreicht, auf

Chromosom 19 von etwa 16. Die 4,9 Mb groRe RegidrCaromosom 9g31.1 wurde durch
die SNPs rs4743664 und rs791868 begrenzt, wahriend, 8 Mb grolRe kritische Region auf
Chromosom 19p13.2 durch die SNPs rs11666596 ur2P6d47 definiert wurde. Bei der
Analyse der positionellen Kandidatengene in demtifl@erten Loci zeigte sich, dass in der
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kritischen Region auf Chromosom 19q13LDLR lokalisiert ist, das Hauptgen fur
Hypercholesterindmie, welches vorher als kausa@si®Gder Familie ausgeschlossen wurde.

4.2.1.3 ldentifizierung der LDLR-Mutation p.C222R in der Familie FH1
Mutationsanalysen ibDLR bei dem Indexpatienten 111:5 der Familie FH1 fi@mrtzuvor zum
Ausschluss einer kausalen Mutation in diesem Gess Brgebnis der Kopplungs- und
Haplotypanalyse mit polymorphen Mikrosatelliten-Mam fir die Region auf Chromosom
19 war mit einer Kopplung der Region mit der Erkamg nicht vereinbar (siehe Abb. 30).
Zwar wurde bei sieben der neun betroffenen Fanmliggliedern ein gemeinsamer Haplotyp
identifiziert (rot markiert), der mdglicherweise tnder Erkrankung vererbt wird, jedoch
wurde eine Co-Segregation letztendlich ausgesathosda die betroffenen Mitglieder 111:5
und 11:8 eben diesen Haplotyp nicht trugen. Rekarattonsmarker wurden nicht identifiziert,
so dass die Grof3e der kritischeDLR-Region gegenuber der SNP-Analyse nicht weiter
verringert werden konnte. Mit dem Programm LINKAGR wurden die Zwei-Punkt-LOD-
Scores der untersuchten Mikrosatelliten-Marker diieg Region auf Chromosom 19q13.2
berechnet (siehe Tab. 32). Fur die Analyse wurde eutosomal-dominanter
Vererbungsmodus mit einer Penetranz von 0,8 uner éirequenz des Krankheitsallels von
0,001 verwendet. In der Literatur wurden fur hetggote LDLR-Mutationen Penetranzen
zwischen 0,85 und 0,95 beschrieben, das heisst 88@5 % der Personen mit einer
Mutation inLDLR entwickelten den assoziierten Phanotyp (Durst.e2@01, Pimstone et al.,
1998).
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Abbildung 30: Ergebnis der Haplotypanalyse bei defFamilie FH1 mit Hilfe von Mikrosatelliten-Markern a uf Chromosom 19g13.2.Unterschiedliche

Haplotypen sind in unterschiedlichen Farben daefiestvéhrend identische Haplotypen jeweils mit dégichen Farbe gekennzeichnet wurden. Unter den

Haplotypen wurde angegeben, ob die Familienmitglidteterozygote Trager deDLR-Mutation p.C222R (WT/Mut) sind oder homozygot aakitypische

Allel tragen (WT/WT). Der Pfeil markiert den initigetesteten Indexpatienten |II:5.
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Tabelle 32 Zwei-Punkt-LOD-Score Ergebnisse der MikrosatelliterMarker auf Chromosom
19913.2.Der maximale LOD-Score (4, fur jeden Marker wird durch fetten Druck hervdngben

physikalische Rekombinationshaufigkeit 0
Marker iti
Pﬁjg']on 0.0 0,01 0,05 0.1 0.2 03 0.4
D19S535 10,2 -0,25 0,91 1,36 1,35 1,03 0,58 0,18
D19S906 11,7 -0,59 0,63 1,08 1,07 0,72 0,24 0,03
D19S221 12,5 -1,04 0,40 0,89 0,93 0,72 0,42 0,16

LDLR liegt auf Chromosom 19 bei 11,2 Mb und ist somiiszhen den Mikrosatelliten-
Markern D19S535 und D19S906 lokalisiert. Die paraisehe Berechnung der Zwei-Punkt-
LOD-Scores erbrachte fir den Marker D19S535 beirdRekombinationshaufigkeit von 0,05
einen maximalen LOD-Score von 1,36. Fur die angreden Marker wurden ebenfalls
positive LOD-Scores erreicht.

Da bei der nicht-parametrischen Berechnung der rgammiten Kopplungsdaten ein hoher
NPL-Score fur Chromosom 19q13.2 erreicht wurde,deugrneut eine Mutationsanalyse in
LDLR durchgefuhrt, diesmal bei allen betroffenen undhnbetroffenen Mitgliedern der
Familie FH1.

Mit Ausnahme des initial getesteten IndexpatieriteB sowie des Patienten 11:8, konnten
alle restlichen betroffenen Familienmitglieder atéger einer heterozygot&LR-Mutation
identifiziert werden. Diese Tatsache war mit demgebnis der Kopplungs- und
Haplotypanalyse mit Mikrosatelliten-Markern vereanb (siehe Abb. 30). Bei allen
Betroffenen mitLDLR-Mutation konnte eine Segregation der identifitaer Mutation mit
einem Haplotyp gezeigt werden (rot markiert). Deaden Betroffenen 111:5 und 11:8 sowie
alle gesunden Familienmitglieder ohbBLR-Mutation trugen eben diesen Haplotyp nicht.
Die Sequenzierung des Gens fihrte zur Identifingru der heterozygoten
Nukleotidsubstitution ¢.T664C in Exon 4 viuDLR (siehe Abb. 31a). Der Austausch von
T>C an Position 664 auf RNA-Ebene fuhrt dazu, diissAminosaure Cystein an Position
222 gegen die Aminosaure Arginin ausgetauscht {pr@222R). Die Mutation ist bekannt
und wurde zuvor bereits in der Literatur fir Hygeresterinamie beschrieben. Mit dem
Programm ConSeq wurde die Konservierung der vertgrdéminosaure untersucht (siehe
Abb. 31b). Die Analyse zeigte, dass es sich beifdeinosdure Cystein an Position 222 um
eine hochkonservierte, exponierte Aminosaure miterai funktionellen Aminoséaurerest
handelt.
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a) b)
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/! (hoch konserviert, nicht exponiert)
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Abbildung 31: LDLR-Mutation. a) Sequenzierelektropherogramme der identifiziert®LR-
Mutation. Das obere Elektropherogramm zeigt die heterozygoi664C Mutation, die bei
Betroffenen der Familie FH1 gefunden wurde. DagmnElektropherogramm zeigt die normale WT-
Sequenz. b) Konservierung der Aminosaurepositiod iR2LDLR. Bestimmung der Konservierung
sowie Identifizierung von funktionell und strukttirevichtigen Aminosauren mit dem Programm
ConSeq. Der Pfeil markiert die Aminosaure an desitm 222 in LDLR.

Die beiden Familienmitglieder III:5 und II:8 stelit eine Phanokopie dar. Sie pragten eine
klassische Hypercholesterinamie aus und waren py@isoh nicht von den restlichen
Betroffenen der Familie zu unterscheiden, obwohl die LDLR-Mutation p.C222R nicht
trugen. Die Ursache der Hypercholesterinamie istler betroffenen Mitgliedern der Familie

somit unterschiedlich.

4.2.1.4 Analyse der Region auf Chromosom 9g31.1

Es stellte sich die Frage, ob die zweite RegionGlubmosom 9g13.1, die sich bei der nicht-
parametrischen Berechnung der Kopplungsdaten faime Bedeutung hatte. Es wurde
vermutet, dass in der Familie FH1 zuséatzlich zunskdenLDLR-Mutation noch weitere
modifizierende erbliche Faktoren existieren konntgdie an die Region auf Chromosom 9
gekoppelt sind und den Phanotyp mitbestimmen. $olgbnetischen Faktoren kdnnten
maoglicherweise auch eine Erklarung fir die vorleden Phénokopien sein. Aus diesem
Grund wurde der Locus genauer untersucht.

Bei der Analyse der positionellen Kandidatengengem identifzierten Locus fiel auf, dass in
der kritischen Region das in diesem Zusammenhasgnoers relevante Ge&xBCALl liegt.

ABCAIlkodiert fur einen ABC-Transporter, der in der Mearbvon Makrophagen lokalisiert
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ist und zur grofRen Familie von Membranproteinen 6gehdie als gemeinsames
Strukturelement eine ATP-bindende Kassette besitrah spezifisch Substrate aktiv Uber
eine Zellmembran transportieren. Das Protein spiak zentrale Rolle im Lipidstoffwechsel.
Mutationen desABCA1Gens wurden im Falle der Tangier-Krankheit und deslichen
HDL-Mangels beschrieben.

Der Locus konnte durch die Markeranalyse bestatigtden (siehe Abb. 32). In der
gekoppelten Region wurde ein bestimmter Haplotyp d@r Erkrankung innerhalb der
Familie vererbt (rot markiert), wobei zu beachtest, idass das nicht-betroffene
Familienmitglied IV:6 ebenfalls diesen HaplotypgrlEs besteht die Mdglichkeit, dass bei
dem Patienten IV:6 eine etwas andere Haplotypkbasta als angegeben vorlag, da eine
vorangegangene Rekombination beim Vater nicht aatdessen werden konnte. Aufgrund
der Tatsache, dass vom Vater jedoch keine DNA gpKannte dies nicht nachvollzogen und
gepruft werden. Rekombinationsereignisse wurderkéigiem Familienmitglied identifiziert,
so dass die GroRRe der kritischen Region gegenidyeBNP-Analyse nicht weiter verringert
werden konnte. Die Zwei-Punkt-LOD-Scores der unigngen Mikrosatelliten-Marker fur die
Region auf Chromosom 9q13.1 wurden mit dem ProgrdriiMiKAGE 5.2 berechnet (siehe
Tab. 33). Bei der Berechnung wurde von einem aatasaominanten Vererbungsmodus mit
einer Penetanz von 0,8 und einer Frequenz des Ke#skllels von 0,001 ausgegangen. Die
Berechnung erbrachte fir den Marker D9S1866 beardRekombinationshaufigkeit von 0,1
einen maximalen LOD-Score von 1,08. Fur die angreden Marker wurden ebenfalls

positive LOD-Scores erreicht.
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Abbildung 32: Ergebnis der Haplotypanalyse bei defFamilie FH1 mit Hilfe von Mikrosatelliten-Markern a uf Chromosom 9q13.1.Unterschiedliche
Haplotypen sind in unterschiedlichen Farben daefiesivahrend identische Haplotypen jeweils mit giichen Farbe gekennzeichnet wurden.
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Tabelle 33 Zwei-Punkt-LOD-Score Ergebnisse der MikrosatelliterMarker auf Chromosom
99g13.1.Der maximale LOD-Score (4, fur jeden Marker wird durch fetten Druck hervdngben.

physikalische Rekombinationshaufigkeit 0
Marker iti
Pﬁjg']on 0.0 0,01 0,05 0.1 0.2 03 0.4
D9S53 106,6 -1,03 -0,02 0,52 0,64 0,57 0,36 0,14
D9S1866 106,8 -0,65 0,45 0,98 1,08 0,94 0,65 0,30
D9S1784 107,0 -0,73 0,33 0,85 0,95 0,81 0,53 0,22

Um zu uberprifen, ob iIABCAleine Mutation vorlag, wurden bei dem Indexpatieriéi

alle 50 Exons und deren Spleil3stellen amplifiziertl sequenziert. Es konnten jedoch keine
Mutationen identifiziert werden. Die phanotypischAespragung bei den Mitgliedern der
Familie FH1 war somit nicht auf Mutationen in deadlerenden Bereichen voABCA1l
zurtckzufiihren. Es wurde im Rahmen der vorliegenddaeit nicht weiter Uberprtft, ob in
der gekoppelten Region ein modifizierender geneéisdaktor vorlag, da weitere Gene auf

Chromosom 9q13.1 aufgrund ihrer Funktion als nielgvant betrachtet wurden.

4.2.2 Familien FH2-FH5

Bei vier weiteren tirkischen Familien, bei denenneei klassische familiare
Hypercholesterindmie diagnostiziert wurde, sollie oholekulare Ursache der Erkrankung

identifiziert werden.

4.2.2.1 Mutationsanalysen in den bekannten FH-Genen

Zum Ausschluss von Mutationen in den bekannten MHeB, wurden bei je einem
Indexpatienten der vier Familien Mutationsanalyseden Genem.DLR, APOB und PCSK9
durchgefihrt. AuRerdem wurden die putative Prommetpon vonLDLR sowie konservierte
miRNA-Bindungsstellen in der 3'UTR vonLDLR auf Mutationen untersucht.
Krankheitsverursachende gré3ere Deletionen odefifatipnen vonLDLR sollten mit Hilfe
der MLPA-Methode detektiert werden.

Bei keinem Indexpatienten konnte eine kausale Nartain den bekannten FH-Genen
gefunden werden. Aufgrund der Familienstruktur @6 der Familie, Anzahl der
Betroffenen) eignete sich nur die Familie FH2 flUeitere Analysen. Bei den restlichen
Familien wurde die Identifizierung der molekulargrsache der Erkrankung zunéchst nicht

weiter verfolgt.
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4.2.2.2 Kopplungsanalyse in der Familie FH2

In der Familie FH2 wird die Hypercholesterindmie & erkrankten Personen lber drei
Generationen autosomal-dominant vererbt (siehe 38p.

Um die betreffenden Loci auf Chromosom 19pl3.PUR), 2p24.1 APOB und 1p32.2
(PCSK9 sicher auszuschlieen, wurden bei allen Familiggiedern, von denen DNA-
Proben vorhanden waren, polymorphe Mikrosatellitarker in diesen Regionen typisiert
und Haplotypen erstellt.

Bis auf denLDLR-Locus konnten alle Loci mit Hilfe der Marker- urdaplotypanalyse
ausgeschlossen werden. Die vier typisierten Mikedltn-Marker fur Chromosom 19p13.2
waren mit einer kausalen Rolle déPLR-Locus vereinbar (siehe Abb. 33). In der
gekoppelten Region wurde ein bestimmter Haplotyp dar Erkrankung innerhalb der

Familie vererbt (rot markiert).

FH2 ‘——/@’
1 1:2

i A -0 e e

I1:1 11:2 11:3 1:4 I:5 11:6 1.7 11:8
D19S535 2 2 4 2 2 2
D19S581 3 1 1 1 3 1
D19S906 20l 1 20l 1 2l
D19S221 10l 1 20l 1 10l

H e o o o mE e O

"1 1:2 1:3 1:4 1:5 1:6 ;7 111:8
D19S535 1 2 1 2 3 2
D19S581 2 1 2 1 3 1
D19S906 21|01 2||l2 3 1R
D19S221 4 1 4 1 3 1

Abbildung 33: Ergebnis der Haplotypanalyse bei deFamilie FH2 mit Hilfe von Mikrosatelliten-
Markern auf Chromosom 19q13.2.Unterschiedliche Haplotypen sind in unterschiddiic Farben
dargestellt, wahrend identische Haplotypen jewaitsder gleichen Farbe gekennzeichnet wurden.

Das Ergebnis wurde durch die parametrische Berexhrder Zwei-Punkt-LOD-Scores
bestatigt, welche einen maximalen LOD-Score vorb GifF den Marker D19S906 zeigte,
sowie weitere positive LOD-Scores fur die angredeen Marker (siehe Tab. 34). Eine

Rekombinationshaufigkeit von 0,0 wurde bestétigt.
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Tabelle 34 Zwei-Punkt-LOD-Score Ergebnisse der MikrosatelliterMarker auf Chromosom
19913.2.Der maximale LOD-Score (4, fur jeden Marker wird durch fetten Druck hervdngben.

physikalische Rekombinationshaufigkeit 0
Marker iti
Pf’,\‘;'g']on 0.0 0,01 0,05 0.1 0.2 03 0.4
D19S535 10,2 0,32 0,32 0,28 0,23 0,14 0,07 0,02
D19S581 10,5 0,23 0,22 0,17 0,12 0,05 0,01 0,00
D19S906 11,7 0,55 0,54 0,46 0,38 0,22 0,10 0,03
D19S221 12,5 0,32 0,32 0,28 0,23 0,14 0,07 0,02

4.2.2.3 ldentifizierte Veranderungen in LDLR

Mutationsanalysen irLDLR bei dem Indexpatienten 11:8 der Familie FH2 flhrteum
Ausschluss einer kausalen Mutation in diesem Gemnaoch konnte eine Kopplung der
Erkrankung mit denbDLR-Locus nicht ausgeschlossen werden. Es stelltensinhdie Frage,
ob versehentlich eine kausale Mutation Ubersehedevu

Bei der Mutationsanalyse wurden beim Indexpatiertéh sieben Sequenzveranderungen
gefunden, die in den Datenbanken als SNPs annetam®n und somit zunachst nicht als
pathogen eingestuft wurden (siehe Tab. 35). Ein&S&gregation der Sequenzveranderungen
mit der Erkrankung innerhalb der Familie wurde noadht Gberpruift.

Tabelle 35: Ubersicht Uiber detektierte SNPs

Veranderung Lokalisation Referenz SNP 1D verandeBgeillen
€.940+36G>A Intron 6 rs13306513 unwahrscheinlich
c.1060+7T>C Intron 7 rs2432 unwahrscheinlich
€.1060+10G>C Intron 7 rs 12710260 unwahrscheinlich
€.1359-30C>T Intron 9 rs1003723 unwahrscheinlich
c.1706-69G>C Intron 11 rs7259278 unwahrscheinlich
€.2389+47G>A Intron 16 rs13306501 unwahrscheinlich
C.2548-42A>G Intron 17 rs6413504 unwahrscheinlich

Es ist bekannt, dass selbst krankheitsverursachbhdationen féalschlicherweise als sehr
seltene SNPs in den Datenbanken verzeichnet wurdétle identifizierten
Sequenzverdnderungen sind in den intronischen &wei von LDLR lokalisiert und
beeinflussen mdglicherweise das Spleil3en. Zur fhigstab die Verdnderungen tatsachlich
Auswirkungen auf das Spleil3en haben kénnten, wurdsiico-Pradiktionen durchgefuhrt.
Eine Analyse mit verschiedenen SpleiBvorhersaggrBnomen ergab, dass alle
identifizierten intronischen SNPs mit hoher Wahesohchkeit zu keinem veranderten
Spleil3en fluhren. Im Jahre 2002 identifizierten Allese et al. bei Patienten mit familiarer
Hypercholesterindmie ebenfalls die Sequenzveréanderii060+10G>C und aul3erdem einen
Austausch von G>A an derselben Position (Amsellénale 2002). Analysen mit einem
SpleiRvorhersage-Programm (http://www.fruitfly.oeggaben bei lhnen fir die putative neue
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Donorspleif3stelle an Position ¢.1060+10 eine Erhghdessplice scores/on 0,24 fur das
wildtypische G-Allel auf 0,87 fur das mutante A-@ll so dass wahrscheinlich eine
Konkurrenz zwischen der aberranten und der nakigticDonorsplei3stelle entsteht. Ein
verandertes SpleiBen fir das mutante C-Allel wuedeh bei ihren Analysen nicht
vorhergesagt.

Nach Bestéatigung einer Co-Segregation der Sequeirmyerungen mit der Erkrankung
innerhalb der Familie sollte zur Analyse eines deltéichen Effektes der identifizierten
Sequenzveranderungen auf das SpleiRen der mMRNADOR eine RT-PCR mit RNA eines
Indexpatienten und eines gesunden Kontroll-Individa durchgefihrt werden. Jedoch stand
keine RNA von betroffenen Mitgliedern der FamilielZ zur Verfligung, so dass auch hier

weitere Analysen in der Familie nicht durchgefiiurden.

4.3 ldentifizierung der molekularen Ursache von Woodhose-Sakati-ahnlichen

Syndromen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die molakal Ursache von autosomal-rezessiven
Woodhouse-Sakati-ahnlichen Syndromen mittels mysetler Klonierung aufgeklart werden.
Insgesamt wurden sieben Familien (HYPO1-7) anatysibei denen unter anderem
Hypogonadismus und Alopezie diagnostiziert wurdeeitédde Symptome, die teilweise bei
den Betroffenen in unterschiedlicher phéanotypisch&uspragung vorlagen waren
beispielsweise extrapyramidale Storungen, MiullengsaHypoplasie sowie mentale

Retardierung.

4.3.1 Familie HYPO1

Initial standen fur die Analysen DNAs einer konsaingn, turkischen Familie (HYPOL1), in

der bei zwei Schwestern ein Woodhouse-Sakati-dinedicSyndrom diagnostiziert worden
war zur Verfugung (siehe Abb. 34) (Tatar et al.020 Die Eltern der beiden betroffenen
Schwestern sind Cousin und Cousine ersten Gradeéshaben vier weitere Tochter, die

gesund sind. Bei beiden betroffenen Schwestern evimd Alter von 23 bzw. 34 Jahren

primarer hypergonadotroper Hypogonadismus, pastiglbpezie sowie eine Hypoplasie des
Muller-Gangs festgestellt. Damit assoziert wareldenmentale Retardierung, Mikrozephalie,
flaches Hinterhaupt, kurze und spéarliche Augenbrauglde bis maRige Kyphose und eine
dinne Oberlippe. Weder Ovarien und Uterus, noclstgawebe waren vorhanden. Bei einer

der Schwestern lag zusatzlich eine unilaterale csereurale Schwerhorigkeit vor.
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Extrapyramidale Storungen sowie Diabetes mellitugden nicht diagnostiziert, jedoch
waren die Serumwerte des strukturell dem Insulhr &anlichen Wachstumsfaktors IGF-1 im

Vergleich zu normalen Individuen reduziert.

4.3.1.1 Kopplungsanalyse und Mutationsanalysen in positiorieen Kandidatengenen in
der Familie HYPOL1

Zur ldentifikation und positionellen Klonierung desrsachlichen Gens wurde eine

genomweite Kopplungsanalyse durchgefihrt. Alle &titglieder der Familie wurden mittels

Affymetrix GeneChip Human Mapping 250 K Sty Arrapisiert.
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Abbildung 34: Graphische Darstellung der genomweite parametrischen LOD-Score
Ergebnisse.Die sieben Regionen, welche den theoretisch mdaimbOD-Score zeigten, sind mit
roten Pfeilen gekennzeichnet.

Unter Berlcksichtigung eines autosomal-rezessivehgdhgs und der Annahme von
homozygosity by desceaufgrund der parentalen Konsanguinitat, wurde tbigoretisch

maximaler parametrischer LOD-Score von 2,06 flubeme Loci auf Chromosom 2p22.3-
2p13.3 (34,9 Mb), 2g31.1 (5,3 Mb), 5931.3-5033.10 (Mb), 10925.1-10925.2 (6,2 Mb),
11912.1-11912.2 (0,6 Mb) und 18g12.3-18g21.2 (128 erreicht (siehe Abb. 34). Diese
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sieben putativen Regionen wurden auch durch niahdrpetrische NPL-Scores bestatigt
(Daten nicht gezeigt).

Zur Uberprufung der moglichen Kopplung der siebestiLmit der Erkrankung und der
gefundenen Homozygotie mit einer weiteren Methodsvies zur Feinkartierung der
Intervallgrenzen, wurden polymorphe Mikrosatellfdarker innerhalb dieser Regionen
typisiert und Haplotypen fur alle Familienmitgliedestellt.

Durch die Analyse konnten die putativen Krankheislauf Chromosom 2p22.3-2p13.3,
10925.1-10925.2, 11g12.1-11g12.2 und 18qgl2.3-18g2kusgeschlossen werden.
Homozygotie der Regionen auf Chromosom 2q31.1 uygfl 3-5933.1 konnte durch die
Markeranalyse bestatigt werden.

Eine anschlieende Analyse der positionellen Katdithene beruhte zunachst auf der
Uberlegung, ob die bekannten funktionellen Eigeaftien der Gene mit den Symptomen in
der Familie vereinbar waren. Als besonders relev&@ndidatengene der Regionen wurden
DLX1, DLX2, GPR155(2g31.1) und=GF1 (5931.1-5933.1) betrachtet. Alle Exons und deren
Splei3stellen der vier Gene wurden bei der Indegptn I1:2 amplifiziert und sequenziert.
Krankheitsauslosende Mutationen waren in keinenGa#ere nachweisbar.

Wahrend der Sequenzierung von Kandidatengenen wemdeGen fir das pleiotrope
Woodhouse-Sakati Syndrom verdffentlicht (Alazamiaét 2008). Die seltene systemische
Erkrankung ist vor allem charakterisiert durch Hgpoadismus, Alopezie, Diabetes mellitus,
mentale Retardierung, extrapyramidale StorungenSoidverhérigkeit (Medica et al., 2007,
Woodhouse et al., 1983). Alazami et al. identifitga das bis dato nicht annotie@2orf37
Gen und beschrieben eine homozygote 1Bp-Deletimnsidh als Grindermutation in der
saudi-arabischen Population herausstellte sowiée wleitere homozygotdoss-of-function
Mutationen in Patienten anderer Ethnizitaten. Ad8er zeigten sie, dass das C2orf37-Protein
im Nucleolus vorkommt, Uber seine Funktion dorféstoch nichts weiter bekannt. Aufgrund
der phéanotypischen Uberlappungen wu@®orf37 als relevantes Kandidatengen fur das
diagnostizierte Syndrom in Familie HYPOL in Betrtagbzogen.

C2orf37liegt auf Chromosom 2q31.1 und somit genau in deeuk, fir den eine mdgliche
Kopplung mit der Erkrankung in der Familie HYPO Endifiziert wurde. In Abbildung 35 ist
das Ergebnis der Haplotypanalyse bei der Familide@Y mit Hilfe von Mikrosatelliten-
Markern auf Chromosom 2g31.1 dargestellt. Beideroffenen Schwestern zeigten
Homozygotie fur sieben Marke€2orf37liegt zwischen den Markern D2S2177 und D2S333.
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HYPO1

D2S376

D2S2177
D2S333

D2S2302
D2S2381
D2S2307
D2S2188
D2S2257
D2S2981
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Abbildung 35: Ergebnis der Haplotypanalyse bei Faritie HYPOL1 mit Hilfe von Mikrosatelliten-
Markern auf Chromosom 2q31.1. Unterschiedliche Haplotypen sind in unterschidwiic Farben
dargestellt, wahrend identische Haplotypen jewsiis der gleichen Farbe gekennzeichnet wurden.
Bei den Betroffenen lag Homozygotie fiir diesen Loauf Chromosom 2 vor.
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Die parametrische Berechnung der Zwei-Punkt LODrSoder untersuchten Marker
bestétigte das Ergebnis (siehe Tab. 36). Die Bereth mit dem Programm LINKAGE 5.2
erfolgte unter der Annahme eines autosomal-rezesssterebungsmodus und einer Frequenz
des Krankheitsallels von 0,001. Der theoretischimale LOD-Score von 1,64 wurde fir die
Marker D2S333, D2S2302, D2S2307 und D2S2188 beir dekombinationshaufigkeit von
0,0 erbracht. Fur die Marker D2S376 und D2S217 den@ine Kopplung mit der Erkrankung
ausgeschlossen.
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Tabelle 36 Zwei-Punkt-LOD-Score Ergebnisse der MikrosatelliterMarker auf Chromosom
2031.1.Der maximale LOD-Score (4, fur jeden Marker wird durch fetten Druck hervdngben.

physikalische Rekombinationshaufigkeit 0

Marker Pf’,\‘;'g']on 0.0 0,01 0,05 0.1 0.2 03 0.4
D2S378 171,3 0o -0,63 -0,04 0,13 0,17 0,10 0,03

D2S2177 171,5 0o -1,21 -0,56 -0,32 -0,13 -0,04 -0,00

D2S333 172,0 1,64 1,60 1,45 1,25 0,86 0,49 0,18
D2S2302 172,2 1,64 1,60 1,45 1,25 0,86 0,49 0,18
D2S2381 172,3 0,80 0,78 0,70 0,60 0,41 0,24 0,09
D2S2307 175,1 1,64 1,60 1,45 1,25 0,86 0,49 0,18
D252188 175,3 1,64 1,60 1,45 1,25 0,86 0,49 0,18
D2S2257 175,8 0,20 0,19 0,16 0,12 0,07 0,03 0,01
D2S2981 175,8 0,20 0,19 0,16 0,12 0,07 0,03 0,01

4.3.1.2 ldentifizierung der C2orf37-Mutation ¢.1091+1G>A in der Familie HYPO1
DasC2orf37-Gen besteht aus insgesamt 14 Exons und kodieeirfis20 Aminosaure grol3es
Protein. Die Amplifikation und direkte Sequenziegualer kodierenden Exons va&Rorf37

bei der Indexpatientin 1I:2 fihrte zur Identifizierg eines homozygoten Basenaustausches an
Position +1 der Donor-Splei3stelle in Intron 101091+1G>A) (siehe Abb. 36). Die
Segregationsanalyse anhand aller Familienmitgliegegab, dass beide betroffenen
Schwestern homozygot und die Eltern heterozygotdfér Mutation waren. Die gesunden
Schwestern der beiden Betroffenen waren homozygatds Wildtyp-Allel.

C2orf37
c.1091+1G>A

N Q V K

—A——*— ~———+ Intron 10

AATCAAG TCAAATGAGTAATC
AIA

Mut/Mut

Abbildung 36: Sequenzierelektropherogramme der identifiziertenC2orf37-Mutation. Das obere
Elektropherogramm zeigt die homozygote c.1091+1GMAtation, die bei den betroffenen
Schwestern (111, 11:2) gefunden wurde. Das untdekitopherogramm zeigt die normale homozygote
WT-Sequenz.
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Die identifizierte neue Mutation war in keiner deerwendeten Datenbanken als SNP
verzeichnet. Mittels Sequenzierung wurden 100 g#sutiirkische Kontrollindividuen
genotypisiert. Der Basenaustausch war im Kontrdikdv nicht nachweisbar.

Alazami et al. identifizierten in Zwillingen mit @gnostiziertem Woodhouse-Sakati Syndrom
aus dem Mittleren Osten die Spleilimutation ¢.109%>€% und konnten zeigen, dass die
Mutation einskippingvon Exon 10 bewirkt. Bei der identifizierten ¢. 169 G>A Mutation
kann man mit Sicherheit davon ausgehen, dass diiech/eranderung der konservierten
Konsensussequenz der 5°-Spleil3-Donorstelle durohAdstausch von G>A an der Position
+1 in Intron 10, diese durch das Spleilosom nickehmerkannt wird und ein irregular
gespleil3tes Transkript entsteht. Hochst wahrsachirlommt es bei der Prozessierung der

pra-mRNA ebenfalls zu eineskippingvon Exon 10.

4.3.2 Familien HYPO2 und HYPO3

In zwei weiteren konsanguinen Familien mit Woodte8skati-ahnlichem Syndrom konnten
bei betroffenen Mitgliedern krankheitsrelevante loaggote Mutationen inC2orf37
identifiziert werden. In der aus Paléstina stammeené&amilie HYPO2 wurde bei zwei
Schwestern ein Woodhouse-Sakati-ahnliches Syndragndstiziert. Die Familie HYPO3 ist
belgischen Ursprungs und auch hier tritt ein WoaleeSakati-ahnliches Syndrom bei zwel
Geschwistern auf. Die klinische Beschreibung aBetroffenen wurde bereits vor einigen
Jahren veroffentlicht (Devriendt et al., 1996, Mdgae et al., 2003). Die phanotypischen
Auspragungen gleichen denen, die fur Familie HY®@dchrieben wurden, wobei die beiden
belgischen Schwestern zusatzlich progressive eutmapdale Storungen aufweisen. Die
Eltern in beiden Familien sind Cousin und Cousirstem Grades und haben weitere, nicht
betroffene Kinder.

Um herauszufinden, ob in den Familien ein homozygétaplotyp derlC2orf37%Region auf
Chromosom 2qg31.1 vorlag, wurden initial Mikrosateti-Marker fiir diese Region typisiert.
Die Betroffenen zeigten Homozygotie fur die Region,der C20rf37 lokalisiert ist (siehe
Abb. 37). Somit waren die Haplotypen der Familievif©2 und HYPO3 mit homozygoten

kausalen Mutationen in diesem Gen vereinbar.
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HYPO2

T
38

D2S376

D2S2177
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D2S2307
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Abbildung 37: Ergebnis der Haplotypanalyse bei derFamilien HYPO2 und HYPO3 mit Hilfe
von Mikrosatelliten-Markern auf Chromosom 2¢31.1. Unterschiedliche Haplotypen sind in
unterschiedlichen Farben dargestellt, wahrend islem Haplotypen jeweils mit der gleichen Farbe
gekennzeichnet wurden. Bei den Betroffenen lag Hoymotie fur diesen Locus auf Chromosom 2
vor.
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Mutationsanalysen fuhrten zur Identifizierung der Bp-Deletion c¢.436delC bei den
betroffenen Schwestern 11:1 und II:2 der Familie Y2 und der 1 Bp-Deletion c.54delC bei
den betroffenen Geschwistern 11:2 und 1I:5 der HReEmHYPO3 (siehe Abb. 38). Die
Mutationen fuhren zu einer Verschiebung des Leseeals und zu einem vorzeitigen Stopp-
Codon (p.Q146LfsX204, p.G18AfsX59). Die Eltern wargeweils heterozygot fur die
entsprechende Mutation und die gesunden Geschwisteozygot fur das Wildtyp-Allel. Bei
der c.436delC Mutation handelt es sich um die Getmdtation, die bereits von Alazami et

al. in acht saudi-arabischen Familien identifiziearde (Alazami et al., 2008).
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HYPO2 HYPO3
C2orf37 C20rf37
c.436delC, p.Q146LfsX204 c.54delG, p.G18AfsX59
K 1 Y L H L I R A L A A S R
AAAATATA '1'*'[' TGCACCTTAT CGGGCGC TG G*C TGCTTCTCGC
delC/delC delG/delG
Mut/Mut 4. | . .
I \ | W J
ALAATATAT CTTGCACCTTA COGGCGCTOGOC TGO TTCTCO
C/C GIG

WT/WT

it

Abbildung 38: Sequenzierelektropherogramme der identifiziertenC2orf37-Mutationen in den
Familien HYPO2 und HYPOS3. Das obere Elektropherogramm zeigt jeweils die hgmotz
Mutation, die bei den Betroffenen gefunden wurdas Dntere Elektropherogramm zeigt die normale
WT-Sequenz.

4.3.3 Familien HYPO4-HYPO7

Bei einer nicht-konsanguinen belgischen Familie B4) und einer deutschen Familie
(HYPO5), einer konsanguinen turkischen Familie (KD7® sowie einer weiteren
maoglicherweise konsanguinen deutschen Familie (H&)R@it Woodhouse-Sakati-ahnlichen
Syndromen, konnten bei den betroffenen Mitgliedegime kausalen Mutationen {©20orf37
identifiziert werden.

Durch initiale Typisierung von Mikrosatelliten-Magtn fir dieC2orf37Region konnte das
C20rf37-Gen bei allen Familien zunachst nicht ausgescetosgerden (siehe Abb. 39).
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HYPO4 HYPOG
D__()
1 -2
1:1 11:2 11:3 1:1
D2S333 1 2 1 2 D2S376 1 1
D2s2302 1 MM 2 1002 D2S2177 1801
D2S2381 1 2 1 2 D2S333 1 2
D2s2307 10l 2 1002 D252302 1002
D2S2381 i | B
D2S2307 il | B
D2S2188 il | B
D2S2257 i | K
D2S2981 il | P
HYPO5 HYPO7
;1 |:2 ;1 |:2
D2S333 20212001
‘ a D2S2302 d IENEY | E
’ D2S2381 20212001
II:1 11:2 D252307 A EE | B
D2s376e 1@l 1 10l 1 D2S2188 2l NEREA | B
D2s2177 1@l 1 1@ 1 D2S2981 7] JIEREN | K
D2s333  1Ml2 1002
D2s2302 1 8N2 1802 i & ﬁ é
D2s2381 1MM2 1002
D2S2307 1 11 1 11:2 !:3 11:4 I1:5
D2s2188 2@l 1 20Nl 1 D2s333 2[|H1 2/|01 2802 2||§2
D2s2257 1MHl1 1@f1 D2s2302 1(|M2 1/|02 1801 1||§1
D2s2981 1HM2 1HHN?2 D2s2381 2(|H1 2||H1 2002 2|[f2
D2s2307 3(|{H1 3/|0#3 2003 3|03
D2s2188 3((M2 3||W1 2801 3||H1
D2s2981 1L/M1 1M1 2HN1 10UH1

Abbildung 39: Ergebnis der Haplotypanalyse bei derFamilien HYPO4, HYPO5, HYPOG6 und
HYPO7 mit Hilfe von Mikrosatelliten-Markern auf Chr omosom 2q31.1.Unterschiedliche
Haplotypen sind in unterschiedlichen Farben daefjestvéahrend identische Haplotypen jeweils mit
der gleichen Farbe gekennzeichnet wurden.

Bei der anschlielenden Amplifikation und direktesg@enzierung aller kodierenden Exons
von C2orf37wurden jedoch bei den Betroffenen keine Mutatioiemntifiziert.

Bei der Familie HYPO7 wurde nach Ausschluss eirersklen Mutation irC20rf37 zur
Identifikation und positionellen Klonierung des &eklichen Gens eine genomweite
Kopplungsanalyse durchgeftihrt. Alle sechs Mitglrederden mittels Affymetrix GeneChip
Human Mapping 250 K Sty Array typisiert. Unter Bek8ichtigung eines autosomal-

151



Ergebnisse

rezessiven Erbgangs und der Annahme homozygosity by desceatifgrund der parentalen
Konsanguinitat, wurde ein theoretisch maximalerapeetrischer LOD-Score von 2,05 fur
funf Loci auf Chromosom 6q22.33-6023.2 (6,6 Mb)29d-9p23 (1,8 Mb), 14911.2-14q12
(9,7 Mb), 16 p13.1-16p12.3 (4,2 Mb) und 16pl12.1116R (3,4 Mb) erreicht. Diese funf
putativen Regionen wurden auch durch nicht-parascbte NPL-Scores bestétigt (Daten
nicht gezeigt). Eine Exom-Sequenzierungrdeted exome sequencing den gekoppelten

Regionen wird nun durchgefihrt.

4.4 Identifizierung einer molekularen Ursache des Wiedmann-Rautenstrauch

Syndroms
Die kausale molekulare Ursache des autosomal-ieeessWiedemann-Rautenstrauch
Syndroms ist bisher unbekannt. Zur Identifizierudgs krankheitsverursachenden Gens
wurde bei einem Patienten mit diagnostiziertem \&fednn-Rautenstrauch Syndrom, der aus
einer tudrkischen konsanguinen Familie (WR1) stamrethe Exom-Sequenzierung
durchgefuhrt.
Initial erfolgte auf dem Illumina Genome Analyzéx kin single readLauf mit zwei Spuren.
Nach Filterung der Exom-Daten wurden mehrere pmirkrankheitsrelevante Varianten
untersucht. Mittels Sanger-Sequenzierung konntkn gdtesteten Varianten entweder nicht
verifiziert werden oder das Ergebnis der Segrega#inalyse in der Familie war mit der
Erkrankung nicht vereinbar. Da nachfolgend keintgergssanten Kandidatengene Ubrig
geblieben sind und aufgefallen ist, dassatiegeragenicht gut war, wurde zur Erh6hung der
coverageein zweiter Lauf auf einer dritten Spur der Flieliz durchgefuhrt. Nach zwei
Laufen betrug die Gesamtanzahlraads122167407 und die durchschnittlicbeveragel 26.
Dabei lag diecoveragefur 91,58 % aller Bereiche bei mindestens 5 urmd7f[,67 % bei
mindestens 30. Insgesamt wurden 583363 VariantéelsnExom-Sequenzierung detektiert.
Um darunter die kausale pathogene Mutation zu ileeten, wurden verschiedene
bioinformatische Filterstrategien genetisch undkfiomell angewendet. Die Filterstrategie ist

in Abbildung 40 graphisch dargestellt.
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Anzahl der Varianten

| 583 |
3 PHRED_CONSENSUS_QUAL>9
| 400402 |
anicht in dbSNP (auRer HGMD)
| 64268 |
anicht in 1000 Genomes (Stand Oktober 2010)
| 58291 |
3 nicht in Inhouse Datenbank des CCG (Stand Februar 20  11)
| 52199 |
3 innerhalb von Kopplungsintervallen
| 3152 |
aprozentualer Anteil des varianten Allels >75 %
| 502 |
3 Spleil3-Mutationen und Mutationen, die die Proteinse  quenz verandern
12

Abbildung 40: Filterstrategie zur ldentifizierung der kausalen Mutation bei einem Patienten mit
Wiedemann-Rautenstrauch Syndrom.Die Anzahl der mittels Exom-Sequenzierung detelere
potentiell krankheitsrelevanten Varianten konntecbuverschiedene genetische und funktionelle
Filter von insgesamt 583363 auf 12 reduziert werden

Zunachst wurden Varianten vernachlassigt, fur de¥ Qualitats-Score der SAMtools
variation caller software<9 lag. Dieser Schritt diente dem Aussortieren fadsch positiven
Ergebnissen. Weiterhin fuhrte eine Filterung na&bfigen Varianten zu einer Reduktion der
Anzahl an potentiellen krankheitsrelevanten Vaganum den Faktor 8. Dabei wurden
Varianten, die in dbSNP und gleichzeitig nicht iar Human Gene Mutation Database
(HGMD) sowie in1000 Genomesind der Inhouse Datenbank des CCGs annotiert waren
aul3er Betracht gelassen. Aufgrund des autosome$sezn Erbgangs der Erkrankung und
der parentalen Konsanguinitat bot es sich an Komsdaten als Filter zu nutzen. Es wurde
bei dem Patienten eine Bestimmung homozygoter Regidasierend auf einer genomweiten
SNP-Analyse durchgefuhrt, die der Detektion von bpygoten Haplotypen diente. Die
Berechnung des LOD-Scores fir jeden einzelnen SH® Rhatienten erfolgte mit dem
Programm ALLEGRO und ausschlief3lich fir bekanntdPSkhit rs-Nummer. Dabei wurde
ein autosomal-rezessiver Vererbungsmodus mit @oitiger Penetranz und einer Frequenz
des Krankheitsallels von 0,001 verwendet. AufRerdenrde bei der Analyse davon
ausgegangen, dass bei den Eltern des PatienterKemsanguinitat ersten Grades vorliegt.

Insgesamt konnten 55 putative homozygote chromolgoiRagionen identifiziert werden
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(siehe Tab. 37). Es wurden nur Regionen bertickgiclm denen fir die SNPs positive LOD-
Scores erreicht wurden. Alle mittels Exom-Sequenzig detektierten Varianten, die nicht
inerhalb der Kopplungsintervalle lagen, wurden @i$entiell krankheitsrelevante Varianten
ausgeschlossen. Diese Filterung nach Kopplung snsieh als besonders effizient, da
hierdurch die Anzahl der Varianten um den Faktov@d 52199 auf 3152 reduziert werden
konnte. Durch das Aussortieren von varianten Afielderen Haufigkeit unter 75 % lag,
wurde die Anzahl an Varianten auf 502 verringerteinem letzten Schritt wurden nur solche
Varianten als potentiell krankheitsrelevant in Belit gezogen, die zu einer veranderten
Proteinsequenz fuhren oder moglicherweise das @pieibeeintrachtigen, wodurch die
Anzahl der Varianten auf 12 reduziert wurde. Didse Varianten sind in Tabelle 37

aufgelistet.
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Tabelle 37: Mittels Kopplungsanalyse identifiziertehomozygote chromosomale Regionen beim
Patienten mit Wiedemann-Rautenstrauch SyndromSIGNAL_FROM und SIGNAL_TO = Start-
und Endposition der SNPs, die die homozygoten Regidegrenzen. In der grau unterlegten Region
befindet siclPYCR1

CHROMOSOM SIGNAL_FROM SIGNAL TO MAX_LOD
1 247921791 248525639 1,0908
2 84339452 88230028 0,7595
4 164438791 169812834 1,1995
4 170483485 175788210 1,1984
4 151024106 153884094 0,5990
4 157824258 160196207 0,9233
6 25689487 26091336 0,1177
7 106272305 113518434 1,1996
8 12878830 13959749 1,0834
9 123903840 125075782 0,2845
9 74846189 77684690 0,0664
9 69846339 74450815 1,1996
9 35562329 37305830 0,6718
9 33116239 34834494 1,1993
9 127089775 137135579 1,1997
9 20295035 24249659 0,0738
9 16775725 19023796 0,5146
10 90984787 91679668 0,6364
11 48387424 49192906 0,388
11 46356978 47350287 0,7626
13 33344242 34405366 0,3216
13 19700642 19999913 1,0446
13 43872453 46358321 1,0252
13 74771594 78211376 1,1573
13 79894879 95715149 1,1989
13 98115374 103297436 1,1996
13 49785877 50244041 1,1919
14 100103539 101656225 1,0655
14 51434126 54417522 1,1984
15 97387857 102187181 1,1996
15 66063428 67292960 0,7256
15 23603413 27890491 1,1749
15 91304325 91795203 0,9876
15 74659609 75614821 0,0863
16 28374197 29113498 1,1991
16 79245961 82182832 1,1996
16 46433043 50353708 1,1120
16 21809190 23713315 0,1910
16 29809635 32399425 1,1065
16 8449478 11862378 1,1996
16 15116625 20956100 1,1996
17 78196744 80577127 1,1995 |
17 7726667 8655415 1,1805
18 23866585 30349691 1,1996
18 49139415 51889056 1,0781
18 18517247 22128052 1,1994
18 11619800 12264550 0,7637
18 7135797 10568160 0,4035
20 49747179 54578843 1,1793
20 44269077 47957298 1,1996
20 34148012 41949737 1,1996
20 20439237 21346442 0,7354
20 5753579 6662309 1,1791
20 2739583 5513629 1,1902
22 24034288 24622648 0,2387
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Tabelle 38: Krankheitsrelevante Varianten nach Filerung der Exom-Daten. CHR = Chromosom, POSTION = Position der Varianté]RED
CONSENSUS QUAL = Qualitats-Score der SAMtowkmiation caller software TOTAL DEPTH =coverage Gesamtzahl dereads welche die Variation
Uberspannen, VAR = Variation, VAR FREQ = prozergu@inteil des varianten Allels, ENS TRANSCRIPT IDEnasemble Transcript ID, GENE = Gen, GENE
STRAND = Genorientierung, PROT CHANGE = Mutatiorf &uoteinebene, POLYPHEN PREDICT = Polyphen Voragesder Pathogenitét einer Mutation,
LOD SEGM SIZE = GroRe der homozygoten chromosomBlegion, MAX LOD = maximal erreichter LOD-Scoredar homozygoten Region. Die im Rahmen
dieser Arbeit fir das Wiedemann-Rautenstrauch $yndfetektierte kausale VarianteRlY CR1wurde grau unterlegt.

CHR POSITION PHRED TOTAL VAR VAR GENE GENE PROT POLYPHEN LOD MAX
CONSENSUS DEPTH FREQ STRAND CHANGE PREDICT SEGM LOD
QUAL SIZE
[Bp]

9 130941362 10 3 A>C 100 Clz1 - Val375Gly benign 10045804 1,1997
9 33470059 140 50 G>A 98 NOL6 - Thr170lle probably damaging 1718255 1,1993
9 131073230 255 169 G>A 99 TRUB2 - Asn202Lys benign 10045804 1,1997
14 531909694 255 141 A>G 100 PSMC6 + lle331Val benign 2983396 1,1984
14 52899057 255 155 G>A 99 TXNDC16 - Arg815Cys benign 2983396 1,1984
15 101586235 255 117 G>A 97 LRRK1 + Gly1005Ser 4799324 1,1996
16 20084887 10 3 A>G 100 GPR139 - Serl8Pro benign 5839475 1,1996
17 79612534 10 3 A>C 100 TSPAN10 + Thr185Pro probably damaging 2380383 1,1995
17 80332687 10 3 A>C 100 UTS2R + Lys163GIn benign 2380383 1,1995
17 80046287 11 3 A>G 100 FASN - Ser858Pro probably damaging 2380383 1,1995
17 79892546 42 5 C>T 100 PYCR1 - Gly206Arg probably damaging 2380383 1,1995 |
20 3674342 42 5 A>G 100 SIGLEC1 - Val1087Ala probably damaging 2774046 1,1902

156



Ergebnisse

Bei einer der 12 detektierten Varianten, die naittleriing der Exom-Daten Ubrig blieben und
als potentiell krankheitsrelevant betrachtet wurdeandelte es sich um die homozygote
Nukleotidsubstitution c.G616A irRYCRGen (siehe Tab. 38). Der Austausch von G>A auf
RNA-Ebene flihrt dazu, dass die Aminosaure GlycirPasition 206 gegen die Aminosaure
Arginin ausgetauscht wird (p.G206R). Im Jahre 20@®nte unsere Arbeitsgruppe im
Rahmen der von Reversade et al. durchgefuhrtenieStBY CR1 als kausales Gen flr
verschiedene spezifische syndromale Erkrankungenklahisch Uberlappende Phéanotypen
aufweisen, beschreiben (Reversade et al., 2009).wkslen Missense-, Spleil3- und
frameshiftMutationen in Patienten mit Gerodermia Osteody&jia, Wrinkly Skin Syndrom
und de Barsy Syndrom identifiziert. Hauptsachlichdsdie Erkrankungen durch einen
progeroiden Aspekt, laxe und faltige Haut sowieeOpenie gekennzeichnet. Zusatzlich zu
der typischen Cutis laxa fanden sich bei den Paen eine intrauterine
Wachstumsverzogerung, eine schwere mentale Retandieind eine typische Facies, sowie
eine Agenesie oder Hypoplasie des Corpus callosutineine KataraktPYCR1besteht aus
sieben Exons und kodiert fir die 319 AminosaurerfassendeA’-Pyrrolin-5-Carboxylat
Reduktase, ein Enzym welches den letzten Schritt d#e novo Synthese von Prolin
katalysiert. Reversade et al. konnten zeigen, diss PYCR1-Protein mitochondrial
lokalisiert ist und sowohl zur Aufrechterhaltung d®rmalen mitochondrialen Morphologie
und des mitochondrialen Membranpotentials beitratg, auch gleichzeitig eine protektive
Funktion gegen oxidativen Stress ausubt, moglicessvdurch Inhibition von Apoptose.
Aufgrund der progeroiden phanotypischen Uberlappangpn Gerodermia Osteodysplastika,
dem Wrinkly Skin Syndrom und dem de Barsy Syndroimdam Wiedemann-Rautenstrauch
Syndrom wurde die Variante RYCR1 im Vergleich zu den restlichen Varianten, diemac
Filterung der Exom-Daten ubrig geblieben sind, iassdm Zusammenhang als besonders
relevant betrachtet.

Die coverageder mittels Exom-Sequenzierung detektierten VagiamPYCR1war mit 5 sehr
niedrig und somit konnte es sich durchaus um eaftgclh positive Variante handeln (siehe
Tab. 38). Zur Verifizierung der Variante und zurg&sgationsanalyse innerhalb der Familie
WR1 wurde Exon 5, in welchem die c.G616A MutationPYCR1lokalisiert ist, bei dem
betroffenen Patienten und dessen gesunden Elteptifiarart und direkt nach der Sanger-
Methode re-sequenziert (siehe Abb. 41).
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c.G616A, p.G206R

R p.G206R
V R L G A Q A !

e e e I A 201 LEWRLGAQAL LEARKMLLHES 220
GTCCGCCT%&FGGCCCEGGCC becebbbebb bbebb

= £ £

Konservierung

B 3 2 5 6 7 1EER

variabel durchschnittlich konserviert

Patient

exponierter Aminoséurerest
(neural-network Algorithmus)

b nicht exponierter Aminosaurerest

Vater (neural-network Algorithmus)

f vorhergesagter funktioneller Aminosaurerest
(hoch konserviert, exponiert)

S vorhergesagter struktureller Aminosaurerest
(hoch konserviert, nicht exponiert)

CTCCGCCTCAGGGC CCAGGCC
G/IA

Mutter A

c.G616A, p.G206R
ATG TGA

Abbildung 41: Kausale PYCR1-Mutation. a) Sequenzierelektropherogramme der identifizierten
PYCRMutation. Das obere Elektropherogramm zeigt dientdizierte homozygote c.G616A
Mutation bei dem Patienten mit Wiedemann-Rautenstra Syndrom. Die unteren
Elektropherogramme zeigen die c.G616A Mutation ietelozygoten Zustand bei den Eltern des
Patienten. p Konservierung der Aminosaureposition 206 in PYCHestimmung der
Konservierung sowie ldentifizierung von funktionatid strukturell wichtigen Aminoséauren mit dem
Programm ConSeq. Der Pfeil markiert die Aminosaue der Position 206 in PYCRLI.
c) Schematische Darstellung der Genstruktur R¥ICR1 Exons werden durch Boxen reprasentiert,
Introns durch Linien.

Durch die Analyse konnte das Vorhandensein der I6@6Mutation im homozygoten
Zustand beim Patienten bestatigt werden. Die gesufdtern waren heterozygote Trager der
Mutation. Die meisten der von Reversade et al. titizilerten PYCR1Mutationen traten
gehauft in den Exons 4-6 auf, die fur die katabftes Doméane des Proteins kodieren
(Reversade et al., 2009). Bei einem Patienten magndstizierter Gerodermia
Osteodysplastika wurde ebenfalls die c.G616A (p8R)OMutation gefunden, was fir die
Kausalitdt dieser Variante bezogen auf das WiedamRautenstrauch Syndrom sprach.
Weiterhin wurden fir die Mutation 130 ethnisch aigdnene Kontrollindividuen getestet.

Die Nukleotidsubstitution war im Kontrollkollektimicht nachweisbar. Mit dem Programm

158



Ergebnisse

ConSeq wurde die Konservierung der veranderten Asdiare untersucht (siehe Abb. 41).
Die Analyse zeigte, dass es sich bei dem GlycifPasition 206 um eine hochkonservierte
Aminosaure in einer funktionellen Doméane handelir Bie Aminosduren in der direkten
Umgebung wurde ebenfalls eine hohe Konservierumigergesagt.

Bei drei weiteren Patienten mit der klinischen \éatutsdiagnose Wiedemann-Rautenstrauch
Syndrom (WR2-4) wurden MutationsanalyserPMCR1durchgefiihrt. Bei keinem Patienten
konnte eine weitere Mutation gefunden werden.

Mit Hilfe der Exom-Sequenzierung ist es gelungea,rdolekulare Ursache des Wiedemann-
Rautenstrauch Syndroms bei einem Patienten aus komsanguinen turkischen Familie
aufzuklaren. Vor allem die Verwendung von Kopplwtegen bei der Filterung der Exom-
Daten erwies sich dabei als besonders effizientciDuwie Identifizierung der kausalen
p.G206R Mutation irPYCR1 wurde auf molekularer Ebene gezeigt, dass dasiéktiann-
Rautenstrauch Syndrom zum selben klinischen Spekime Gerodermia Osteodysplastika,
das Wrinkly Skin Syndrom und das de Barsy Syndremg. Es handelt sich vermutlich um
allelische Erkrankungen. Weitere genetische undtionelle Analysen sind notwendig, um
Faktoren zu identifizieren, die eine Rolle in deratl®genese spielen und die

unterschiedlichen klinischen Erscheinungsbilderii&rankungen erklaren.
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5 Diskussion

Verschiedene metabolische Stérungen stellen fudidaaskulare Ereignisse und die
Progression der Atherosklerose Hauptrisikofaktatan Sie sind von grol3tem Interesse, da
die Atherosklerose mit einer zerebrovaskularen kadlialen Manifestation in Form der
koronaren Herzerkrankung einhergeht und fur etwa@®b@er Todesfélle in den westlichen
Industrienationen verantwortlich ist. Neben Umwadtiren spielt bei metabolischen
Stérungen auch eine Vielzahl genetischer Faktonea Rolle, jedoch sind diese noch nicht
vollstandig aufgeklart. Im Rahmen dieser Arbeittsal daher neue genetische Faktoren sowie
molekulare Mechanismen von Lipidstoffwechselstoemgidentifiziert und untersucht

werden.

5.1 Mutationsanalysen bei Patienten der LIANCO Studie

Bei der LIANCO Studie handelt es sich um eine sgir charakterisierte und publizierte
Kohorte (Gouni-Berthold et al., 2005, Gouni-Berthat al., 2005). Sie wurde von Herrn
Prof. WilhelIm Krone und Frau Prof. Gouni-Bertholdnv Institut fur Innere Medizin 1l der
Uniklinik Koln initiiert, um den Zusammenhang zwm&n genetischen Mutationen,
Serumlipoproteinen, anderen biochemischen Parameterd klinischen Daten und
Atherosklerose zu bewerten. Von 1999 bis 2002 wurthe Raum Koln 5000 deutsche
Patienten rekrutiert. Einschlusskriterium fur dietude war das Vorliegen von
kardiovaskuléaren Risikofaktoren. Die klinischen &ater Patienten wurden erhoben, Lipid-
Parameter analysiert und Blutproben zur spatereA-BEktraktion eingefroren. Bei vielen der
Patienten wurde eine Hypercholesterinamie und v Bigpertriglyzeridamie festgestellt. Eine
molekulargenetische Untersuchung dieser Patientemsichtlich der vorliegenden
Dyslipidamie, war bisher nicht erfolgt und wurdesaliesem Grund im Rahmen dieser Arbeit
initiiert. Fur die Analysen standen 200 genomisbiNAs von Patienten der LIANCO Studie
mit diagnostizierter Hypercholesterinamie zur Veuilg, die zum Zeitpunkt der
Rekrutierung im Plasma Gesamtcholesterin-Werte chveis 200-600 mg/dl und LDL-Werte
zwischen 150-500 mg/dl aufwiesen. Zur Bestimmung BRitationsspektrums wurden die
bekannten FH-GeneDLR, APOB und PCSK9bei den Patienten auf Mutationen untersucht.
Auf Mutationsanalysen iPARH wurde verzichtet, da aufgrund der LDL-Werte und de
weiteren phanotypischen Auspragung bei den Patiemieht davon auszugehen war, dass

eine autosomal-rezessive Form der FH vorliegt.
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Bei immerhin 20 % der molekulargenetisch unterserchPatienten ohne beschriebene
positive Familienanamnese konnte eine kausale dmtgote Mutation irLDLR identifiziert
werden. Neuste Studien haben gezeigt, dass in dear@bevolkerung bei 52-76 % der
Patienten mit diagnostizierter FH, Mutationen LBDLR gefunden werden. Die geringere
Haufigkeit an identifizierte.LDLR-Mutationen in der Kohorte lasst sich mit der Taksa
begrinden, dass fir die Patienten eine positive ille@namnese fur FH eben nicht
beschrieben war. Es ist beachtenswert in einett fachilidr-basierten Kohorte bei immerhin
20 % der Patienten eine monogene Mutation zu findesache fir die erhéhten Cholesterin-
Werte bei Patienten der LIANCO Studie ohne kaub&léation in den bekannten FH-Genen
sind wahrscheinlich andere genetische Faktoren adeth Umweltfaktoren, wie die
Ernahrung, Gewicht und der personliche Lebensdi@, generell zur Entstehung und dem
Verlauf der Erkrankung beitragen. Bei der idenigiten APOBMutation ¢c.G10499A bei
dem Patienten HC171, die zu einem Austausch demdésédure Arginin an Position 3500
gegen Glutamin fuhrt (p.R3500Q), handelt es sicheume bekannte Griindermutation in der
europaischen Gesellschaft, die vor 7000 Jahremalstaufgetreten ist (Myant et al., 1997).
Eine weitere Missense-Mutation an derselben Positibe eine Substitution von Arginin
gegen Tryptophan bewirkt (p.R3500W), stellt einelgiermutation in der asiatischen
Population dar und kommt dort mit einer &hnlich élFrequenz wie p.R3500Q in Europa
vor (Choong et al., 1997).

5.1.1 LDLR-Mutationen

In den meisten Populationen tritt die heterozygevem der FH mit einer Pravalenz von
0,2 % auf. Auf molekularer Ebene ist die FH einérsieeterogene Erkrankung. Seit der
Charakterisierung delsDLR-Gens im Jahre 1985 wurden Uber 1Q0DLR-Mutationen als
kausale Ursache fir FH identifiziert und die Anzatdigt stetig weiter an (Sudhof et al.,
1985). Eine exzellente Ubersicht (ber die ideriéfien LDLR-Mutationen findet sich in
zwei LDLR-Mutationsdatenbanken, die unter http://www.uctukddIr/Current und
http://mwww.umd.necker.fr abrufbar sind und standigualisiert werden. In sehr wenigen
Populationen segregieren nur einige verschiedendatduoen, die auf Grindereffekte
zurtckzufiihren sind. Dazu zahlen die niederlandisehd danische Population, in denen
Grundermutationen bis zu 15 % der FH erklaren (Bafe et al., 1993, Jensen et al., 1994,
Top et al., 1990).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten bei 39 Patienten IJANCO Studie insgesamt 30
unterschiedliche heterozygadt®LR-Mutationen identifiziert werden, von denen sechwgoz
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noch nicht in der Literatur beschrieben wurden. Patienten HC66 und HC168 trugen
jeweils zwei LDLR-Mutationen, wobei nicht geprift werden konnte, die Patienten
compound heterozygot waren oder die Mutationen auf demselddlel lagen. Die
homozygote undcompound heterozygote Form der FH tritt sehr selten auf usd
charakterisiert durch extrem hohe LDL-Werte (700-8®dg/dl) und einem frihzeitigen
Auftreten von Xanthomen, Xanthelasmen sowie eirgregalisierten Atherosklerose (Marks
et al., 2003). Der Patient HC66 wies zum Zeitputhdtt Rekrutierung einen LDL-Wert von
284 mg/dl auf, der Patient HC168 einen LDL-Wert v@02 mg/dl. Aufgrund des
vorliegenden Phanotyps bei den beiden Patientezsisbn daher wahrscheinlicher, dass die
Mutationen auf demselben Allel lokalisiert warensdesamt konnte bei allen Patienten der
LIANCO Studie ein breites Spektrum an Mutationstygefunden werden. Bei etwa 50 %
der detektierten Mutationen handelte es sich umsHose-Mutationen, Spleimutationen,
kleinere Deletionen und Duplikationen sowie grol3Bedetionen, die zu einem Klasse-1-
Defekt fihren und mit einem vollstdndigen Funktiwertust des Proteins einhergehen (Hobbs
et al., 1990). Die anderen 50 % der identifiziertelutationen umfassten Missense-
Mutationen, die in der Regel ursachlich sind furhneee funktionelle Defekte und somit
keinem bestimmten Klassen-Defekt eindeutig zugegirdierden konnen. Sie kdnnen sowohl
zu einem funktionslosen Protein, als auch zu eifotein mit Restaktivitat fihren. Am
haufigsten wurde die Mutation ¢.324 325delinsTQugdén, die auf Proteinebene zu einem
Austausch der Aminosaure Cytosin gegen Arginin asit®n 109 fuhrt (p.C109R).
Insgesamt sechs Patienten waren Trager dieserohgt@ten bekannten Veranderung,
wahrend bei fast allen anderen Patienten unteidiathe Mutationen die kausale Ursache der
Erkrankung darstellten. Eine Grindermutation konmtéer deutschen Population noch nicht
nachgewiesen werden und da auch die c.324 325d@d€lingutation bisher in keiner
deutschen Studie mit einer erhdhten Frequenz ulitalavon auszugehen, dass es sich hier
auch um keine Grindermutation handelt. Mutationarden in allen funktionellen Doméanen
des LDL-Rezeptors identifiziert, wobei die meist®tutationen (26,83 %) im Exon 4
lokalisiert waren, welches mit 381 Bp auch das tgtBxon ist und fir einen Teil der
Ligandenbindungsddémane kodiert. Generell wurde dveis dem prozentualen Anteil an
identifizierten Mutationen in jedem Exon und demwgdigen Exongrél3e eine grobe
Korrelation festgestellt. Die Abwesenheit vdrot-spot Mutationen und die stattdessen
auftretende breite Verteilung von pathogenen Motein Uber das gesamte Protein
unterstreicht die strukturelle Relevanz, die jedmiBn des LDL-Rezeptors besitzt, um die

physiologische Funktion des Gesamtproteins zu gdeidten. Die Ergebnisse der
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Mutationsanalysen bestatigten die Heterogenitat L@t R-Mutationen, die bereits bei
verschiedenen europdischen Populationen mit kasdtemin Ursprung, beispielsweise der
franzosischen, italienischen und englischen Pojpmabeschrieben wurde (Bertolini et al.,
1995, Lelli et al., 1991, Loux et al., 1992). Aufdam fuhrten andere molekulargenetische
Untersuchungen in deutschen Kohorten zu den gleiétesultaten (Dedoussis et al., 2004,
Ebhardt et al., 1999, Nauck et al., 2001, Weisd.e2000).

Mittels Sequenzierung wurden im Rahmen der molegel@etischen Untersuchungen bei
Patienten der LIANCO Studie funf bisher nicht begatene, heterozygote Mutationen
identifiziert. Dabei handelt es sich um die Mutaga p.E28X (c.G82T), p.D354CfsX8
(€.1053_1060dup6), p.T653RfsX8 (c.1904_1905del@AP133H (c.G397C) und p.Q829H
(c.G2487C). Die identifizierten Verdnderungen wareém keiner der verwendeten
Datenbanken als SNP verzeichnet. Dass es sich usaleaVeranderungen handelt, wurde
weiter durch die Abwesenheit dieser Nukleotidsubstinen und kleineren Duplikationen
sowie Deletionen in insgesamt 100 Kontroll-DNAs vgesunden Individuen vergleichbarer
ethnischer Abstammung unterstitzt. Die Nonsenseatitutt p.E28X ist im Exon 2 lokalisiert,
welches fir einen Teil der LigandenbindungsdomaseldL-Rezeptors kodiert und fuhrt zu
einem um 833 Aminoséauren verkirzten Protein. Dieldse anderen Mutationen, die mit
einem frihzeitigen Stopp-Codon einhergehen p.D38&¥€fund p.T653RfsX8, sind in der
EGF-Vorlauferprotein &hnlichen Domane lokalisienduihren zu einem um 499 bzw. 200
Aminosauren verkirzten LDL-Rezeptor. Die frihzeaitig Stopp-Codons bewirken einen
Klasse-1-Defekt, bei dem die Synthese eines funktien Proteins verhindert wird (Hobbs et
al., 1990). Die entstehenden mRNAs mit abnormergkeawerden wahrscheinlich direkt
selektiv Uber demonsense-mediated MRNA deafgebaut. Falls doch trunkierte, pathogene
Proteine in den Zellen der Patienten synthetiswerden, kann man davon ausgehen, dass sie
hdchstwahrscheinlich instabil und nicht funktiomsga sind und Uber das Proteasom-
Ubiquitin-System degradiert werden. Die fehlenderieninalen Bereiche der Proteine
beinhalten Regionen, die sowohl fir die Lokalisatter Rezeptoren in der Plasmamembran
als auch fir die Internalisierung und das Recyatiag Rezeptors essentiell sind. Im Falle der
p.E28X Mutation fehlt zusatzlich noch ein gro3ed @er Ligandenbindungsdomane. Fir die
beiden Missense-Mutationen p.D133H und p.Q829H temurch Sequenzvergleiche der
humanen Region mit verschiedenen Spezies gezeigtlewe dass beide Positionen
hochkonserviert sind, wodurch eine mdgliche Katéalder gefundenen Verénderungen
bekraftigt wurde. Im Falle der p.D133H Mutation kmines zu einer Substitution eines sauren

Aminosaurerestes gegen einen basischen AminosayraneFalle der p.Q829H Mutation zu
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einer Substitution eines neutralen Aminosaureregég®n einen basischen Aminosaurerest,
was die Vermutung zulasst, dass die Mutationen scdi@inlich eine Konformations- oder
Funktionsanderung des Rezeptors bewirken. Die @BH1Blutation ist im cysteinreichen
repeat4 der Ligandenbindungsdoméne des LDL-Rezeptoralik&rt, welcher zusammen
mit demrepeat5 eine hydrophobe Tasche ausbildet, mit der dstigen amphiphatischen
Helices in Apolipoprotein B-100 und Apolipoproteih in Wechselwirkung treten kdnnen.
Moglicherweise wird durch die Mutation die Bindumgn LDL an den LDL-Rezeptor
beeintrachtigt (Klasse-3-Defekfiylobbs et al., 1986). Weiterhin kénnte die Mutatéarch als
Klasse-2-Mutation agieren und zu einem transpogtdeh Allel fuhren. Der
pathophysiologische Mechanismus beruht hierbeead@m defekten Transport des Rezeptors
zur Plasmamembran, aufgrund einer inkorrekten Rglales Vorlaufer-Proteins im ER, was
zu einer Rezeptordefizienz an der ZelloberflachrtfiDie p.Q829H Mutation ist in der
cytoplasmatischen Domane des LDL-Rezeptors lokatisMutationen in dieser Domane
verhindern meist eine Anreicherung der LDL-Rezegtan denclathrin coated pitsso dass
eine Internalisierung der Komplexe aus Ligand ueddptor ausbleibt (Klasse-4-Defekt). Die
funktionellen Konsequenzen von neu identifizierMissense-Mutationen sind sehr schwer
und nicht eindeutig vorauszusagen. Erst durch fanktle Untersuchungen der Mutationen
kann die tatsachliche pathophysiologische Auswigkusufgeklart und ihre Kausalitat
verifiziert werden.

Mit Hilfe der MLPA-Methode wurden bei vier Patienteder LIANCO Studie drei
verschiedene, kausale heterozygote DeletiondrDIbR identifiziert. Erstmalig konnte eine
Deletion der Exons 7-10 bei einem Patienten (HG33145) als Ursache der Erkrankung
gefunden werden. Eine heterozygote Deletion desx&X2o(HC104) sowie von Exon 16-18
(HC89) wurde zuvor bereits in der Literatur beseben (Taylor et al., 2009). Diese grol3eren
strukturellen Mutationen inLDLR, fuhren zu einem Klasse-1-Defekt, der mit einem
vollstandigen Funktionsverlust des Rezeptors egdtdr Die quantitative Auswertung folgte
den internationalen Standards der MLPA-Analyse. €Bah spricht eine Reduktion der
relativen Peakflache um 35-55 % in Bezug auf die@nen Kontrollfragmente eindeutig fir
eine Deletion. Die relativen Peakflachen der Proen Exon 7, 8, 9 und 10 bei den
Patienten HC33 und HC145, von Exon 1 bei dem PatieHC104 und von Exon 16, 17 und
18 bei dem Patienten HC89 waren, im Vergleich zwededer Kontrollindividuen, um bis zu
50 % reduziert. Die relativen Peakflachen von adederen Proben bei den Patienten sowie
die relativen Peakflachen aller Proben bei den #odimdividuen befanden sich im

Normbereich und zeigten keinen Hinweis auf das i¢gen veradnderten Kopienanzahlen.
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Allgemeine Variationen in den relativen Peakflacken Proben von bis zu 10-15 % werden
als normal angegeben und liegen im angemessenendRalbies gilt fir Proben, die sowohl
Regionen in normaler doppelter Kopienanzahl, alshamit veranderter Kopienanzahl
reprasentieren. Die Ergebnisse zeigten, dass kdigven Peakflachen und somit die relativen
Kopienanzahlen, sowohl bei den beiden Proben fiinEbS als auch fir Exon 1 jeweils im
Vergleich zueinander unterschiedlich waren. Untestimmten Bedingungen hybridisieren
manche Sonden im Vergleich zu anderen Sonden nh@gli@ise mit einer geringeren
Effizienz mit ihrer Zielsequenz. Mindestens eingdhukleotid einer Sonde kénnte zudem
unspezifisch mit einer falschen Zielsequenz hybrden, was letztendlich in einer
reduzierten Kopienanzahl resultiert, da keine Lligratstattfinden kann und das Fragment
nicht amplifiziert wird. Bei den Patienten der LIAXD-Studie wurde das Vorhandensein von
SNPs in den Hybridisierungsregionen der Sondenhd@equenzierung der genomischen
DNA ausgeschlossen, wodurch die Spezifitdt der MiER#aktion gewahrleistet wurde. Die
MLPA-Analyse lieferte hier in ihrer Anwendung eiehs zuverlassiges und spezifisches
Ergebnis. Bei allen drei Wiederholungen des Expenites konnten die Deletionen bei den
Patienten konstant und problemlos nachgewiesenenefdittlerweile wird diese Methode
(in der Regel unter Verwendung des WRC Hollandentwickelten Kits) grundséatzlich zur
Identifizierung von Deletionen und DuplikationenlBLR bei Patienten mit FH angewandt
(Goldmann et al., 2010, Taylor et al., 2009, Tasiak, 2007, Wang et al., 2005). Die
anerkannte Methode ist sehr effizient und gut etdblso dass eine Bestatigung der hier
identifizierten Deletionen mit einer weiteren Metleo(z.B. FISH-Analyse, quantitative-PCR,
Bruchpunktklonierung) nicht notwendig war. Von gine aufwendigen
Bruchpunktbestimmung, um eine Aussage Uber dieuge@oRe der Deletionen treffen zu

kénnen wurde abgesehen, da dies im Rahmen diebeit Aicht zielfiihrend war.

5.1.2 Funktionelle Analyse der c.-188C>T Promotor-Mutation in LDLR

Die Expression der Gene in eukaryotischen Zellesasohl zeitlich als auch raumlich genau
reguliert. Eine wichtige Rolle bei der Regulatiorerd Genexpression spielen die
Transkriptionsfaktoren. Diese Proteine kbnnen im Eleomotorregionen eukaryotischer Gene,
welche sich meistens Uber etwa 500 Bp bis einigebKlbom Transkriptionsstartpunkt des
jeweiligen Gens befinden, spezifische Sequenzeanedn und an diese binden. Durch die
Rekrutierung weiterer Proteine wird so die Bindudey RNA-Polymerase beginstigt oder
gehemmt, was zu einer Steigerung bzw. RepressipiGdrexpression fuhrt. Die Aktivitat

eines Gens bzw. seines Promotors hangt dem zufetge der DNA-Sequenz der
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Promotorregion im 5’-Bereich eines Gens ab. Dureh Wergleich der Nukleotidsequenzen
vieler verschiedener Promotorregionen zeigte sielss bestimmte Sequenzmotive in dieser
Region immer wieder nachzuweisen sind, z.B. die AA30X, die oft etwa 30-80 Bp in 5°-
Richtung vor dem Transkriptionsstart liegt und ae din stabiler Multiproteinkomplex,
TFIID, bindet (Dynlacht et al., 1991, Weinzierl at, 1993). Die TATA-Box und der
Transkriptionsstartpunkt stellen den Grundpromeiarger Gene dar und bilden mit anderen
Transkriptionsfaktoren einen stabilen Préinitiaskomplex mit der RNA-Polymerase I
(Hori et al., 1994, Saltzman et al., 1989). Die kit des Grundpromotors kann durch
weitere Bindungssequenzen, die 5 gelegen sein gmngesteigert werden, wie die
CCAAAT-Box und die SP1-Boxspecificity protein ), eine GC-reiche Sequenz, die in vielen
Genen mit oder ohne TATA-Box gefunden wird (Dynamle 1985, McKnight et al., 1986).
Neben den Transkriptionsfaktoren bzw. deren Bindataellen im konstitutiven
Promotorbereich kdnnen des Weiteren teilweise eeaifernte, stromauf- oder abwaérts
gelegene cis-regulatorische Elemente, die Erkersastgenzen fir DNA-bindende Proteine
enthalten, in verstarkender (Enhancer) oder hemearendSilencer) Weise die
Promotoraktivitat beeinflussen (Dynan, 1989, Shairal., 1987, Voss et al., 1986). Ebenfalls
eine wichtige Rolle bei der Regulation der Genesgian spielen Bindungsstellen fir
mMiRNAs, die in der 3’'UTR eines Gens enthalten &éimnen. Werden nun Transkripte von
diesem Gen gebildet, die miRNA Bindungsstellen aitéim, so kénnen miRNAs an diese
binden und die Translation der RNA hemmen oder lmem Abbau fuhren und so die
Aktivitdt des entsprechenden Gens regulieren. Ewe#tere Ebene der Genregulation in
eukaryotischen Zellen, die nicht unmittelbar vor @NA-Sequenz abhangig ist, ist eine
epigenetische Regulation der Genexpression. Daehewvichtigsten Mechanismen sind dabei
die DNA-Methylierung und Histon-Acetylierung. Circd0 % aller menschlichen Gene
weisen CpG-Inseln im Promotorbereich auf, die dukébthylierung modifiziert werden
konnen (Weber et al., 2007). Die Methylierung im &omotorregion fihrt meist zu einer
Verringerung der transkriptionellen Aktivitat (Ddler, 1983, Razin et al., 1991). Zum einen
gehen die Anderungen des Methylierungsstatus méréferanderung der Chromatinstruktur
bzw. der Topologie des Promotors einher, wodureh Ziganglichkeit des Promotors fir
regulatorische Proteine verédndert wird (Muiznieksak, 1994). Zum anderen wird der
Zugang Uber die DNA-Sequenz selbst bestimmt. Tramsdnsfaktoren wie AP-2,
cMyc/Myn, NF«B oder E2F erkennen bestimmte Sequenzen, die 53CBinukleotide
enthalten. Die Methylierung der Cytosinreste insdie Sequenzen verhindert die Bindung der

Transkriptionsfaktoren an den Promotor und vernindee Transkription des entsprechenden
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Gens (Tate et al., 1993). Eine andere Gruppe vanskriptionsfaktoren hingegen bindet nur
an Sequenzen, die methylierte Cytosinreste enthali@iese koénnen mit Komplexen
interagieren, die Histondeacetylasen und andereortdiin-modifizierende Komplexe
enthalten und reprimieren dann, z.B. Uber die Digherung der Lysinreste in den Histonen,
die Transkription von Genen (Nan et al., 1998, Nale 1999).

Fur viele Gene des menschlichen Genoms konntenerbislie Bindungsstellen fir
Transkriptionsfaktoren im konstitutiven Promotodieh sowie cis-regulatorische Elemente,
denen eine bedeutende Rolle bei der RegulationGagrexpression zukommt, noch nicht
identifiziert werden. Die Promotorregion v&/DLR ist hingegen sehr gut charakterisiert. 5
vom Transkriptionsstartpunkt innerhalb einer Regwam 250 Bp sind neben einer TATA-
Box drei GC-reiche Wiederholungen aus jeweils 16 (Bypeat 1-3 lokalisiert. Wahrend
repeat 1 und 3 Bindungsstellen fir die ubiquitaren Traupglonsfaktoren SP1 und SP3
aufweisen, beinhaltetepeat2 als Bindungsstelle eisterol regulatory elemen{SRE), an
welches die Transkriptionsfaktoren SREBP1 und SREBIRden (Sudhof et al., 1987). Die
Bindung von SP1 an diepeatsl und 3 ist essentiell, um eine Grundaktivitat Besmotors
zu gewabhrleisten, wahrend die maximale Promotoridtierst durch die zusatzliche Bindung
von SREBPs an die SREs erreicht wird (Dawson et 3888). Im Rahmen der
molekulargenetischen Untersuchung der Patienten Ld&NCO Studie wurde bei dem
Patienten HC39 in der konservierten GC-reichen BiRtlungsstelle imrepeat 1 die
bekannte heterozygote Nukleotidsubstitution c.-I8B@entifiziert. Etwa 25 verschiedene
Mutationen konnten bisher immDLR-Promotor bei FH-Patienten gefunden werden. Diese
wurden allerdings nur zum Teil funktionell analysi@rancova et al., 2004, Mozas et al.,
2002, Smith et al., 2007). Da der tatsachliche qatilisiologische Effekt der c.-188C>T
Mutation noch nicht aufgeklart wurde, erfolgte efmektionelle Charakterisierung. Mittels
Luciferase Reporter Assagonnte in vitro eine signifikante Reduktion der Effizienz des
mutanten LDLR-Promotors um etwa 80 % nachgewiesen werden. ImeJ&@07
identifizierten Smith et al. inmepeat3 desLDLR-Promotors die Mutation ¢.-139C>G und
zeigten, dass es infolge einer verminderten Bindi#itggkeit von SP1 an den Promotor zu
einer Reduktion der Promotoreffizienz um 74 % kdni8mith et al., 2007). Des Weiteren
wiesen Peeters et al. zuvor bereits mit eindNAse | footprint fir mehrere
krankheitsrelevante Nukleotidsubstitutionenrigpeatl eine gestérte Bindung von SP1 nach
(Peeters et al., 1998). Dies lasst die Vermutungdass die beeintrachtigte Funktion des
Promotors durch die Mutation c.-188C>T irapeat 1 wahrscheinlich ebenfalls auf eine

verminderte Bindungsfahigkeit von SP1 zuriickzufahigt. Der Transkriptionsfaktor SP1
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spielt bei der Aktivierung vieler eukaryotischerduauch viraler Promotoren eine Rolle. Er
gehort zu den Zinkfingerproteinen, die fur ihrerette Funktion die Anwesenheit von Zink
bendtigen (Briggs et al., 1986, Dynan et al., 1988¢ DNA-bindende Doméne des Proteins
weist drei tandemartige, sich wiederholende, Zmgdir-Motive auf und kann sowohl an
methylierte und nicht-methylierte Sequenzen bindikadonaga et al., 1987). Durch die
funktionelle Charakterisierung wurde die Kausaldat identifizierten Mutation c¢.-188C>T
im LDLR-Promotor nachgewiesen. Die Ergebnisse bestatigirNotwendigkeit der SP1-
Bindung an den Promotor fur dessen Aktivitdt undytee, dass SRE alleine als positives
Transkriptionselement nicht ausreichend ist. SREBR$ SP1 aktivieren synergistisch die
Trankription, indem SREBPs die Bindung von SP1 am Bromotor begiinstigen (Yieh et al.,
1995). Die Beeintrachtigung der transkriptionelkektivitat fihrte zu einer Reduktion des
Expressionslevels vaoDLR und somit zu einer Rezeptordefizienz an der Zeliiddiche, die
eine Erklarung fur die erhohte LDL-Konzentration i&erum des Patienten bietet. Des
Weiteren betonen die Ergebnisse der funktionellbar@kterisierung der Promotor-Mutation
die Wichtigkeit nicht nur kodierende Bereiche ein@sns, sondern auch regulatorische
Elemente molekulargenetisch zu untersuchen.

Die Expression des LDL-Rezeptors und somit dieugié Aufnahme von Cholesterin (und
die Cholesterinbiosynthese) wird aul3er durch deal&3teringehalt in der Zelle auch noch
durch das Steroid 25-Hydroxycholesterol reguli&ar{dutsch et al., 1974). Die Bildung des
Oxysterols findet vor allem dann statt, wenn deol€éterinspiegel in der Zelle sehr hoch ist.
Bei hohen intrazellularen Cholesterinkonzentrationevird die Prozessierung der
Vorlauferproteine der beiden Transkriptionsfaktor8REBP1 und SREBP2, die unter
anderem an das SRE ioDLR-Promotor binden, infolge einer Induktion der laddion von
SCAP mit INSIG verhindert und somit die Transkigptivon Zielgenen inhibiert. Als interne
Kontrolle des physiologischen Systems wurde Heciferase Reporter Assayler der
funktionellen Charakterisierung d&futation ¢.-188C>T diente, sowohl unter induzieramd
(ohne Zugabe von Sterolen) als auch unter supmemien Bedingungen (mit Zugabe von
Sterolen) durchgefihrt. Durch Behandlung der vedeéen HEK-293-Zellen mit Cholesterol
und 25-Hydroxycholesterol konnte die Interaktiom&CAP mit INSIG erfolgreich induziert
werden, was zu einer signifikanten Inhibition deanskriptionellen Aktivierung des
wildtypischen und mutantebhDLR-Promotors fuhrte. Dieser Effekt wurde auch dureh d
alleinige Behandlung der Zellen mit 25-Hydroxyclstézol erreicht. Erstaunlicherweise
fuhrte die alleinige Zugabe von Cholesterol zu eirg&teigerung der Aktivitat des

wildtypischen und mutanten LDLR-Promotors. 25-Hydroxycholesterol hat einen
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nachgewiesenen mehr als fiunfzigmal so starken Effe die Inhibierung detDLR-
Expression als Cholesterol, wodurch sich die siggiite Reduktion der Promotoraktivitat bei
alleiniger Behandlung der HEK-293-Zellen mit 25-Hyxycholesterol erklaren lasst (Adams
et al., 2004). Man geht davon aus, dass 25-Hydim{gsterol, anders als Cholesterol, nicht
direkt an SCAP bindet und somit nicht direkt deskemformation &ndert. Wahrscheinlich
gibt es ein weiteres, bisher noch nicht identifide 25-Hydroxycholesterol bindendes
Protein, welches die Interaktion mit INSIG vermiittdBei der Behandlung der HEK-293-
Zellen mit Cholesterol war nur eine sehr schwadather sogar keine Inhibierung der Aktivitat
des wildtypischen und mutanten Promotors zu erwakéarum es zu einer Steigerung kam,
lasst sich nicht erklaren und wurde im Rahmen di@seeit auch nicht weiter untersucht, da
es nicht zielfuihrend war. In sémtlichen Publikagion wurden bei LDLR-
Promotoraktivitatstests transfizierte HEK-293-Zelienmer nur gleichzeitig mit Cholesterol
und 25-Hydroxycholesterol inkubiert, um die Prorssg der Transkiptionsfaktoren
SREBP1 und SREBP2 zu verhindern und somit die Ptamaktivitat zu inhibieren.
Prinzipiell wirde eine Behandlung der Zellen nut 2B-Hydroxycholesterol vollkommen
ausreichen, um das System zu inhibieren, jedoatestedie Zellen ohne die Zugabe von
Cholesterol relativ schnell. Der Grund hierfur istass es aufgrund der inhibierten
Cholesterinbiosynthese durch 25-Hydroxycholestenol einem intrazellularen Mangel an
Cholesterin kommt und 25-Hydroxycholesterol wegeamn Hydroxyl-Gruppe nicht in der
Lage ist Cholesterin, welches fir die Lebensfahigkeon Zellen notwendig ist,

beispielsweise in der Plasmamembran, zu ersetzaie(¥t al., 2002).

5.1.3 Genotypisierung von Nonsense-SNPs in Patienten nhiDL R-Mutation

Neben den monogenen Erkrankungsformen der Dyslipilé gibt es auch multifaktorielle
bzw. komplexe Formen, die in der Regel wesentliénfiger als die monogenen Formen
auftreten und deren Ursache bisher nicht vollstiradifgeklart werden konnte. Dazu zahlt
auch die komplexe Form der Hypercholesterindmie, ltkufiger als die monogene FH
auftritt, ebenfalls mit einem erhéhten Risiko flie ckoronare Herzerkrankung einhergeht,
jedoch meist asymptomatisch verlauft (keine Xanthorkeine Auffalligkeiten bis zum
Auftreten von kardiovaskularen Erkrankungen). Bielen Patienten der LIANCO Kohorte
ohne kausale Mutation in den bekannten FH-Geneagt hedglicherweise eine komplexe
Hypercholesterindmie vor. Im Gegensatz zu monogenarerden komplexe
Erkrankungsformen gegebenenfalls durch Veranderuimgenehreren Genen und durch das

Zusammenwirken mit Umweltfaktoren verursacht, wolséth genetische und nicht-
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genetische Faktoren gegenseitig verstarken, absti@néoder erganzen kénnen. Oft missen
zu einer genetischen Krankheitsneigung ungunstigmveltfaktoren hinzutreten, damit sich
die Krankheit tberhaupt manifestieren kann. Bei eshemogenen Erkrankungsformen kommt
es haufig, sogar beim Vorliegen gleicher Mutationder Mutationstypen im selben Gen, zu
unterschiedlichen phéanotypischen Auspragungen déraBkung. Zusatzlich zu einem
obligaten Defekt in dem krankheitsverursachenden spgelen dabei neben Umweltfaktoren
weitere genetische Faktoren eine positiv oder megatodifizierende Rolle. Solche
modifizierenden genetischen Faktoren bestimmen kiil@sche Erscheinungsform einer
Erkrankung mit. Mit Dyslipidamien assoziierte SNPdie im Rahmen von GWAS
identifiziert wurden, sind potentiell sehr gute Kataten fir modifizierende Faktoren bei
monogenen Erkankungsformen von Dyslipidamien. dentifizierung von modifizierenden
Faktoren bei monogenen Erkrankungsformen spieRukunft wissenschaftlich eine immer
groBer werdende Rolle, um die komplexe Pathophygiel einer Erkrankung und deren
Verlauf zu verstehen und um gegebenenfalls thetegobe Strategien anzupassen.

Im Jahre 2009 haben Yngvadottir et al. im Rahmeeregrol3en Studie die Haufigkeit von
Nonsense-SNPs in der Gesamtpopulation analysiegy&dottir et al., 2009). Dabei wurden
in Uber 1000 gesunden Individuen in 169 Genen, ruatederem auch INPABCA10
(rs10491178) APOL3 (rs11089781) und.PL (rs328) die eine Rolle im Lipidstoffwechsel
spielen bzw. zu spielen scheinen, 805 Nonsense-$idsfiziert, die keine funktionellen
und phanoptypischen Auswirkungen aufweisen. Da Boses-Veranderungen jedoch
prinzipiell einen pathogenen Charakter haben kdnnieirde im Rahmen dieser Arbeit die
Hypothese aufgestellt, dass den detektierten Nees8hPs iMBCA1Q APOL3undLPL bei
Hypercholesterindmie-Patienten der LIANCO Studiéghcherweise (nur) in Kombination
mit einer kausalen Mutation ibDLR, eine modulierende Funktion zukommt. Um diese
Hypothese zu testen, wurden die entsprechenderenBaii fur die Nonsense-SNPs in
ABCA1Q APOL3undLPL genotypisiert und eine Assoziation mit der Erkramkuiberpruft.
Bei keinem Patienten konnte eine offensichtlicherr&ation zwischen Genotyp und
Phanotyp nachgewiesen werden. Trager der getestdtersense-SNPs zeigten keine
auffalligen Lipid-Werte oder BMIs. Die Nonsense-3N\s¢heinen bei Patienten der LIANCO
Studie mitLDLR-Mutation nicht modifizierend zu wirken, dennochmkaeine Assoziation mit
der Erkrankung grundsétzlich nicht vollkommen agsbpéossen werden, da hier nur eine sehr
kleine Kohorte getestet wurde, was zu keinem gkamten Ergebnis flihrt. Die
Durchfiihrung einer Assoziationsstudie bei einer emdgch grof3eren Kohorte mit einer

kausalen Mutation in einem der bekannten krankimitssachenden Gene fur die monogene
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Form ist notwendig, wirde ein signifikanteres Emysbliefern kénnen und kdnnte
nachtraglich eine Assoziation zeigen und das Vedsti der Pathophysiologie erweitern. Im
Rahmen von GWAS konnte fir die drei getesteten Bloss-SNPs idBCA1Q APOL3und
LPL bisher keine Assoziation mit erhdhten Lipid-Wertiem Plasma identifiziert werden.
Allerdings gibt es inLPL einen SNP (rs1267819) fir den eine Assoziation emiibhten
Triglyzerid-Werten und erniedrigten HDL-Werten ngelwviesen wurde (Teslovich et al.,
2010). Ein Vergleich der SNP-Haufigkeiten, die login Patienten der LIANCO Studie
detektiert wurden mit denen die von Yngvadottialebeschrieben wurden, zeigten keine sehr
grol3en Unterschiede. Bei keinem Patienten der LIAN&udie konnte der Nonsense-SNP in
APOL3 gefunden werden. Dieser SNP zeigt generell eiredrige Frequenz in der
Gesamtpopulation. Wahrend die Haufigkeit des Nosse&3NPs inABCA10in etwa der
beschriebenen Haufigkeit von Yngvadottir et al.sprach, war die Haufigkeit fur den
Nonsense-SNP iiLPL etwas erhoht. Mutationen ibPL, die mit einer Reduktion der
Proteinfunktion bzw. mit einem vollstdndigen Fupkisverlust einhergehen, resultieren
aufgrund eines beeintrachtigten hydrolytischen Aisbaund einer Ansammlung von
triglyzeridreichen Lipoproteinen (VLDL, Chylomikren) in einer schwerwiegenden
Hypertriglyzeriddmie und erniedrigten HDL-WertenetB®ffene zeigen eruptive Xanthome,
Lipemia retinalis sowie frihzeitig eine Pankreat{Vang et al., 2009). Der Nonsense-SNP in
LPL scheint die Aktivitat des Enzyms nicht grof3artigbeeintrachtigen, da heterozygote und
homozygote Trager der LIANCO Studie keine entspeade phanotypische Assoziation
zeigten. Diese Tatsache lasst sich moglicherweiseden Lokalisation des SNPs erklaren.
Dieser befindet sich in der mRNA weniger als 50 lokde 5 von der letzten Exon-Exon-
Grenze entfernt, so dass der NMD ausbleibt und wem 0,42 % trunkiertes Protein
synthetisiert wird, welches eventuell keinen siggaifiten pathogenen Charakter besitzt. Die
Nonsense-SNPs iIABCA10und APOL3 haben eine Aktivierung des NMD zur Folge und
fuhren zu einem Funktionsverlust. Die physiologesd¢Relevanz und Rolle der Proteine im
Lipidstoffwechsel musste noch geklart werden.

5.1.4 Therapeutische und diagnostische Strategien

Die Diagnose einer Hypercholesterinamie beruhtmoft auf der klinischen Prasentation.
Diese ist jedoch sehr variabel und klinische Symmgader Erkrankung sind nicht immer
offensichtlich, vor allem nicht bei jungen Erwachee und Kindern. Sowohl
Umweltfaktoren, als auch genetische Faktoren hab@nfluss auf die Entstehung,

Auspragung und den Verlauf einer Hypercholesterieafine molekulargenetische Testung
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von bekannten, krankheitsverursachenden Genenemtnders wichtig, um bei Patienten
zunachst das Vorliegen einer erblich bedingten Ibfpeesterinamie zu bestatigen.
Patienten, bei denen die Hypercholesterindmie letsspeise auf eine falsche, vor allem
fetthaltige Ernahrung zurlckzufihren ist, missen Gmgensatz zu Patienten mit einem
genetischen Defekt nicht zwangslaufig medikamentbghandelt werden. Eine
Ernahrungsumstellung reicht in der Regel aus. Degafén ist die Kenntnis der molekularen
Ursache essentiell, um fir jeden Patienten ein&vitheelle Risikoabschéatzung treffen zu
kobnnen und um eine angepasste therapeutische ditraze entwickeln. Mutationen in
verschiedenen Genen sowie verschiedene MutationdnMutationstypen im selben Gen
haben bei Hypercholesterinamie-Patienten einenrsciteedlichen Einfluss sowohl auf die
Lipid-Werte als auch auf das Manifestationsalter #ine koronare Herzerkrankung
(Gudnason et al., 1994, Hill et al., 1991, Kotzalet1993). Besonders nennenswert ist, dass
phanotypische Variationen teilweise auf verschiedelassen-Mutationen/Defekte ibDLR-
Gen zuruckzufuhren sind. AuRerdem kbénnen auch Zid# genetische modifizierende
Faktoren eine Rolle spielen und die klinische Eeguingsform mitbestimmen. Patienten mit
einer homozygoterLDLR-Mutation oder einer KlassellDLR-Mutation, die mit einem
vollstandigen Funktionsverlust des LDL-Rezeptomshergeht, sind schwerer betroffen und
haben ein wesentlich hoheres Risiko fur eine kamhkterzerkrankung als Patienten mit einer
anderen heterozygotenDLR-Mutation und bendtigen eine intensivere lipidseme und
generell anti-atherosklerotische Behandlungsstiat&gi Patienten mit homozygotéDLR-
Mutationen ist eine reine medikamentbse Therapiastmeicht so effizient wie bei
heterozygoten Patienten, so dass zusatzlich aleWlachen eine LDL-Apherese erfolgen
muss. Teilweise stellt auch nur eine Lebertrangptaom eine hilfreiche Therapie dar (Burnett
et al., 2008). Die Identifizierung einer segregnelen Mutation innerhalb einer Familie tragt
aulBerdem noch dazu bei, asymptomatische Familighedér (keine Xanthome, keine
Auffalligkeiten bis zum Auftreten von kardiovaskida Erkrankungen), die auch Tréager der
Mutation sind, rechtzeitig zu therapieren. Die Aéflang der molekularen Ursache der
Hypercholesterindmie bei vielen der bisher nur i&ih charakterisierten Patienten der
LIANCO Studie hat entscheidend dazu beigetrageme, Therapie fur die vorliegende
Erkrankung anzupassen und somit gegebenenfalld elensqualitdt der Betroffenen zu
verbessern.

Die durchgefiuihrten Analysen in der LIANCO Kohortabken erstmalig gezeigt, dass bei
Patienten alleine die H6he des LDL-Wertes im Plasstevant und ausschlaggebend fir eine

molekulargenetische Testung vbbDLR ist. Eine diagnostizierte positive Familienananenes
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fur FH ist nicht essentiell. Das identifizierte Mtibnsspektrum sowie die Verteilung der
Mutationen imLDLR-Gen stimmen mit den Ergebnissen vorheriger deatsstudien tberein
(Dedoussis et al., 2004, Ebhardt et al., 1999, Katial., 2001, Weiss et al., 2000). Aufgrund
der Tatsache, dass die meistddLR-Mutationen (hier 26,83 %) im Exon 4 lokalisiert nea
und es sich bei etwa 10 % der Mutationen um groBetetionen handelte, die mittels MLPA
detektiert werden kénnen, bietet es sich zukirdtigeine genetische Testung von Patienten
in zwei Schritten durchzufuhren. Dabei wird zunédbson 4 auf Mutationen untersucht und
parallel eine MLPA-Analyse durchgefiihrt. Nach Augass von gré3eren Deletionen und
Duplikationen und kausalen Veranderungen in Exorfolgt eine molekulargenetische
Untersuchung der restlichen kodierenden Regionehdass Promotors. Diese Strategie kann
kostenginstiger und effizienter sein.

Bei immerhin 20 % der Patienten der LIANCO Studmmtte eine kausale Mutation in den
bekannten FH-Genen gefunden werden. Bei den festli®atienten der Kohorte und auch
bei vielen anderen Patienten und Familien mit diagjmierter Hypercholesterindmie ist die
genetische Ursache noch unklar. Die konventionglieger-Sequenzierung stellt zwar eine
gut etablierte Methode zur Identifizierung eineusalen Mutation in einem bekannten Gen
fur eine bestimmte monogene Erkrankung dar, umcedsine Mutation in einem neuen
krankheitsverursachenden Gen zu finden, erweibt dgczeit die neuartighext Generation
Sequenzierung (NGS) als aulRRert effizient. Sie astallem dann erfolgsversprechend, wenn
nur einzelne sporadische Patienten oder kleinemmiliea vorliegen, bei denen eine
positionelle Klonierung nicht zielfihrend ist. Ratien der LIANCO Kohorte ohne kausale
Mutation in den bekannten FH-Genen kénnen idealigénverden, um zum Beispiel mittels
Exom-Sequenzierungneue Hypercholesterinamie-Gene zu identifizieren @wo weitere
Einblicke in die Pathophysiologie der Erkrankungezhalten. Im vergangenen Jahr war die
Anwendung der NGS zur Identifizierung der molekeitatJrsache von Dyslipidamien bereits
erfolgreich. Rios et al. sequenzierten bei einertieR&n mit Hypercholesterindmie das
gesamte Genom mittels NGS und detektierten ze@mmpound heterozygote kausale
Nonsense-Mutation iMBCG5H dem bekannten Gen fir Sitosterolamie (Rios et24110).
Damit gelang es ihnen zwar nicht ein neues Gerentifizieren, was auf eine initial falsche
Diagnose beim Patienten zurickzufuhren ist (klimisgurde initial eine Sitosterolamie
aufgrund einer atypischen Prasentation ausgesempgedoch demonstrierten sie trotzdem
die Effizienz der Methode. Musunuru et al. decktmittels Exom-Sequenzierung die
genetische Ursache einer kombinierten Hypolipidaeué (Musunuru et al., 2010). Sie

identifizierten bei zwei betroffenen Patientemmpoundheterozygote Nonsense-Mutationen
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im ANGPTL3Gen, welches fiur einen Inhibitor der Lipoprotgoalse und der endothelialen
Lipase kodiert.

5.1.5 Identifizierung von zwei neuen HypercholesterinamieGenen -SREBP1 und
SREBP2 - und Pathomechanismus der detektierten Mutationen
In etwa 80 % der Patienten der LIANCO Studie konkeégne kausale Mutation in den
bekannten FH-GenebDLR, APOB und PCSK9identifiziert werden. Um neue bisher nicht
beschriebene Hypercholesterinamie-Gene zu ideetiéim wurden Kandidatengene aufgrund
ihrer funktionellen Eigenschaften ausgewéhlt undschhelRend molekulargenetisch
untersucht. Unter anderem wurden Mutationsanalysedten GenerSREBP1lund SREBP2
durchgefuhrt. SREBPs sind Transkriptionsfaktorerd wtellen zentrale Regulatoren der
Cholesterinhoméostase dar. Im Rahmen dieser Avigitle die Hypothese aufgestellt, dass
Mutationen in SREBPSs, die mit einer beeintrachtigieinktion bzw. einem Funktionsverlust
der Tanskriptionsfaktoren einhergehen, zu einer {E¥zeptordefizienz an der Zelloberflache
und somit zu einer Akkumulation von cholesterinneic Lipoproteinen im Plasma fihren
konnten. Die funktionelle Analyse der c.-188C>T rRador-Mutation hatte bereits gezeigt,
dass es zur Identifizierung der molekularen Ursaaher Hypercholesterinamie wichtig ist,
nicht nur nach Mutationen zu suchen, die direktswitkungen auf die Funktion von LDLR
haben, sondern auch dessen Expression beeinfludgsendiesem Grund schienGREBP1
und SREBP2Zootentiell sehr gute Kandidatengene fur Hypercttelenamie zu sein.
Bei den molekulargenetischen Untersuchungen kobeteeinem Patienten der LIANCO
Studie die heterozygote Nukleotidsubstitution c.884 in Exon 13 vor6REBP lidentifiziert
werden (p.R812Q). Bei einem weiteren Patienten wurd Exon 14 vonSREBP2die
heterozygote Nukleotidsubstitution ¢.G2554A gefundp.G852R). Auf genetischer Ebene
sprachen mehrere Faktoren fur die Kausalitat demtifizierten Veranderungen. Zum einen
waren die Verdnderungen in keiner der verwendetateribanken, vor allem nicht @000
Genomes als SNP verzeichnet, wodurch ein erster Hinwei$ die Assoziation der
Hypercholesterindmie mit den gefundenen Mutatiogelrefert wurde. Zum anderen wurde
die Kausalitat der Veranderungen weiter durch disvdsenheit der Nukleotidsubstitutionen
in insgesamt 100 Kontroll-DNAs von gesunden Indiad vergleichbarer ethnischer
Abstammung unterstlitzt. Die LDL-Werte der beidetidPéen mit SREBP-Mutation lagen
bei etwa 300 mg/dl.
In dieser Arbeit wurde die Kausalitat dieser beitirtationen auch auf Proteinebene gezeigt.
Das SREBP1Gen kodiert fur die beiden Isoformen SREBPla urREBPlc und die
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detektierte Mutation kann die Funktion beider Isofen beeintrachtigen. Da die Isoform
SREBP1c, im Gegensatz zur Isoform SREBP1a, jedmttt die Expression vohDLR und
Genen der Cholesterinbiosynthese reguliert, soneéeer bei der Fettsaure-Synthese eine
Rolle spielt, wurde nur die mutante SREBPla Isofdunktionell charakterisiert. Des
Weiteren wurde bei den Analysen zusatzlich die Wuller und Miserez bei einem
Hypercholesterinamie-Patienten  identifizierte Vemng p.R645Q in SREBP2
miteinbezogen, um deren pathogene Signifikanz stimhenen (Muller et al., 2002).

Mittels Luciferase Reporter Assayurde gezeigt, dass durch Uberexpression sowohl der
wildtypischen als auch der mutanten SREBP1- und EB2=Proteine die Effizienz des
LDLR-Promotors signifikant erhdht wurde, wobei der Effder SREBP2-Proteine hdher war
als der der SREBP1-Proteine. Dies bestatigte disvéldigkeit der SREBP-Bindung an das
SRE imLDLR-Promotor, um eine maximale Aktivitat zu erreict{Pawson et al., 1988). Um
eine Grundaktivitat des Promotors zu gewahrleisgtnnur die Bindung des ubiquitaren
Transkriptionsfaktors SP1 essentiell. SREBPs undl SRtivieren synergistisch die
Trankription, indem SREBPs die Bindung von SP1 am Bromotor beginstigen (Yieh et al.,
1995). Der grol3ere Effekt der SREBP2-Proteine aaf Aktivitdt im Vergleich zu den
SREBP1-Proteinen ist auf eine hohere Spezifitit dan LDLR-Promotor und hohere
funktionelle Relevanz fur die Expression des LDLzBsors und Proteinen der
Cholesterinbiosynthese zurlckzufiihren (Horton gt24102). Des Weiteren konnte fir alle
drei Mutationen gezeigt werden, dass isievitro die Funktion der Transkriptionsfaktoren
beeintrachtigen und zu einer reduzierten ExpressesnZielgens DLR fuhren. Die p.G852R
Mutation in SREBP2 und die p.R812Q Mutation in SREBUhrten zu einer Reduktion der
Proteinfunktion um 50 %, wahrend das mutante SREB®ZiIn mit der Mutation p.R645Q
eine um 20 % verminderte Funktion aufwies. Diesggebnis war reproduzierbar und zeigt
die Funktionseinschrdnkung und wahrscheinliche Hi#és der Mutationen. Als interne
Kontrolle des physiologischen Systems wurde deciferase Reporter Assafir die
SREBP2-Proteine unter induzierenden und supprimitne Bedingungen durchgefuhrt.
Durch Behandlung der verwendeten HEK-293-Zellen mitholesterol und
25-Hydroxycholesterol konnte die Interaktion von AT mit INSIG erfolgreich induziert
werden, was zu einer signifikanten Inhibition demskriptionellen Aktivierung desDLR-
Promotors fiihrte. Die Prozessierung der wildtypesclind mutanten SREBP2-Proteine und
der endogenen SREBP-Proteine wurde unterbundedasm&ystem vollstandig inhibiert. Der
Luciferase Reporter Assasoll fur die SREBP1-Proteine ebenfalls unter simpigrenden

Bedingungen noch erfolgen. Im Rahmen dieser Amvaiteine Analyse nicht mdglich, da es
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nicht gelungen ist, die kodierende Sequenz BREBP1lin den Vektor pTK-HSV zu
klonieren. Es wurden verschiedene Klonierungssirateausprobiert, die jedoch alle nicht
zum Erfolg fuhrten. Anhand von Patienten-Zellerg @lir Analysen nicht zur Verfigung
standen, konnte der funktionelle Effekt der Mutagp in vivo untersucht werden.
Beispielsweise konnte mittels quantitativer RT-PQ@ie Transkriptmenge vorLDLR
bestimmt und diein vitro erhaltenen Ergebnisse so zusatzlich gestitzt wer@ee
identifizierten Mutationen in SREBP1 und SREBP2ré&ih mit hoher Wahrscheinlichkeit
nicht nur zu einer verminderten Expression des |Rd¥zeptors, sondern auch zu einer
verminderten Expression anderer Zielgene. Fur ditstBEhung einer Hypercholesterindmie
sind jedoch primér die Auswirkungen auf die Expi@ssles LDL-Rezeptors essentiell. Eine
verminderte Expression des Rezeptors geht mit &eeeptordefizienz an der Zelloberflache
einher und es sind mittlerweile zahlreiche kaudaigationen fir Hypercholesterinamie im
LDLR-Gen und dessen Promotor beschrieben worden, dienfals in einer
Rezeptordefizienz resultieren.

Weiterhin stellte sich nun die Frage, Uber welcpathophysiologischen Mechanismus die
Mutationen zu einer reduzierten Expression dd3LR-Gens fihren. Aufgrund der
Lokalisation aller Mutationen in der cytoplasmaltisn regulatorischen C-terminalen Doméne
konnte eine beeintrachtigte Bindung der reifen $kaiptionsfaktoren an das SRE in der
Promotorregion vorLDLR ausgeschlossen werden. Es lag die Hypothese ulaiss, die
Mutationen in SREBP1 und SREBP2 am ehesten zu egmeninderten Interaktion dieser
Proteine mit der cytoplasmatischen WD-Domé&ne vonARBCin der Membran des
endoplasmatischen Retikulums fihren. Mit Hilfe eiimevitro-Interaktionsstudie konnte die
aufgestellte Hypothese reproduzierbar bestétigt derer Infolge der beeintrachtigten
konstitutiven Wechselwirkung zwischen den mutarf8&&EBP-Proteinen und SCAP gelangen
wahrscheinlich weniger SREBP-SCAP Komplexe Uber [LOPBsikel in den Golgi-Apparat
wodurch dort vermutlich eine geringere Menge anld(derproteinen fur die Prozessierung
durch zwei spezifische Proteasen zur VerflgungtstEs wirde zu einer reduzierten
Freisetzung des N-terminalen transkriptionell adtivcytoplasmatischen Teils von SREBPs
kommen, was letztendlich zu einer reduzierten Esgiom des ZielgensDLR und somit zu
einer Rezeptordefizienz an der Zelloberflache unéreAkkumulation vor allem von LDL-
Partikeln, aber auch VLDL- und IDL-Partikeln, imaBma der Patienten fuhren wirde. Fur
die mutanten SREBP2-Proteine wurde ein weitereridieismus aufgedeckt, der mit einer
geringeren Menge an Vorlauferprotein im Golgi-Amdaeinhergeht. Es konnte gezeigt

werden, dass die Mutationen in SREBP2 die Stabitigi Vorlauferproteine im Vergleich
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zum wildtypischen Vorlauferprotein beeintrachtigemd eine verkirzte Lebensdauer
bedingen. Die Inhibierung des Proteasom-Ubiquigst&ms resultierte in keiner
Stabilisierung der Proteine was zur Annahme fidass Ubiquitin-unabhéngige Abbauwege
greifen und die Degradation der Vorlauferproteieeioken.

Die funktionellen Analysen zeigten eine deutlicheltionelle Wirkung der Mutationen auf
die Funktion von SREBP1 und SREBP2 und somit komieKausalitat der Mutationen
nachgewiesen werden. Die Daten dieser Arbeit zeid@ssSREBPlund SREBP2zwei neue
Hypercholesterindmie-Gene sind.

Die Ergebnisse der funktionellen Analysen lassee S8chlussfolgerung zu, dass eine
Reduktion der SREBP-Proteinfunktion, bzw. deDLR-Expression, um 20 % bereits
auszureichen scheint, um eine Hypercholesterindmaieorzurufen. Dien vitro-erhaltenen
Ergebnisse spiegeln aber nicht immer 1:1 die plhggische Situation wieder. SREBPs
regulieren normalerweise ihre eigene Transkriptionch Bindung an das SRE im eigenen
Promotor. Fur die funktionellen Analysen wurden iRahmen dieser Arbeit
Expressionskonstrukte verwendet, die nicht denrhetén Promotor deSREBPGene und
somit kein SRE enthielten. Im physiologischen Sysist es somit wahrscheinlich, dass
infolge der Mutationen die eigene Expression derEBRs inhibiert wird, was einem
dominant-negativen Effekt ahnelt. Generell konntdie identifizierten Mutationen im
physiologischen System einen dominant-negativerekEfbesitzen. Es ist grundsatzlich
schwer einzuschatzen, welche Auswirkungen Mutationeauf physiologische
Proteinkomplexe haben. Dominant-negative Effektad svor allem bei dimeren und
multimeren Proteinen bekannt, hauptsachlich beien&analen. Ein Beispiel stellt das
KCNQZLGen dar, welches fiir eine Untereinheit eines spagsabhangigen KKanals
kodiert. Mutationen in dieser Untereinheit verutsat das lange-QT-Syndrom, eine
bestimmte Form der Herzrhythmusstérung. Der ges&matalkomplex besteht aus 4 alpha-
Untereinheiten sowie regulatorischen beta-Untemiah. Somit ist es moglich, dass ein
dominant-negativer Effekt einer in den Kanalkompééixgebauten mutanten Untereinheit auf
die anderen Untereinheiten ausgeibt wird. DiesdekEfaulRert sich in einer merklich
reduzierten Amplitude des KStroms durch den Kanalkomplex (Herbert et al.,20Des
Weiteren sind aul3erhalb von lonenkanadlen dominegative Mutationen inFBN1-Gen
bekannt, die ursachlich sind fir das Marfan-Syndrddas Gen kodiert fur Fibrillin-1,
welches als Glykoprotein ein Hauptbestandteil deref Mikrofibrillen und der mit den
elastischen Fasern assoziierten Mikrofibrillen Besdlegewebes, die in den Zonulafasern des

Auges, in der Arterienwand, in der Haut sowie imalinen Knorpel und im Periost
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vorkommen, ist. Missense-Mutationen, die intra- rodetermolekulare Disulfidbriicken
betreffen, Sequenzverédnderungen konservierter Bogshegionen oder auch zusatzliche
Cysteinreste, beeintrdchtigen vor allem die Pr&wmiformation. Die Interaktion eines
solchermalRen mutierten Monomers mit einem wildgipes Protein bewirkt eine strukturelle
Storung der Mikrofibrillen. Infolgedessen kommt &s einer Beeintrachtigung des Aufbaus
der betroffenen Gewebe. Neben diesem dominantinegaEffekt von Mutationen auf den
Aufbau von hochpolymorphen Mikrofibrillen spieltnel vermehrte Proteaseempfindlichkeit

des Fibrillins eine Rolle in der Pathogenese dedaicSyndroms (Robinson et al., 2000).

5.2 Mutationsanalysen in Familien mit autosomal-dominater familiarer
Hypercholesterindmie
Die Analysen in der turkischen Familie FH1 mit diagtizierter autosomal-domianter FH
haben gezeigt, welchen Einfluss Phanokopien inneirfgammbaum auf experimentelle
Analysen haben kdnnen. Eine Verkettung von unggestimstanden fuhrte dazu, dass die
kausale Mutation in LDLR initial nicht gefunden werden konnte: 1. Fur die
molekulargenetische Testung der bekannten FH-Gemedew der Indexpatient lII:5
ausgewahlt, der, wie sich spater herausstellteer eder beiden Individuen mit Phanokopie
darstellte. 2. Die Kopplungs- und Haplotypanalysepalymorphen Mikrosatelliten-Markern
fuhrte zum Ausschluss einer Kopplung d€3_R-Locus mit der Erkrankung in der Familie,
da die beiden Phanokopien IlI:5 und 11:8 den ide&xérten gemeinsamen Haplotyp, den die
restlichen sieben betroffenen Familienmitgliedefweesen, eben nicht trugen. 3. Bei der
parametrischen Analyse der genomweiten Kopplungsdainter Berlcksichtigung eines
autosomal-dominanten Erbgangs, einer reduzierteretRaz von 0,99 und einer Frequenz
des Krankheitsallels von 0,0001 fanden sich kegleppelten Regionen mit einem statistisch
signifikanten LOD-Score, da dieses angenommene WMaalgfgrund der vorhandenen
Phanokopien in der Familie beeintrachtigt wurdeneEiL6sung des Problems bot die
modellfreie, nicht-parametrische Analyse. Hierbeurden signifikante NPL-Scores zum
einen fur dieLDLR-Region und zum anderen fir eine Region auf Chromo9q31.1
festgestellt. Eine wiederholte Mutationsanalysé. LR, diesmal bei allen betroffenen und
nicht-betroffenen Familienmitgliedern, fuhrte |lewdlich zur Identifizierung der bekannten,
kausalen, heterozygoten p.C222R Mutation, die &letroffenen mit Ausnahme der
Phanokopien trugen. Dieses Beispiel zeigt, dass Beirankungen, die in der
Gesamtbevolkerung haufig vorkommen, Vorsicht imn8tdaum hinsichtlich Phanokopien

geboten ist. Aufgrund des vorliegenden autosomaiidanten Vererbungsmodus in der
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Familie FH1 wurde davon ausgegangen, dass bei B#¢moffenen ein bestimmter Defekt in
einem Gen ursachlich fur die Erkrankung ist. Jede@r die molekulare Ursache der
Hypercholesterindmie bei zwei Betroffenen nicht adénselben monogenen Defekt
zurtckzufiihren, sondern hatte einen anderen Hmtedg Es ist somit bei gré3eren Familien
ratsam immer mindestens zwei Patienten, molekuhatigeh zu untersuchen, um kausale
Mutationen nicht zu Ubersehen. Die p.C222R Mutatisst im repeat 5 der
Ligandenbindungsdomane des LDL-Rezeptors lokaljsielcher zusammen mit demapeat

4 eine hydrophobe Tasche ausbildet mit der dietipesi amphiphatischen Helices in
Apolipoprotein B-100 und Apolipoprotein E in Wechgekung treten kdnnen. Bei dem
Cystein an Position 222 handelt es sich um eineseatshs Cysteine imepeat5, welche tber
die Ausbildung von Disulfidbriicken die Faltung de@oméne in eine rigide Tertiarstruktur
bewirken (Boren et al., 2001). Durch den Austaudeh hochkonservierten polaren, neutralen
Cysteins gegen das basische Arginin kommt es wadirdech zu einer beeintrachtigten
Bindung von LDL an den LDL-Rezeptor (Klasse-3-DéafekHobbs et al., 1986). Das
Problem der Phanokopien tritt vor allem bei haufiggomplexen Erkrankungen auf.
Phanokopien sind umweltbedingte, nicht-erbliche hdé&enungen von genetisch bedingten
Phanotypen, die aber alternativ auch durch bestamariiliche Konstitutionen hervorgerufen
werden kénnen. Die Familienmitglieder I1I:5 und8lin der Familie FH1 sind phanotypisch
von den Betroffenen mit kausaleDLR-Mutation nicht zu unterscheiden. Bei ihnen ist die
Hypercholesterindmie moglicherweise auf einen adehrere andere genetische Faktoren
und durch das Zusammenwirken mit ungunstigen Unfiabégliren zurtickzufihren. Es wurde
die Hypothese aufgestellt, dass einer Verandermm@BCAXGen, welches in der zweiten
mittels nicht-parametrischen Kopplungsanalyse dete&n Region auf Chromosom 9q31.1
liegt und im Kontext dieser Arbeit als besondergevantes Kandidatengen erschien, eine
negativ modifizierende Rolle zukommt und das kthis Erscheinungsbild der Erkrankung in
der Familie FH1 mitbestimmt und fur die Phanokop&ine Erklarung darstellt. Diese
Hypothese konnte jedoch nicht bestatigt werden.fEs¢gestellte Co-Segregation des Locus
mit der Erkrankung ist somit entweder zuféllig odar modifizierender Faktor liegt in einem
anderen Bereich der gekoppelten chromosomalen Re@i® Durchfihrung einer Exom-
Sequenzierung bei den beiden Phanokopien bietietasic um einen kausalen genetischen
modifizierenden Faktor zu identifizieren. Interegsavare eine Exom-Sequenzierung zur
Identifizierung von neuen Hypercholesterinamie-Gemeich bei Betroffenen der anderen
analysierten Familien (FH2-5), bei denen keine &kubutation in einem der bekannten FH-

Gene gefunden wurde und die sich aufgrund ihrerillGarstruktur nicht unbedingt fur eine
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klassische positionelle Klonierungs- und Kandidgeestrategie eignen. In der Familie FH2
misste zuvor allerdings noch die Kausalitat unché&gnitat der identifizierten, als SNP

annotierten Veranderung ¢.1060+10G>C untersuchdever

5.3 Identifizierung der molekularen Ursache von Woodhoge-Sakati-ahnlichen
Syndromen
Die Identifizierung der molekularen Ursache des ‘Whase-Sakati-ahnlichen Syndroms in
der Familie HYPO1 wurde vor allem dadurch erschwagiss Uber das Protein C20rf37 zum
Zeitpunkt der Analyse nichts bekannt war. Bei demgnweiten Kopplungsanalyse wurde flr
sieben Regionen ein theoretisch maximaler parascégr LOD-Score von 2,06 erreicht.
Mittels Marker- und Haplotypanalyse konnte fur zwer sieben Regionen eine Kopplung mit
der Erkrankung und Homozygotie bestatigt werdenfgAund der Tatsache, dass eine
anschlieBende Analyse der positionellen Kandidaeegzunichst auf der Uberlegung
beruhte, ob die bekannten funktionellen Eigensehafter Gene mit den Symptomen in der
Familie vereinbar waren, gehor@2orf37 nicht zu den ersten systematisch untersuchten
Kandidatengenen. Erst nach der Vertffentlichung vdazami et al.,, dieC20rf37 als
kausales Gen fur das Woodhouse-Sakati Syndromifideaten (Alazami et al., 2008),
wurde C20rf37 wegen der phanotypischen Uberlappung des WoodHsaisati Syndroms
mit den vorhandenen klinischen Ausprdgungen in Bamilien HYPO1-7 als relevantes
Kandidatengen in Betracht gezogen. Eine anschlagf3&futationsanalyse i620orf37 flhrte
in Familie HYPO1 zur Identifizierung der neuen haygoten Spleil3mutation ¢.1091+1G>A.
Des Weiteren konnten in Familie HYPO2 und HYPO3néhiés loss-of-functionMutationen
als kausale Ursache fur die Erkrankung gefundendever(c.436delC, p.Q146LfsX204;
c.54delC, p.G18AfsX59). Bei der c.436delC Mutatibandelt es sich um eine bereits
beschriebene Griindermutation in der saudi-arabisBlogulation (Alazami et al., 2008). Die
Anzahl aller bisher identifizierten kausale@2orf37~Mutationen konnte durch die
durchgefihrten Analysen von insgesamt acht auf szhaht werden. Bei allen Mutationen
handelt es sich entweder um eine Nonsense-Mutatioameshift Deletion oder
SpleiBmutation, die zu einer Trunkierung des Pngtefiihrt. Der Schweregrad des
assoziierten Phanotyps korreliert dabei nicht reit sultierenden Proteinlange, was darauf
hindeutet, dass ein intaktksl-length Protein fur die Funktion notwendig ist. Moglichexse
werden alle mutanten mRNAs selektiv Gber d@emsense-mediated mMRNA deedgebaut.
Alle Mutationen haben einen homoallelischen Hintengl und wurden ausschlie3lich in

konsanguinen Familien gefunden. Des Weiteren segeyin Familien gleicher Ethnizitat

181



Diskussion

dieselben Mutationen, was vermuten l|asst, dassed®rj Ethnizitdt nur ein begrenztes
Repertoire an Mutationen existiert (Alazami et 2008, Alazami et al., 2010, Rachmiel et al.,
2011).

Bei allen im Rahmen dieser Arbeit untersuchten kami(HYPO1-HYPO7) wurde kein
klassisches Woodhouse-Sakati Syndrom diagnostiareitbeschrieben, sondern es wurden
jeweils Uberlappende Phanotypen festgestellt, Wwestia Bezeichnung Woodhouse-Sakati-
ahnliches Syndrom erfolgte (Devriendt et al., 1996yriendt et al., 1996, Megarbane et al.,
2003, Tatar et al., 2009). Die phanotypischen Watdede sind nicht markant, was zur
Annahme fiihrt, dass die klinischen Merkmale in &amilien HYPO1-7 zum Spektrum des
Woodhouse-Sakati Syndroms gehéren. Bei den Erkrayjgquhandelt es sich mdglicherweise
um ein und dasselbe Syndrom mit variabler klinischaspragung. Die Syndrome in den
Familien HYPO1-7 waéren somit eine Kklinische Auspmdg des Woodhouse-Sakati
Syndroms, hervorgerufen durch gleicki2orf37-Mutationsmechanismenlogs-of-function
Mutationen). Die Familien HYPO1 und HYPO2, bei demgne kausale Mutation gefunden
wurde, weisen mit Hypogonadismus, mentaler Retardge und Alopezie drei der funf
Hauptcharakteristika des Woodhouse-Sakati SyndraumgDevriendt et al., 1996, Tatar et
al., 2009). Zusatzlich wurde bei ihnen eine Schweghkeit diagnostiziert, die sehr haufig mit
dem Woodhouse-Sakati Syndrom assoziiert auftriib&tes und extrapyramidale Stérungen
wurden nicht festgestellt. Grundséatzlich sind batiéhten mit Woodhouse-Sakati Syndrom
die IGF-1-Serumwerte reduziert und gelten somitMésker fur die Erkrankung. Auch bei
den Familien HYPO1 und HYPOZ2 lagen reduzierte |1GW®drte vor. Bei Familie HYPOS3
wurden mit Hypogonadismus, Alopezie und extrapydai@n Storungen ebenfalls drei
Hauptcharakteristika des Woodhouse-Sakati Syndahagnostiziert. GréRere phanotypische
Unterschiede zwischen den Familien und einem Idaksn Woodhouse-Sakati Syndrom
wurden eher auf allelisch Uberlappende Erkrankuinganeisen.

Das Woodhouse-Sakati Syndrom weist generell ein8eklinische Heterogenitat auf. Die
phanotypische Auspragung und der Schweregrad deartkung variiert sowohl inter- als
auch intrafamiliar (Alazami et al., 2010, Tatarakt 2009). Trotz der Heterogenitat stellten
Alazami et al. bereits fest, dass bei allen Patemhit kausalelC2orf37#Mutation immer
Hypogonadismus und Alopezie vorlagen und spekelertiass das alleinige Vorhandensein
dieser beiden Charakteristika bezeichnend isCRorf37~Mutationen (Alazami et al., 2010).
Im Rahmen dieser Arbeit konnte dies bestétigt werdenn auch in den Familien HYPO1-3
liegen Hypogonadismus und Alopezie vor, wahrendh sitie Familien in anderen

phanotypischen Auspragungen unterscheiden. Eg dtellsich Frage, welche zusatzlichen
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genetischen oder auch nicht-genetischen Faktorerdifti sehr unterschiedliche klinische
Auspragung vonC2orf37-loss-of-functiotMutationen verantwortlich sind. Es ist héchst
interessant, dass unterschiedliche Auspragungsspelamiliar gehéuft vorkommen, so dass
zusatzliche genetische Faktoren, die eine posder megativ modifizierende Rolle spielen,
wahrscheinlich sind. Solche modifizierenden geobgs Faktoren kdnnten sogenannte
modifier-Gene sein, die zusatzlich zu einem obligaten Defeki dem
krankheitsverursachenden Gen die klinische Ersohgsform mitbestimmen. Sie préagen
sich unabhéngig vom Hauptgen aus, wirken mit diesrsammen und bestimmen so
unterschiedliche phénotypische Auspragungen. Rimikiist fur genetische modifizierende
Faktoren sowohl eine an das Krankheitsgen gekap@d#t auch unabhéngige Vererbung
denkbar. Eine mdgliche Kandidatenregion fur einenegischen modifizierenden Faktor wére
bei Familie HYPO1 die Region auf Chromosom 5q3133%1, welche auch mit der
Erkrankung in der Familie co-segregiert. Alazamaletvermuteten bereits, das®difier eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese des Woaeh&akati Syndroms spielen (Alazami et
al., 2010).

Es konnte gezeigt werden, dass das C2orf37-Proténicleoli vorkommt und hauptséchlich
im Gehirn, der Leber und der Haut exprimiert wirdlazami et al.,, 2008). Dieses
Expressionsmuster steht im Einklang mit den negiséhen Manifestationen, der Alopezie
und den erniedrigten IGF-1-Werten (Leberhormon) \Weiodhouse-Sakati Patienten. Uber
die Funktion des Proteins in den Nucleoli ist naathts bekannt. In den Nucleoli findet die
Synthese von rRNAs sowie die Assemblierung dieseNAs mit eingeschleusten
ribosomalen Proteinen statt, so dass Ribosomemimiteiten synthetisiert werden. Weitere
nucleolare Funktionen schlieen die Regulation dedlzyklus, zellulare Alterung,
Biosynthese von Signalerkennungspartikeln, Progassg von SRNA, Transport von mRNA
und Apoptose ein (Dousset et al.,, 2000, Kerr et &007). Ob eine defekte
Ribosomenbiogenese der zugrundeliegende MechanideruBathogenese des Woodhouse-
Sakati Syndroms ist oder ob die Beeintrachtigundeeer nucleolarer Funktionen ursachlich
ist, bleibt aufzuklaren. Mittlerweile ist eine waieé multisystemische Erkrankung bekannt, die
durch Mutationen in einem nucleolaren Protein heggnufen wird. Nousbeck et al.
identifizierten 2008 eindoss-of-functionMutation in RBM28 einem nucleolaren Protein,
welches in die Ribosomenbiogenese involviert ist kausale Ursache fur ein Syndrom, dass
charakterisiert ist durch Alopezie, neurologischefdBte und Endokrinopathien (Nousbeck et
al., 2008).
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Das Woodhouse-Sakati Syndrom kombiniert mit Diafetegnitiven Beeintrachtigungen
und Hypogonadismus einige der meist erforschtemskdhen Phanotypen und bietet aufgrund
seines extrem seltenen Vorkommens eine einmaligalibhikeit, die Biologie dieser
Phanotypen zu untersuchen und neue pathologischehavismen aufzudecken. Eine
Expression von C20rf37 in Langerhans-Inseln konitbt nachgewiesen werden (Alazami et
al., 2008), hatte aber moglicherweise die Pathageemen Diabetes bei einigen Woodhouse-
Sakati-Patienten erklaren kénnen. Langerhans-Insiekh Zellagglomerate im Pankreas, die
die Hohe des Blutzuckers registrieren und durchRimduktion von Glukagon und Insulin
den Blutzuckerspiegel beim Menschen regulierencB&tigungen oder Fehlfunktion dieser
Zellen sowie ihr kompletter Ausfall sind die direkt Ursachen fir Diabetes mellitus. Die
Aufklarung der C2orf37-Proteinfunktion wird dazuitb@gen, sowohl die Pathogenese von
Diabetes als auch von Hypercholesterinamie und Hiyglyzeridamie, die ebenfalls héaufig
mit dem Woodhouse-Sakati Syndrom assoziiert sind,verstehen. All diese Stérungen
stellen fur kardiovaskulare Ereignisse und die Resgjon der Atherosklerose beachtenswerte
Risikofaktoren dar.

Bei den Familien HYPOA4-7 konnten @Rorf37keine kausalen Mutationen gefunden werden,
was darauf hindeutet, dass weitere Gene eine Reillader Pathogenese des Woodhouse-
Sakati Syndroms und seiner variablen klinischenpfigung spielen. Nachdem bei Familie
HYPO?7 bereits eine genomweite Kopplungsanalysehd@ftihrt wurde, soll das kausale Gen
nun mittelstargeted sequencinger fiinf gekoppelten Regionen identifiziert werd&ei
rezessiv-vererbten Erkrankungen ist es sehr effizigewonnene Exom-Daten bereits mit
einer minimalen Menge an Kopplungsdaten zu filteAm ehesten erwartet man bei
rezessiven Erkrankungen (vor allem in konsanguir@milien) homozygote Mutationen, so
dass zunachst nur die mittels Exom-Sequenzierutekiilerten Varianten als moglicherweise
kausal erachtet werden, die bei den betroffenenvitheen in grof3eren homozygoten
Regionen lokalisiert sind. Diese vielversprecher8teategie soll nun bei den restlichen
Familien ohneC2orf37-Mutation, die sich aufgrund der Familienstruktir €ine klassische

positionelle Klonierungs- und Kandidatengenstraegcht eignen, angewendet werden.

5.4 ldentifizierung einer molekularen Ursache des Wiedmann-Rautenstrauch

Syndroms
Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen mittels esmr Technologie, der Exom-
Sequenzierung, ein kausales Gen fur das sehr saleaessive Wiedemann-Rautenstrauch

Syndrom, einem neonatalen Progerie Syndrom, zutifdégren. Bei einem turkischen
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Patienten einer konsanguinen Familie (WR1) konmehdmozygote Nukleotidsubstitution
c.G616A im PYCR1Gen gefunden werden, die auf Proteinebene in a&rsdevierten
funktionellen katalytischen Doméane des Proteingim@m Austausch der hochkonservierten
Aminosaure Glycin an Position 206 gegen die Aminosarginin fuhrt (p.G206R). Hierbei
kommt es zu einer Substitution eines polaren undralen Aminosdurerestes gegen einen
basischen Aminosaurerest, was dafir spricht, des$/dtation eine Konformations- oder
Funktionsanderung in den-Pyrrolin-5-Carboxylat Reduktase bewirkt. MittelseR
Sequenzierung nach der Sanger-Methode konnte dah dikom-Sequenzierung detektierte
Mutation in PYCR1bestatigt werden. Die Segregationsanalyse in denille ergab, dass
beide gesunden Elternteile heterozygot fur die Muatawaren. Krankheitsverursachende
Mutationen in PYCR1, unter anderem auch die p.G206Ration, wurden bereits flr
verschiedene Syndrome beschrieben, die sich vematlurch einen progeroiden Aspekt
auszeichnen und phanotypische Uberlappungen zundémiann-Rautenstrauch Syndrom
aufweisen. Weiter wurde die Kausalitat der Verandgrdurch die Abwesenheit der Mutation
in insgesamt 130 Kontroll-DNAs von gesunden Indisd gleicher ethnischer Abstammung
unterstitzt. Aul3erdem war die Veranderung in kettegrverwendeten Datenbanken als SNP
annotiert.

Die Exom-Sequenzierung ist eine exzellente newarMgethode zur Gen-ldentifizierung,
unter anderem bei monogenen Erkrankungen, vor alkekieinen Familien und einzelnen
Patienten, die sich flr Kopplungsanalysen und rdgbéhde positionelle Klonierung nicht
eignen. Dies wurde durch die ldentifizierung derlekalaren Ursache des Wiedemann-
Rautenstrauch Syndroms im Rahmen dieser Arbeit atigist Mit der massiven
Parallelsequenzierung kann in kirzester Zeit em@rae Menge an Sequenzdaten generiert
werden. Eine Schwierigkeit der Exom-Sequenzierusig jedoch, unter den bei einem
Patienten detektierten 5000-10000 nicht beschrigararianten, die mit einer veranderten
Proteinsequenz oder einem fehlerhaften SpleiRehemehen und nicht in einer der
Datenbanken als SNP annotiert sind, die kausaléinderung zu finden. Durch eine
geeignete Filterstrategie ist es in der vorliegendebeit gelungen, die Anzahl der mittels
Exom-Sequenzierung detektierten Varianten beim Whehn-Rautenstrauch Patienten von
insgesamt 563363 auf 12 potentiell pathogene Veramdien zu reduzieren. Dabei konnte
vor allem die Starke und Nutzlichkeit einer konaangn Familie demonstriert werden, um
die Zahl der Varianten zu minimieren. Bei rezessivierkrankungen mit elterlicher
Konsanguinitat erwartet man héchst wahrscheinlrohehesten homozygote Mutationen. Die

betroffenen Kinder haben im Krankheitslocus danreizi#aplotypen gemeinsam, die von

185



Diskussion

einem einzelnen gemeinsamen Vorfahren abstammen.tteldli SNP-basierter
Kopplungsanalyse wurden bei dem Wiedemann-Raugrgdtr Patienten homozygote
Regionen identifiziert und nur die detektierten fdaten als kausal erachtet, die in diesen
Regionen lokalisiert waren. Die Konsanguinitat Bamilie hat dazu beigetragen die Anzahl
der Varianten um den Faktor 17 zu vermindern. DestBhmung der homozygoten Regionen
hatte auch im Vorfeld durch Homozygotie-Kartierunmgt Hilfe von SNP-Chips und der
Verwendung von DNA sowohl des Patienten und deddreElternteile erfolgen kénnen. Die
aulBerst effiziente Strategie, Konsanguinitat alsogewveiten Filter fir Exom-Daten zu
nutzen, wurde bisher in der Literatur erst zwei keschrieben. Mittels Exom-Sequenzierung
in Kombination mit homozygoten chromosomalen Regrogelang es Tekin et AllASPlals
kausales Gen fir das 3MC-Syndrom zu identifizig@mmaci et al., 2010). Sie fuhrten eine
Exom-Sequenzierung bei einem turkischen Patieritesr konsanguinen Familie und parallel
dazu eine Homozygotie-Kartierung in derselben Familnd einer weiteren tirkischen
Familie durch. Bei der Homozygotie-Kartierung kaimeeautozygote Region auf Chromosom
3927 raus. In dieser Region wurden im Rahmen demESequenzierung nur vier seltene,
potentiell kausale Varianten detektiert, unter aedeeine inMASP1 Bei dem Patienten der
zweiten Familie wurde anschliel3end mittels Sanggugnzierung ebenfalls eine Mutation in
MASP1gefunden. Des Weiteren zeigte unsere Arbeitsgriggpeits, dass die beschriebene
Strategie sehr effizient und vielversprechend i&ixom-Sequenzierung bei einem
franzosischen Patienten tirkischer Herkunft mitkBe&yndrom und konsanguinen Eltern
und eine anschlieBende Filterung ausschliel3lich Wacianten in einer grol3en homozygoten
Region, fuhrten zur Identifizierung einer pathogerdutation in CEP152 (Kalay et al.,
2011).

Eine weitere Schwierigkeit der Exom-Sequenzierumgjltsimmer noch die oft nicht
ausreichendeoveragedar, was im Zuge dieser Arbeit gezeigt wurde. Emle sich die
Problematik, dass bei der ersten Analyse nach dstansingle readLauf mit zwei Spuren
auf dem lllumina Genome Analyzer lIx die kausale tdlion in PYCR1nicht gefunden
werden konnte, da die entsprechende Zielregiordeindie Mutation lokalisiert war nicht
ausreichend angereichert wurde. Eine gute Anreictieund damit verbunden eine hohe
coverageist zwingend notwendig zur vollstdndigen Analysel tausschlaggebend fur den
Erfolg einer Exom-Sequenzierung. Fur die Anreichgrdefinierter genomischer Regionen
beim Wiedemann-Rautenstrauch Patienten wurde desS8kect Target Enrichment System
von Agilent Technologieserwendet. Dieses System beruht auf einem Venfalira dem die

Hybridisierung in Lésung durchgefihrt wird. Nachagmentierung und Prozessierung der
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genomischen DNA wird diese zur Anreicherung zusamnmeit biotinylierten RNA-
Fragmentenlfaits), welche das gesamte Exom abbilden, fir 24 h Hidbert. Im Anschluss
werden die gebildeten DNA-RNA-Hybride mithilfe vorStreptavidin beschichteten
Magnetpartikeln sowie eines starken Magneten ausideridisierungslésung herausgefischt.
Nach mehreren Waschschritten, die dazu dienen aifisgdé gebundene DNA zu entfernen,
werden die RNAbaits verdaut. Somit verbleiben nur noch die daran gdboan DNA-
Fragmente in der L6sung. Die so angereicherten [#gmente werden mit wenigen PCR-
Zyklen amplifiziert und stehen fur die Sequenzigrumur Verflgung. Es kann aus
verschiedenen Grinden zu einer schlechten Anreiogeder Zielregion kommen. Im
ungunstigsten Fall liegt die kausale Mutation ineeigenomischen Region, die man einfach
nicht anreichern kann. Beispielsweise sind in degdR flr repetitive Sequenzen keine RNA-
Sonden im Kit vorhanden, da solche Regionen nidgeeeichert werden kénnen und ein
spateresalignmentmit einer Referenzsequenz und entsprechende Sed@uendnung nicht
maoglich sind und diese deswegen nicht bertcksicimegden. Liegt die kausale Veranderung
tatsachlich in einem Bereich, fur den keine Songbastieren, ist die Anwendung der Exom-
Sequenzierung nicht zielfihrend. Weiterhin kann di#fizienz von RNA-Sonden
unzureichend sein. Manche RNA-Sonden weisen gegenillestimmten genomischen
Zielregionen, aufgrund deren spezifischer Sequemaz 8ekundéarstruktur und der damit
verbundenen schweren Zugéanglichkeit, nur eine schev8indungskapazitat auf. Zu diesen
Zielregionen zéhlen beispielsweise GC-reiche Regioas Anreicherungssystem sollte die
Fahigkeit haben eine hohe Toleranz gegeniber SHBsauch gegenuber Insertionen und
Deletionen aufzuweisen, da dies zur homogenen Detekon unterschiedlichen Allelen
notwendig ist, jedoch stellen gerade Deletionerb &p in der Zielsequenz immer noch ein
Problem dar. Besitzen RNA-DNA-Hybride nur eine migd Affinitdit kann es zudem
passieren, dass bei den Waschschritten nach deridi$yrung nicht nur unspezifisch
gebundene DNA entfernt wird, sondern auch spehifigebundene DNA. Die kausale
Mutation iImPYCR21Gen beim Patienten mit Wiedemann-Rautenstrauckr®ymkonnte erst
nach einem zweitesingle readLauf mit einer dritten Spur auf dem Illumina Gereom
Analyzer 1Ix, der zur Erh6hung dewoveragedurchgefuhrt wurde, detektiert werden. Die
durchschnittlichecoveragebetrug nach zwesingle readLaufen mit insgesamt drei Spuren
126. Die Auswertung der Exom-Daten verdeutlichtbogh nochmal die Schwierigkeit eine
homogenecoveragezu erhalten. Diese variierte fur die einzelneniafsten zwischen 0 und
maximal 2211. Im Falle der kausalen MutationFNCR1wurde diecoveragedurch den

zweiten Lauf von 0 auf 5 erhoht. Dies zeigte, ddessEffekt von einer einzigen zusatzlichen
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Spur nicht sehr effizient war, jedoch hat die ggfigige Verbesserung in diesem
Zusammenhang zur ldentifizierung de¥ CRXMutation ausgereicht. Es ist zu empfehlen,
wenn initial keine krankheitsverursachende Veramagrgefunden werden kann, mehrere
Sequenzier-Laufe durchzufuhren, beziehungsweise adigereicherte DNA auf mehrere
Spuren zu laden, um per se mit deveragehochzugehen. Je besser doxerageist, desto
niedriger ist auch die Wahrscheinlichkeit, dasssieb bei den detektierten Varianten um
falsch-positive Varianten handelt. Prinzipiell ledt bei konsanguinen Familien die
Maoglichkeit vor der Exom-Sequenzierung eine HomatiggKartierung durchzuftihren und
anschlieend nur die golReren homozygoten Regionearechern und mittelsargeted
Exom-Sequenzierung zu sequenzieren. Durch die émeeing von deutlich weniger
Regionen wirde man von vornerein eine hohareerageerreichen. Trotzdem ist es bei
konsanguinen Familien sinnvoller dieoverage durch zusatzliche Sequenzier-Laufe zu
erhohen, da es vorkommen kann, dass die Konsaté@gumieiner Familie nur zufallig ist und
nichts mit der Erkrankung zu tun hat. Bei eita@rgeted Exom-Sequenzierung kdnnte es
somit passieren die Mutation zu tGbersehen.

Pathogene Missense-, Spleil3- drameshiftMutationen inPYCR1wurden bereits im Jahre
2009 von unserer Arbeitsgruppe im Rahmen einerReversade et al. durchgefihrten Studie
bei Patienten mit Gerodermia Osteodysplastika, MrirSkin Syndrom und de Barsy
Syndrom beschrieben (Reversade et al., 2009). Diesesyndromalen Erkrankungen weisen
Klinisch Uberlappende Phénotypen auf, so dassediieutige Diagnose haufig schwierig ist.
Gekennzeichnet sind die Erkrankungen hauptsachlichh einen progeroiden Aspekt, laxe
und faltige Haut sowie Osteopenie. Zusatzlich gpischen Cutis laxa fanden sich bei den
meisten der 35 Patienten aus 22 Famillien rRYCRIMutation eine intrauterine
Wachstumsverzdogerung, mentale Retardierung, eimergksierte Bindegewebsschwache,
Hernien sowie eine typische Facies. Einige Patredie schwerwiegender betroffen waren,
wiesen zusatzlich eine Agenesie oder HypoplasigGdepus callosum und eine Katarakt auf.
Auf molekularer Ebene wurde durch die Identifizieguder bekannten p.G206R Mutation
gezeigt, dass das Wiedemann-Rautenstrauch Syndtom selben klinischen Spektrum
gehort. Bei einem Patienten mit diagnostizierterad@ermia Osteodysplastika aus Katar
wurde von Reversade et al. dieselbe PYCRI1-Mutatidentifiziert. Die daraufhin
durchgefluhrte klinische Re-Evaluierung des WiedawRautenstrauch Patienten zeigte, dass
das Wiedemann-Rautenstrauch Syndrom eindeutigésdtie Uberlappungen mit den drei
anderen syndromalen Erkrankungen mit progeroideinétgpen hat. Vor allem aufgrund

einer deutlich schwerwiegenderen Symptomatik isales von den anderen Syndromen zu
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unterscheiden. Zu den Uberlappenden phanotypis¢hepragungen beim Wiedemann-
Rautenstrauch ~ Syndrom  z&hlen eine  progeroide  Hraaigg  intrauterine
Wachstumshemmung, charakteristische faziale Keohee] mentale Retardierung sowie
Veranderungen der Ossifikation. Hauptsachlich wetegidet sich das Wiedemann-
Rautenstrauch Syndrom dadurch, dass ein frihzei#idierungsprozess bereits neonatal
auftritt. Aul3erdem ist das Syndrom mit friihzeitigteetenden endokrinen und metabolischen
Stérungen, unter anderem Dyslipidamien, assoziiéir im Rahmen dieser Arbeit
untersuchte Wiedemann-Rautenstrauch Patient wiesleichte laxe und faltige Haut sowie
eine generalisierte Bindegewebsschwéache auf. Zuwarde dies noch bei keinem
Wiedemann-Rautenstrauch Patienten beschriebergdsgsiit wurde in mehreren Fallen nur
ein mangelhaft ausgebildetes subkutanes Fettgevidgbelen vier Uberlappenden klinischen
Entitdten Gerodermia Osteodysplastika, Wrinkly SEpndrom, de Barsy Syndrom und
Wiedemann-Rautenstrauch Syndrom handelt es siclalleiische Erkrankungen, die durch
gleiche PYCRZMutationen und -Mutationsmechanismen hervorgerufeerden. Die
Symptome des Wiedemann-Rautenstrauch Syndroms rpaas® schweren Ende des
klinischen Spektrums. Das Wiedemann-Rautenstrayetdr8m demonstriert, zu welchen
schwerwiegenden funktionellen Beeintrachtigunges 8gstems es kommen kann. Es stellt
sich nun vor allem die Frage, aus welchem Grunduesiner Beeintrachtigung der vielen
zusatzlichen Organsysteme und dem deutlich schwgemderen Phéanotyp beim
Wiedemann-Rautenstrauch Syndrom kommt und waruenvadr Syndrome unterschiedliche
klinische Erscheinungsbilder aufweisen. Zusatziaahdem obligaten Defekt irRYCR1Gen
spielen wahrscheinlich weitere genetische Fakterea positiv oder negativ modifizierende
Rolle und sind fur die sehr unterschiedliche kkhis Auspragung voRYCRZXMutationen
verantwortlich. Solche modifizierenden genetisckaktoren konnten sogenanntedifier
Gene sein. Sie pragen sich unabhangig vom Hauptggnwirken mit diesem zusammen und
bestimmen so die unterschiedliche phéanotypischepr@gsing. Im Jahre 2009 haben
Yngvadottir et al. im Rahmen einer grol3en StudesHiiufigkeit von Nonsense-SNPs in der
Gesamtpopulation analysiert und gezeigt, dass solgéwr nicht so selten vorkommen
(Yngvadottir et al., 2009). Dieses Ergebnis wurdect die Pilotstudie de$000 Genomes
Project bestatigt (Durbin et al., 2010). Nonsense-SNP<ihglrinzipiell einen pathogenen
Charakter und aus diesem Grund sind sie potesedll gute Kandidaten fur modifizierende
Faktoren, die zusatzlich das funktionelle Systemnelifen. Moglicherweise kommt ihnen nur
in Kombination mit einer kausalen Mutation PIYCR1eine modulierende Funktion zu.

Wahrscheinlich bestimmt die Addition von mehrereraktbren den Phanotyp der
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Erkrankungen und fuhrt zu spezifischen Veranderorags Systems. Die Identifizierung von
modifizierenden Faktoren ist von grof3em Interesse,den Verlauf und die Entstehung der
Erkrankung zu verstehen.

Bei drei weiteren Patienten mit diagnostiziertem etddimann-Rautenstrauch Syndrom
konnten keine weiteren Mutationen RYCR1identifiziert werden, was fir eine weitere
genetische Heterogenitat der Erkrankung sprichzellante Kandidatengene, die sich flr
Mutationsanalysen bei den Patienten anbieten SML1BP1(soluble protein SCY1-like 1
binding protein ) und ATP6VOA2 (V-type proton ATPase 116 kDa subunitofolimn 2)
Loss-of-function Mutationen in SCYLIBP1 sind die kausale Ursache fur Gerodermia
Osteodysplastika (Hennies et al., 2008). Das Ged var allem in der Haut und Osteoblasten
exprimiert. Bei dem Protein handelt es sich um @ioigin, welches im Golgi-Apparat
lokalisiert ist und dort mit Rab6 interagieATP6VOA2kodiert fur eine Untereinheit der V-
ATPase, einer Protonenpumpe, die in Endosomen mnGalgi-Apparat lokalisiert ist und
eine wichtige Rolle im sekretorischen SignalwegekpiMutationen inATP6VOA2 sind
ursachlich fur das Wrinkly Skin Syndrom.

Das mitochondrial lokalisierte Enzym*-Pyrrolin-5-Carboxylat Reduktase katalysiert den
letzten Schritt dedde novoSynthese von Prolin. Reversade et al. zeigters #akivierte
Fibroblasten von Patienten mit ein@YCR1Mutation eine veranderte mitochondriale
Morphologie sowie ein verandertes mitochondrialesmranpotential aufwiesen (Reversade
et al., 2009). Nach Induktion von oxidativem Strdssch Behandlung der Fibroblasten mit
H,0, kam es zu deutlich ausgepragteren mitochondridez@nderungen und einer erhdhten
Apoptoserate. Eitknockdownvon orthologen Genen in Xenopus und Zebrafischtélihu
einer epidermalen Hypoplasie und Blaschenbildurag won einer massiv erhéhten Apoptose
begleitet wurde. Die Ergebnisse legten nahe, daé€RR zur Aufrechterhaltung der
normalen mitochondrialen Morphologie beitragt urldianzeitig eine protektive Funktion
gegen oxidativen Stress ausubt, mdglicherweisehdumaibition von Apoptose. Neben der
Energieproduktion erfillen die Mitochondrien nochitere Aufgaben, unter anderem sind sie
an der Generierung von potentiell schadlichen reakt Sauerstoffspezies (ROS) beteiligt
(Wallace, 2005). ROS wurden initial nur als toxischNebenprodukte der oxidativen
Phosphorylierung betrachtet, mittlerweile ist jed@arich bekannt, dass sie bedeutend sind flr
redox-abhangige Signalprozesse (Balaban et al5,2D(utreaux et al., 2007). Normale
Zellen im Organismus halten die Fahigkeit, redwenede und oxidierende Stoffe zu
neutralisieren, aufrecht, indem sie Vorrate mitdeedienden, beziehungsweise reduzierenden

Stoffen bevorraten. Ein Ungleichgewicht zwischeesdn Pools, das die normale Reparatur-
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und Entgiftungsfunktion einer Zelle Uberfordert ufalglich zu einer Schéadigung aller

zellularen und extrazellularen Makromolekuile fulwird als oxidativer Stress bezeichnet.
Beim oxidativen Stress ist eine das physiologisélusmald Uberschreitende Menge an
reaktiven Sauerstoffspezies vorhanden. Zu den Ralgs durch ROS induzierten oxidativen
Stresses gehoren die Lipidperoxidation, die letiiteh dazu fuhrt, dass Zellen mehr Energie
aufwenden mussen, um ihr Membranpotential zu stadsién, ferner kommt es zur

Proteinoxidation und zur Schadigung der DNA. Diekei Vorgadnge rufen apoptotische
Prozesse hervor und sind somit mitverantwortlichdén Alterungsprozess (Balaban et al.,
2005). Zu den zellularen Schutzmechanismen gegefatoxen Stress zahlen enzymatische
und nicht-enzymatische Radikalfanger und Antioxtdamsowie Reparaturmechanismen der
DNA und der geregelte Abbau von Proteinen. Profihliz zu den nicht-enzymatischen
Radikalfangern. ROS kénnen den Aminoséaurerest vatinPoxidieren. Da Mutationen in

PYCRL1 die Synthese von Prolin beeintrachtigen, t@®somit die Anfalligkeit der Patienten-

Fibroblasten gegentber oxidativem Stress und diéhee Apoptoserate erklart werden. Mit
sehr hoher Wahrscheinlichkeit kommen PYCR1 abehradere, bisher nicht beschriebene
Funktionen zu. Die exakte Rolle von PYCR1 in detogtiondrialen Funktion und Integritat

sowie die genauen pathophysiologischen Mechanismienzu den Erkrankungen fuhren,

missen in zukunftigen Untersuchungen erforscht ererd
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6 Zusammenfassung

Metabolische Erkrankungen sind ein Hauptfaktordig Entstehung von Atherosklerose und
das damit einhergehende Risiko fur das Auftretem akuten Myokardinfarkten. Sie stellen
somit einen der wichtigsten Faktoren fir die erb6Morbiditat und Mortalitdt in der
westlichen Population dar. Im Rahmen der vorliegendrbeit sollten neue genetische
Faktoren und molekulare Mechanismen identifiziert erden, die zu einer
Hypercholesterindmie sowie zwei ausgewahlten, aorgelen Syndromen fuhren, die
bekanntermalRen mit metabolischen Stérungen asdaid.

Wir initiierten molekulargenetische Untersuchungbrei 200 Patienten der deutschen
LIANCO Kohorte mit diagnostizierter Hypercholestéimie. Die Bestimmung des
Mutationsspektrums in den bekannten Genen fir famaiHypercholesterindmie (FH) fuhrte
zur ldentifizierung von insgesamt 30 unterschiddiit, heterozygotenDLR-Mutationen bei
20 % der Patienten und zeigt die hohe PravalenZ irR-Mutationen in Patientenkohorten
ohne beschriebene positive Familienanamnese flretdiiplesterinamie. Die europdaische
APOB-Griundermutation p.R3500Q konnte nur bei einemeR&dn detektiert werden. In
PCSK9 wurde keine Mutation gefunden. Bei etwa 50 % dachgewiesenerLDLR-
Mutationen handelte es sich um Missense-Mutatiordie, anderen 50 % umfassten
Nonsense-Mutationen, SpleiBmutationen, kleinereefimien und Duplikationen sowie
groRere Deletionen, die mittels MLPA detektiert dem. Untersuchungen mdoglicher
modifizierender genetischer Faktoren der Cholast€danzentration bei Patienten niDLR
Mutation, zeigten keine statistisch signifikantemgébnisse fiir eine Assoziation von
Nonsense-SNPs iABCA1Q APOL3 und LPL. Bei einem Patienten konnten wir die
heterozygote Nukleotidsubstitution c¢.-188C>T in deonservierten, GC-reichen SP1-
Bindungsstelle intepeatl derLDLR-Promotorregion identifizieren. Einuciferase Reporter
Assayzeigte, dass es infolge einer verminderten SPthBigsfahigkeit an den Promotior
vitro zu einer signifikanten Reduktion der transkripétben Aktivitdt des mutanten
Promotors um 80 % kommt. Diese Ergebnisse wieseéndau grol3e Bedeutung von
transkriptionellen Veradnderungen debDLR-Expression in der Pathogenese der
Hypercholesterindmie hin.

Basierend auf dieser Erkenntnis fuhrten wir bei aiohs-negativen Patienten der LIANCO
Kohorte Mutationsanalysen BREBPIlund SREBP2urch, zwei Transkriptionsfaktoren, die
eine zentrale Rolle in der Cholesterinhomobostaselesp indem sie unter anderem die

Regulation derLDLR-Expression kontrollieren. Wir konnten bei einemti&den die
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heterozygote Missense-Mutation p.R812Q B8REBP1Gen identifizieren und bei einem
zweiten Patienten die heterozygote Missense-MutatmmG852R in SREBP2 Nach
genetischer Bestatigung der kausalen Rolle diessatidnen konnten wir mittels einan
vitro-Interaktionsstudie zeigen, dass beide Mutationen kibnstitutive Wechselwirkung
zwischen der regulatorischen, C-terminalen Dom&reSREBP-Vorlauferproteine und der
cytoplasmatischen WD-Domane von SCAP in der Membdas endoplasmatischen
Retikulums beeintrachtigen. Infolgedessen kommztieginer verminderten Freisetzung des
N-terminalen, transkriptionell aktiven Teils von BBRPs und dadurch zu einer reduzierten
Expression vonLDLR, was mittelsLuciferase Reporter Assayachgewiesen wurde. Die
resultierende LDL-Rezeptordefizienz an der ZelldBehe bietet eine Erklarung fiur die
Akkumulation von LDL-Partikeln im Plasma der Patem die Diagnose
Hypercholesterindmie und identifiziert zwei neusashliche Gene fur Hypercholesterinamie.
Mittels eines zweiten Ansatzes, bei dem grol3e Kamimit diagnostizierter FH flr
Kopplungsanalysen verwendet wurden, lieBen sichekeeuen FH-Gene identifizieren. In
einer grof3en turkischen Familie mit neun betroffehedividuen stellten wir fest, das das
Auftreten von Phanokopien bei haufigen Erkrankungié® experimentellen Daten sehr
beeinflussen kann und konnten zeigen, wie sichRtablem durch die Verwendung einer
nicht Modell-basierten, nicht-parametrischen Kopplsanalyse bewaltigen lasst.
Nachfolgend wurde die p.C222RDLR-Mutation bei sieben von neun betroffenen
Familienmitgliedern gefunden.

Die ldentifizierung von neuen genetischen Faktoved molekularen Mechanismen der
Hypercholesterinamie bei Patienten der LIANCO Kaoédann entscheidend dazu beitragen,
kinftig eine prazisere genetische Beratung anzemjehdividuelle Risikoabschatzungen zu
treffen und hoffentlich neue therapeutische Stiategu entwickeln.

Des Weiteren fiihrten Studien Uber zwei angeboram@somal-rezessiv vererbte Syndrome,
die mit metabolischen Stérungen assoziiert sindy 2dentifizierung von neuen
krankheitsverursachenden Mutationen und zur Aufikigr der molekularen Pathogenese
dieser Erkrankungen. Nach genomweiter Kopplungyarain einer Familie, die klinisch
durch Hypogonadismus, Diabetes, Alopezie und menRetardierung charakterisiert ist,
fanden wir eine krankheitsverursachende MutatidlQ@1+1G>A, imC2orf37~Gen, welches

in einer grof3en homozygoten Region auf Chromosoil.aqlokalisiert war. Wahrend
unserer Analysen wurd€2orf37 als kausales Gen fur das autosomal-rezessive Vdasdh
Sakati Syndrom beschrieben, das Uberlappende Symeptoit unseren Familien aufweist.

Zusatzlich identifizierten wirloss-of-function Mutationen in C20rf37 in zwei weiteren

194



Zusammenfassung

Familien mit diagnostizierten Syndromen, die Uhmsende Phanotypen zeigen, was die
Vermutung nahelegte, dass diese zum Spektrum vonodWbuse-Sakati-ahnlichen
Phanotypen gehdren. Modifizierende genetische Faktsind vermutlich verantwortlich far
die inter- und intrafamilidre klinische Variabilita

Letztendlich ist es im Rahmen dieser Arbeit gelumgaittels Exom-Sequenzierung, einer
neuen High-EndTechnologie, bei einem Patienten mit diagnostierar Wiedemann-
Rautenstrauch Syndrom (WRS) die kausale homozyltssense-Mutation p.G206R im
PYCR1Gen zu identifizieren. WRS ist ein seltenes, rexes, neonatales Progerie Syndrom
mit frihzeitig auftretenden endokrinen und metawblen Stérungen. Aufgrund der
rezessiven Vererbung und der elterlichen Konsarigiarwies es sich als dul3erst effizient,
die gewonnenen Exom-Daten mittels Analyse auf hompate Bereiche zu filtern und so die
Anzahl der detektierten potentiell pathogenen \fraea zu minimierenPYCR21Mutationen
wurden bereits fur ein Spektrum an Erkrankungerchimésben, zu dem die Gerodermia
Osteodysplastika, das Wrinkly Skin Syndrom und dasBarsy Syndrom gehdren. Die
klinische Re-Evaluierung unseres Patienten ergaérlBMipungen mit diesen Erkrankungen
und zeigte, dass der Phéanotyp unseres Patienterseimvere Form am Ende des Spektrums
darstellt. Die gestorte PYCR1-Funktion beeinfludsin Prolin-Metabolismus und kdnnte
sowohl die mitochondriale Funktion als auch diedeidionsmenge von freien Radikalen
beeintrachtigen. Der pathogene Mechanismus mus&ulkunft zwar erst noch aufgeklart
werden, eine mitochondriale Fehlfunktion liefertigeh bereits jetzt eine hochst schlissige
Arbeitshypothese fur die bei unserem Patienten d&adbte beschleunigte Alterung und die

aufgetretenen endokrinen und metabolischen Stérunge
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7 Summary

Metabolic diseases are a main risk factor for teetbpment of atherosclerosis and,
subsequently, acute myocardial infarctions, therspresenting one of the most important
factors for increased morbidity and mortality in $t&n populations. The present thesis was
aimed at identifying novel genetic factors and roolar mechanisms involved in the
development of hypercholesterolemia as well as tgeriactors underlying two selected
congenital syndromes associated with metaboliadess.

We initiated a molecular study of 200 patientsh&f German LIANCO cohort diagnosed with
hypercholesterolemia. Determination of the spectroimmutations in known genes for
familial hypercholesterolemia (FH) revealed a totdl 30 different heterozygoukDLR
mutations in 20 % of the patients and thus clearticated a high prevalence &DLR
mutations also in patient cohorts without a fantiigtory of hypercholesterolemia. The
EuropearAPOBfounder mutation p.R3500Q could only be deteateal single patient and no
mutation was found iIPSCK9 About 50 % of the identifiedDLR mutations were missense
mutations and another 50 % comprised nonsense @it alterations as well as small
deletions and duplications and also larger delstigtected by MLPA. We tested for genetic
modifiers of cholesterol levels, but could not abtany statistically significant results for an
association of nonsense SNPsABCA1Q APOL3 and LPL in LDLR mutation-positive
patients. In one patient, we identified the hetggozis nucleotide substitution ¢.-188C>T in
the highly conserved, GC-rich SP1 binding domainepeatl1 within theLDLR promoter
region. As clearly demonstrated by a luciferaseontep assay, the decreased SP1 binding
ability resulted in a significant reduction in temniptional activity by 80 % of the mutant
promoter in vitro. These results showed the impagaof transcriptional alteration 6DLR
expression in the pathogenesis of hypercholestarale

Based on this finding, we tested mutation-negafpatients of the LIANCO cohort for
mutations inSREBP1and SREBP2 two transcription factors that play a centralerah
cholesterol homeostasis by, among other functioostrolling LDLR expression. We found
the heterozygous missense mutation p.R812Q infSREBP1gene in one patient and the
heterozygous missense mutation p.G852RSREBP2in a second patient. After genetic
validation of their causative roles, we were ablelémonstrate bi vitro interaction studies
that both mutations affect the constitutive intaypbetween the regulatory C-terminal domain
of the SREBP precursor proteins and the cytoplasmMD domain of SCAP in the

membrane of the endoplasmatic reticulum. Consetyyetiite release of the N-terminal,
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transcriptionally active part of SREBPs is reduck#ding to a decreased expression of
LDLR, which was confirmed by luciferase reporter assayse resulting LDL receptor
deficiency on the cell surface thus explains theuawlation of LDL particles in the plasma
of the patients, the diagnosis of hypercholesten@eand identifies two novel genes causing
hypercholesterolemia.

A second approach using large families with FHIiiokage analysis could not identify any
novel FH genes. In our analysis of a large Turkashily with nine affected individuals we
learned how the occurrence of phenocopies of a aomlisease can influence experimental
data and how this problem may be overcome by theotimon-model based, non-parametric
linkage analysis. Subsequently, the p.C222ZR R mutation was identified in seven of nine
affected family members.

Our findings of novel genetic and molecular mechians of hypercholesterolemia in the
patients of the LIANCO cohort will be helpful inghiuture to offer more accurate genetic
counseling, to establish individual risk profilesda hopefully, to develop new therapeutic
strategies.

Moreover, also the studies on two congenital, autwd recessively inherited syndromes
associated with metabolic diseases could successidentify novel disease-causing
mutations and elucidate the molecular pathogerwsthese disorders. After genome-wide
linkage analysis in one family clinically charadted by hypogonadism, diabetes, alopecia,
and mental retardation, we found a disease-causirgtion, ¢.1091+1G>A, in th€20rf37
gene, located within a large homozygous stretcltclonmosome 2g31.1°20rf37 had been
described during our analysis as a causative genmautosomal recessive Woodhouse-Sakati
syndrome, which shows overlapping symptoms withfaarilies. Additionally, we identified
loss-of-function mutations ir€2orf37 in two further families diagnosed with syndromes
showing an overlapping phenotype, therefore comsteéo belong to the spectrum of
Woodhouse-Sakati-like phenotypes. Modifying genfgtators are supposed to be responsible
for the observed inter- and intrafamilial clinicariability.

Finally, using whole-exome sequencing, a novel higth-end technology, we were able to
identify the causative homozygous missense mutgti®@?06R in thePYCR1gene in a
patient diagnosed with Wiedemann-Rautenstrauchreymel (WRS). WRS is a rare recessive,
neonatal progeria syndrome with premature appearasic endocrine and metabolic
deficiencies. Recessive inheritance and parentabargguinity allowed us to analyze the
obtained exome data with increased efficiency hbgrfng only for variants in homozygous

chromosomal regions and therefore considerably maing the number of potentially
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pathogenic false variant®YCR1mutations have already been described for a spactf
disorders which includes gerodermia osteodyplasticankly skin syndrome, and de Barsy
syndrome. Clinical re-evaluation of our patienticaded some overlapping features with this
spectrum of disorders and showed that the phenatypar patient belongs to the severe end
of this spectrum. Disturbed PYCRL1 function influea@rolin metabolism and might affect
mitochondrial function as well as levels of freedical production. The pathogenic
mechanism needs to be elucidated in the futurepiiicichondrial dysfunction represents a
highly relevant working hypothesis underlying aecated ageing and the occurrence of

endocrine and metabolic diseases as seen in aanpat

198



Literaturverzeichnis

8 Literaturverzeichnis

Abecasis, G.R., Cherny, S.S., Cookson, W.O. and Glmn, L.R. (2002) Merlin--rapid
analysis of dense genetic maps using sparse gamardesNat Genet30, 97-101.

Abifadel, M., Varret, M., Rabes, J.P., Allard, D.,Ouguerram, K., Devillers, M., Cruaud,
C., Benjannet, S., Wickham, L., Erlich, D.et al. (2003) Mutations in PCSK9 cause
autosomal dominant hypercholesterolerat Genet34, 154-156.

Acton, S., Rigotti, A., Landschulz, K.T., Xu, S., lbbs, H.H. and Krieger, M. (1996)
Identification of scavenger receptor SR-BI as ahhilgnsity lipoprotein receptoBcience
271, 518-520.

Adams, C.M., Reitz, J., De Brabander, J.K., Feramso, J.D., Li, L., Brown, M.S. and
Goldstein, J.L. (2004) Cholesterol and 25-hydroxycholesterol iithélztivation of SREBPs
by different mechanisms, both involving SCAP ansids.J Biol Chem279, 52772-52780.

Adzhubei, 1LA., Schmidt, S., Peshkin, L., RamenskyY.E., Gerasimova, A., Bork, P.,
Kondrashov, A.S. and Sunyaev, S.R2010) A method and server for predicting damaging
missense mutationblat Methods7, 248-249.

Al-Semari, A. and Bohlega, S.(2007) Autosomal-recessive syndrome with alopecia,
hypogonadism, progressive extra-pyramidal disorddrite matter disease, sensory neural
deafness, diabetes mellitus, and low IG&th J Med Genet,A43 149-160.

Alaupovic, P., Lee, D.M. and McConathy, W.J.(1972) Studies on the composition and
structure of plasma lipoproteins. Distribution gifdprotein families in major density classes
of normal human plasma lipoproteiochim Biophys Act&60, 689-707.

Alazami, A.M., Al-Saif, A., Al-Semari, A., Bohlega,S., Zlitni, S., Alzahrani, F., Bavi, P.,
Kaya, N., Colak, D., Khalak, H. et al. (2008) Mutations in C20rf37, encoding a nucleolar
protein, cause hypogonadism, alopecia, diabeteslitusel mental retardation, and
extrapyramidal syndromé&m J Hum Gene83, 684-691.

Alazami, A.M., Schneider, S.A., Bonneau, D., Pasqi, L., Carecchio, M., Kojovic, M.,
Steindl, K., de Kerdanet, M., Nezarati, M.M., Bhata, K.P. et al. (2010) C20rf37
mutational spectrum in Woodhouse-Sakati syndrontienia.Clin Genet 78, 585-590.

Amemiya-Kudo, M., Shimano, H., Hasty, A.H., YahagiN., Yoshikawa, T., Matsuzaka,
T., Okazaki, H., Tamura, Y., lizuka, Y., Ohashi, K.et al. (2002) Transcriptional activities
of nuclear SREBP-la, -1c, and -2 to different targeomoters of lipogenic and
cholesterogenic genesLipid Res43, 1220-1235.

Amsellem, S., Briffaut, D., Carrie, A., Rabes, J.R.Girardet, J.P., Fredenrich, A,
Moulin, P., Krempf, M., Reznik, Y., Vialettes, B.et al. (2002) Intronic mutations outside of
Alu-repeat-rich domains of the LDL receptor genee am cause of familial
hypercholesterolemiddum Genetl11, 501-510.

Anderson, E.D., Molloy, S.S., Jean, F., Fei, H., 8hamura, S. and Thomas, G.(2002)
The ordered and compartment-specfific autoprotenlgmoval of the furin intramolecular
chaperone is required for enzyme activatibBiol Chem?277, 12879-12890.

199



Literaturverzeichnis

Anderson, R.G., Brown, M.S. and Goldstein, J.L.(1977) Role of the coated endocytic
vesicle in the uptake of receptor-bound low dengyprotein in human fibroblast€ell, 10,
351-364.

Ansorge, W., Sproat, B., Stegemann, J., Schwager, @xd Zenke, M. (1987) Automated
DNA sequencing: ultrasensitive detection of flueesg bands during electrophoredisicleic
Acids Regl5, 4593-4602.

Arboleda, G., Ramirez, N. and Arboleda, H.(2007) The neonatal progeroid syndrome
(Wiedemann-Rautenstrauch): a model for the studyuofian agingExp Gerontol42, 939-
943.

Arboleda, H. and Arboleda, G. (2005) Follow-up study of Wiedemann-Rautenstrauch
syndrome: long-term survival and comparison withuteRastrauch's patient "GBirth Defects
Res A Clin Mol Teratol73, 562-568.

Arboleda, H., Quintero, L. and Yunis, E. (1997) Wiedemann-Rautenstrauch neonatal
progeroid syndrome: report of three new patiehtded Genegt34, 433-437.

Austin, M.A., Hutter, C.M., Zimmern, R.L. and Humphries, S.E.(2004) Genetic causes
of monogenic heterozygous familial hypercholestrod: a HUGE prevalence revieAm J
Epidemiol 160, 407-420.

Balaban, R.S., Nemoto, S. and Finkel, T(2005) Mitochondria, oxidants, and agir@gell,
120, 483-495.

Barter, P.J., Hopkins, G.J. and Calvert, G.D.(1982) Pathways for the incorporation of
esterified cholesterol into very low density and Idensity lipoproteins in plasma incubated
in vitro. Biochim Biophys Act&/13 136-148.

Beisiegel, U.(1995) Receptors for triglyceride-rich lipoproteiand their role in lipoprotein
metabolismCurr Opin Lipidol 6, 117-122.

Beisiegel, U. and Heeren, J1997) Lipoprotein lipase (EC 3.1.1.34) targetnidipoproteins
to receptorsProc Nutr So¢56, 731-737.

Beisiegel, U., Weber, W., Ihrke, G., Herz, J. andt&nley, K.K. (1989) The LDL-receptor-
related protein, LRP, is an apolipoprotein E-bigdamotein.Nature 341, 162-164.

Benjannet, S., Rhainds, D., Essalmani, R., Mayne,,JWickham, L., Jin, W., Asselin,
M.C., Hamelin, J., Varret, M., Allard, D. et al. (2004) NARC-1/PCSK9 and its natural
mutants: zymogen cleavage and effects on the lawsigelipoprotein (LDL) receptor and
LDL cholesterol.J Biol Chem279, 48865-48875.

Berneis, K.K. and Krauss, R.M.(2002) Metabolic origins and clinical significanceLDL
heterogeneityd Lipid Res43, 1363-1379.

Bertolini, S., Garuti, R., Lelli, W., Rolleri, M., Tiozzo, R.M., Ghisellini, M., Simone,
M.L., Masturzo, P., Elicio, N.C., Stefanutti, C.et al. (1995) Four novel partial deletions of
LDL-receptor gene in Italian patients with familidypercholesterolemiaArterioscler
Thromb Vasc Bigll5, 81-88.

200



Literaturverzeichnis

Bitoun, P., Lachassine, E., Sellier, N., Sauvion,.Sand Gaudelus, J.(1995) The
Wiedemann-Rautenstrauch neonatal progeroid syndranease report and review of the
literature.Clin Dysmorphal4, 239-245.

Bohr, V.A. (2008) Rising from the RecQ-age: the role of hurRaeQ helicases in genome
maintenancelrends Biochem Sc3, 609-620.

Boren, J., Ekstrom, U., Agren, B., Nilsson-Ehle, Pand Innerarity, T.L. (2001) The
molecular mechanism for the genetic disorder fahdefective apolipoprotein B100.Biol
Chem 276, 9214-9218.

Boren, J., Lee, I, Zhu, W., Arnold, K., Taylor, S. and Innerarity, T.L. (1998)
Identification of the low density lipoprotein red¢epbinding site in apolipoprotein B100 and
the modulation of its binding activity by the caxlybterminus in familial defective apo-
B100.J Clin Invest101, 1084-1093.

Briggs, M.R., Kadonaga, J.T., Bell, S.P. and TjianR. (1986) Purification and biochemical
characterization of the promoter-specific trandaripfactor, Sp1Science234, 47-52.

Brown, A.J., Sun, L., Feramisco, J.D., Brown, M.S.and Goldstein, J.L. (2002)
Cholesterol addition to ER membranes alters cordtion of SCAP, the SREBP escort
protein that regulates cholesterol metabolistal Cell, 10, 237-245.

Brown, M.S., Dana, S.E. and Goldstein, J.L.(1973) Regulation of 3-hydroxy-3-
methylglutaryl coenzyme A reductase activity in lamiibroblasts by lipoprotein®roc Natl
Acad Sci U S A70, 2162-2166.

Brown, M.S. and Goldstein, J.L.(1974) Expression of the familial hypercholestenola
gene in heterozygotes: mechanism for a dominantdis in manSciencel85 61-63.

Brown, M.S. and Goldstein, J.L. (1986) A receptor-mediated pathway for cholesterol
homeostasisScience232 34-47.

Brown, M.S. and Goldstein, J.L.(1997) The SREBP pathway: regulation of cholestero
metabolism by proteolysis of a membrane-bound trgpison factor.Cell, 89, 331-340.

Brown, M.S. and Goldstein, J.L. (1974) Suppression of 3-hydroxy-3-methylglutaryl
coenzyme A reductase activity and inhibition of wio of human fibroblasts by 7-
ketocholesterol] Biol Chem249, 7306-7314.

Brown, M.S., Herz, J. and Goldstein, J.L.(1997) LDL-receptor structure. Calcium cages,
acid baths and recycling receptddaiture 388 629-630.

Burnett, J.R. and Hooper, A.J. (2008) Common and rare gene variants affectingnpéa
LDL cholesterol Clin Biochem Re29, 11-26.

Burtner, C.R. and Kennedy, B.K. (2010) Progeria syndromes and ageing: what is the
connectionNat Rev Mol Cell Bigll1, 567-578.

201



Literaturverzeichnis

Cao, G., Garcia, C.K., Wyne, K.L., Schultz, R.A., Brker, K.L. and Hobbs, H.H. (1997)
Structure and localization of the human gene emgpdbR-BI/CLA-1. Evidence for
transcriptional control by steroidogenic factod Biol Chem?272, 33068-33076.

Cartegni, L., Chew, S.L. and Krainer, A.R.(2002) Listening to silence and understanding
nonsense: exonic mutations that affect splichh@t Rev GeneB, 285-298.

Chang, T.Y., Li, B.L., Chang, C.C. and Urano, Y.(2009) Acyl-coenzyme A:cholesterol
acyltransferases&\m J Physiol Endocrinol MetaB97, E1-9.

Chatterton, J.E., Phillips, M.L., Curtiss, L.K., Milne, R., Fruchart, J.C. and Schumaker,
V.N. (1995) Immunoelectron microscopy of low densipolroteins yields a ribbon and bow
model for the conformation of apolipoprotein B dwe tlipoprotein surfacel Lipid Res 36,
2027-2037.

Choong, M.L., Koay, E.S., Khoo, K.L., Khaw, M.C. amd Sethi, S.K.(1997) Denaturing
gradient-gel electrophoresis screening of familiedective apolipoprotein B-100 in a mixed
Asian cohort: two cases of arginine3500-->tryptopmautation associated with a unique
haplotype Clin Chem 43, 916-923.

Cladaras, C., Hadzopoulou-Cladaras, M., Nolte, R.T.Atkinson, D. and Zannis, V..
(1986) The complete sequence and structural asalyihuman apolipoprotein B-100:
relationship between apoB-100 and apoB-48 foEMBO J 5, 3495-3507.

Cohen, J., Pertsemlidis, A., Kotowski, 1.K., Graham R., Garcia, C.K. and Hobbs, H.H.
(2005) Low LDL cholesterol in individuals of Africadescent resulting from frequent
nonsense mutations in PCSK®at Genet37, 161-165.

Cohen, J.C., Boerwinkle, E., Mosley, T.H., Jr. andHobbs, H.H. (2006) Sequence
variations in PCSK9, low LDL, and protection agaiosronary heart diseadd.Engl J Med
354, 1264-1272.

Cohen, J.C., Kimmel, M., Polanski, A. and Hobbs, HH. (2003) Molecular mechanisms of
autosomal recessive hypercholesterole@iar Opin Lipidol 14, 121-127.

Collins, F.S.(1995) Positional cloning moves from perditionalttaditional.Nat Genet9,
347-350.

Cummings, R.D., Kornfeld, S., Schneider, W.J., Hobapd, K.K., Tolleshaug, H., Brown,
M.S. and Goldstein, J.L.(1983) Biosynthesis of N- and O-linked oligosacdtes of the low
density lipoprotein receptod.Biol Chem258 15261-15273.

D'Autreaux, B. and Toledano, M.B.(2007) ROS as signalling molecules: mechanisms tha
generate specificity in ROS homeostakiat Rev Mol Cell Bigl8, 813-824.

Davidson, M.H. (2010) Update on CETP inhibitiod.Clin Lipidol, 4, 394-398.
Davis, C.G., Goldstein, J.L., Sudhof, T.C., Andersg R.G., Russell, D.W. and Brown,

M.S. (1987) Acid-dependent ligand dissociation and ecbog of LDL receptor mediated by
growth factor homology regioiNature 326, 760-765.

202



Literaturverzeichnis

Davis, R.A., Prewett, A.B., Chan, D.C., Thompson,.J., Borchardt, R.A. and Gallaher,
W.R. (1989) Intrahepatic assembly of very low densitpoproteins: immunologic
characterization of apolipoprotein B in lipoproteiand hepatic membrane fractions and its
intracellular distributiond Lipid Res30, 1185-1196.

Dawson, P.A., Hofmann, S.L., van der Westhuyzen, R., Sudhof, T.C., Brown, M.S.
and Goldstein, J.L. (1988) Sterol-dependent repression of low dergprotein receptor
promoter mediated by 16-base pair sequence adjazdnnding site for transcription factor
Spl.J Biol Chem?263 3372-3379.

De Sandre-Giovannoli, A., Bernard, R., Cau, P., Naro, C., Amiel, J., Boccaccio, I.,
Lyonnet, S., Stewart, C.L., Munnich, A., Le Merrer,M. et al. (2003) Lamin a truncation in
Hutchinson-Gilford progeriésScience300, 2055.

Dedoussis, G.V., Genschel, J., Bochow, B., PitsayvdS., Skoumas, J., Prassa, M.,
Lkhagvasuren, S., Toutouzas, P., Vogt, A., KassnerlJ. et al. (2004) Molecular
characterization of familial hypercholesterolemmaderman and Greek patienktum Mutaf
23, 285-286.

Defesche, J.C., van Diermen, D.E., Lansberg, P.JLamping, R.J., Reymer, P.W.,
Hayden, M.R. and Kastelein, J.J.(1993) South African founder mutations in the low-
density lipoprotein receptor gene causing familipercholesterolemia in the Dutch
population.Hum Genet92, 567-570.

Dell’Angelica, E.C. (2001) Clathrin-binding proteins: got a motif? dhe networkTrends
Cell Biol, 11, 315-318.

Devriendt, K., Legius, E. and Fryns, J.P(1996) Progressive extrapyramidal disorder with
primary hypogonadism and alopecia in sibs: a nevdyme?Am J Med Geng62, 54-57.

Devriendt, K., Van den Berghe, H. and Fryns, J.P(1996) Alopecia-mental retardation
syndrome associated with convulsions and hyperganguc hypogonadisnClin Genet 49,
6-9.

Doerfler, W. (1983) DNA methylation and gene actividnnu Rev Biochems?2, 93-124.

Dousset, T., Wang, C., Verheggen, C., Chen, D., Hemndez-Verdun, D. and Huang, S.
(2000) Initiation of nucleolar assembly is indepemidof RNA polymerase | transcription.
Mol Biol Cell, 11, 2705-2717.

Duncan, E.A., Brown, M.S., Goldstein, J.L. and SakaJ. (1997) Cleavage site for sterol-
regulated protease localized to a leu-Ser bondhe lumenal loop of sterol regulatory
element-binding protein-2. Biol Chem272 12778-12785.

Durbin, R.M., Abecasis, G.R., Altshuler, D.L., Auta, A., Brooks, L.D., Gibbs, R.A.,

Hurles, M.E. and McVean, G.A. (2010) A map of human genome variation from
population-scale sequencindature 467, 1061-1073.

203



Literaturverzeichnis

Durst, R., Colombo, R., Shpitzen, S., Avi, L.B., kedlander, Y., Wexler, R., Raal, F.J.,
Marais, D.A., Defesche, J.C., Mandelshtam, M.Yet al. (2001) Recent origin and spread of
a common Lithuanian mutation, G197del LDLR, causfagilial hypercholesterolemia:
positive selection is not always necessary to atctur disease incidence among Ashkenazi
Jews Am J Hum Gene68, 1172-1188.

Dynan, W.S.(1989) Modularity in promoters and enhancésill, 58, 1-4.

Dynan, W.S., Saffer, J.D., Lee, W.S. and Tjian, R(1985) Transcription factor Spl
recognizes promoter sequences from the monkey gerloat are simian virus 40 promoter.
Proc Natl Acad Sci U S,82, 4915-4919.

Dynan, W.S. and Tjian, R.(1983) The promoter-specific transcription facBgl binds to
upstream sequences in the SV40 early prom@Gelt, 35, 79-87.

Dynlacht, B.D., Hoey, T. and Tjian, R.(1991) Isolation of coactivators associated wité t
TATA-binding protein that mediate transcriptionatigation.Cell, 66, 563-576.

Ebhardt, M., Schmidt, H., Doerk, T., Tietge, U., Has, R., Manns, M.P., Schmidtke, J.
and Stuhrmann, M. (1999) Mutation analysis in 46 German families hwitamilial
hypercholesterolemia: identification of 8 new miatias. Mutations in brief no. 226. Online.
Hum Mutaf 13, 257.

Epstein, C.J., Martin, G.M., Schultz, A.L. and Motulsky, A.G. (1966) Werner's syndrome
a review of its symptomatology, natural historythmhogic features, genetics and relationship
to the natural aging proceddedicine (Baltimore)45, 177-221.

Eriksson, M., Brown, W.T., Gordon, L.B., Glynn, M.W., Singer, J., Scott, L., Erdos,
M.R., Robbins, C.M., Moses, T.Y., Berglund, Pet al. (2003) Recurrent de novo point
mutations in lamin A cause Hutchinson-Gilford progesyndromeNature 423 293-298.

Espenshade, P.J., Li, W.P. and Yabe, [§2002) Sterols block binding of COPII proteins to
SCAP, thereby controlling SCAP sorting in BRRoc Natl Acad Sci U S,R9, 11694-11699.

Felgner, P.L., Gadek, T.R., Holm, M., Roman, R., Can, H.W., Wenz, M., Northrop,
J.P., Ringold, G.M. and Danielsen, M(1987) Lipofection: a highly efficient, lipid-meated
DNA-transfection procedur@roc Natl Acad Sci U S,84, 7413-7417.

Fitzgerald, M.L., Mujawar, Z. and Tamehiro, N. (2010) ABC transporters, atherosclerosis
and inflammationAtherosclerosis211, 361-370.

Fouchier, S.W., Kastelein, J.J. and Defesche, J.2005) Update of the molecular basis of
familial hypercholesterolemia in The Netherlandam Mutat 26, 550-556.

Francova, H., Trbusek, M., Zapletalova, P. and Kuhova, V. (2004) New promoter
mutations in the low-density lipoprotein receptoreng which induce familial
hypercholesterolaemia phenotype: molecular andtiwmal analysisJ Inherit Metab Dis27,
523-528.

Fredenrich, A. and Bayer, P.(2003) Reverse cholesterol transport, high derigibproteins
and HDL cholesterol: recent da@iabetes Metal29, 201-205.

204



Literaturverzeichnis

Fredrickson, D.S.(1993) Phenotyping. On reaching base camp (195&)1€irculation, 87,
1-15.

Freeman, M.W. (1994) Macrophage scavenger receptGrsr Opin Lipidol 5, 143-148.

Gallagher, J.J. and Myant, N.B.(1995) The affinity of low-density lipoproteinsaof very-
low-density lipoprotein remnants for the low-dewsiipoprotein receptor in homozygous
familial defective apolipoprotein B-108therosclerosisl1s 263-272.

Garcia, C.K., Wilund, K., Arca, M., Zuliani, G., Fellin, R., Maioli, M., Calandra, S.,
Bertolini, S., Cossu, F., Grishin, Net al. (2001) Autosomal recessive hypercholesterolemia
caused by mutations in a putative LDL receptor tatgmrotein.Science292, 1394-1398.

Garg, A. and Simha, V.(2007) Update on dyslipidemid.Clin Endocrinol Metap92, 1581-
1589.

Garuti, R., Jones, C., Li, W.P., Michaely, P., HerzJ., Gerard, R.D., Cohen, J.C. and
Hobbs, H.H. (2005) The modular adaptor protein autosomal seedypercholesterolemia
(ARH) promotes low density lipoprotein receptorstikring into clathrin-coated pitd. Biol
Chem 280, 40996-41004.

Ge, L., Qi, W., Wang, L.J., Miao, H.H., Qu, Y.X,, L, B.L. and Song, B.L.(2010)
Flotillins play an essential role in Niemann-Pick-like 1-mediated cholesterol uptak&roc
Natl Acad Sci U S AL08 551-556.

Glomset, J.A.(1968) The plasma lecithins:cholesterol acyltrarefe reaction] Lipid Res
9, 155-167.

Goldberg, 1.J. and Merkel, M. (2001) Lipoprotein lipase: physiology, biochemjstand
molecular biologyFront Bioscj 6, D388-405.

Goldmann, R., Tichy, L., Freiberger, T., Zapletalowa, P., Letocha, O., Soska, V., Fajkus,
J. and Fajkusova, L.(2010) Genomic characterization of large rearrarmgygs of the LDLR
gene in Czech patients with familial hypercholestmnia.BMC Med Genetll, 115.

Goldstein, J.L. and Brown, M.S. (1974) Binding and degradation of low density
lipoproteins by cultured human fibroblasts. Comgami of cells from a normal subject and
from a patient with homozygous familial hyperchodeslemia.J Biol Chem?249, 5153-5162.

Goldstein, J.L., Brown, M.S., Anderson, R.G., Rusde D.W. and Schneider, W.J.(1985)
Receptor-mediated endocytosis: concepts emergamg fhe LDL receptor systemAnnu Rev
Cell Biol, 1, 1-39.

Gouni-Berthold, 1., Giannakidou, E., Faust, M., Bethold, H.K. and Krone, W. (2005)
The peroxisome proliferator-activated receptor alel94T/C polymorphism in relation to
lipoprotein metabolism in patients with diabetedItus type 2 and in non-diabetic controls.
Atherosclerosisl83 336-341.

205



Literaturverzeichnis

Gouni-Berthold, 1., Giannakidou, E., Muller-Wieland, D., Faust, M., Kotzka, J.,
Berthold, H.K. and Krone, W. (2005) Peroxisome proliferator-activated recepg@mma?2
Prol2Ala and endothelial nitric oxide synthase-4g#be polymorphisms are not associated
with hypertension in diabetes mellitus typel Hypertens23, 301-308.

Graf, G.A., Connell, P.M., van der Westhuyzen, D.Rand Smart, E.J.(1999) The class B,
type | scavenger receptor promotes the selectitekaf high density lipoprotein cholesterol
ethers into caveolad.Biol Chem?274, 12043-12048.

Graf, G.A,, Yu, L., Li, W.P., Gerard, R., Tuma, P.L, Cohen, J.C. and Hobbs, H.H.
(2003) ABCG5 and ABCGS8 are obligate heterodimens dotein trafficking and biliary
cholesterol excretionl Biol Chem278 48275-48282.

Gudbjartsson, D.F., Jonasson, K., Frigge, M.L. andKong, A. (2000) Allegro, a new
computer program for multipoint linkage analy$iat Genet25, 12-13.

Gudnason, V., Day, I.N. and Humphries, S.E(1994) Effect on plasma lipid levels of
different classes of mutations in the low-densipoprotein receptor gene in patients with
familial hypercholesterolemi@rterioscler Thrombl14, 1717-1722.

Gul, D., Ozata, M., Mergen, H., Odabasi, Z. and Magen, M. (2000) Woodhouse and
Sakati syndrome (MIM 241080): report of a new pati€lin Dysmorphgl9, 123-125.

Hachem, S.B. and Mooradian, A.D.(2006) Familial dyslipidaemias: an overview of
genetics, pathophysiology and managemienigs 66, 1949-1969.

Hagadorn, J.I., Wilson, W.G., Hogge, W.A., Callicai J.H. and Beale, E.F.(1990)
Neonatal progeroid syndrome: more than one disease? Med GeneB5, 91-94.

He, G., Gupta, S., Yi, M., Michaely, P., Hobbs, H.Hand Cohen, J.C.(2002) ARH is a
modular adaptor protein that interacts with the LBdceptor, clathrin, and AP-Z. Biol
Chem 277, 44044-44049.

Hennies, H.C., Kornak, U., Zhang, H., Egerer, J., Bang, X., Seifert, W., Kuhnisch, J.,
Budde, B., Natebus, M., Brancati, Fet al. (2008) Gerodermia osteodysplastica is caused by
mutations in SCYL1BP1, a Rab-6 interacting goldiat Genet40, 1410-1412.

Henrich, S., Lindberg, I., Bode, W. and Than, M.E.(2005) Proprotein convertase models
based on the crystal structures of furin and kesiulanation of their specificityl Mol Biol,
345 211-227.

Herbert, E., Trusz-Gluza, M., Moric, E., SmilowskaDzielicka, E., Mazurek, U. and
Wilczok, T. (2002) KCNQ1 gene mutations and the respectiveotgpr-phenotype
correlations in the long QT syndronied Sci Monit8, RA240-248.

Herz, J., Hamann, U., Rogne, S., Myklebost, O., Gaapohl, H. and Stanley, K.K,(1988)
Surface location and high affinity for calcium of580-kd liver membrane protein closely
related to the LDL-receptor suggest a physiologiod as lipoprotein receptdEMBO J 7,
4119-4127.

206



Literaturverzeichnis

Hill, J.S., Hayden, M.R., Frohlich, J. and Pritchad, P.H. (1991) Genetic and
environmental factors affecting the incidence ofoocary artery disease in heterozygous
familial hypercholesterolemi&rterioscler Thrombl1, 290-297.

Hirano, Y., Yoshida, M., Shimizu, M. and Sato, R.(2001) Direct demonstration of rapid
degradation of nuclear sterol regulatory elementHoig proteins by the ubiquitin-proteasome
pathway.J Biol Chem?276, 36431-36437.

Hobbs, H.H., Brown, M.S., Goldstein, J.L. and Rusdk D.W. (1986) Deletion of exon
encoding cysteine-rich repeat of low density ligmipm receptor alters its binding specificity
in a subject with familial hypercholesterolemiaBiol Chem261, 13114-13120.

Hobbs, H.H., Russell, D.W., Brown, M.S. and Goldsie, J.L. (1990) The LDL receptor
locus in familial hypercholesterolemia: mutatioaahlysis of a membrane proteAnnu Rev
Genet 24, 133-170.

Hoischen, A., van Bon, B.W., Gilissen, C., Arts, Pvan Lier, B., Steehouwer, M., de
Vries, P., de Reuver, R., Wieskamp, N., Mortier, Get al. (2010) De novo mutations of
SETBP1 cause Schinzel-Giedion syndroiat Genet42, 483-485.

Hori, R. and Carey, M. (1994) The role of activators in assembly of RNélymerase I
transcription complexe€urr Opin Genet Dew, 236-244.

Horton, J.D., Cohen, J.C. and Hobbs, H.H(2007) Molecular biology of PCSKO9: its role in
LDL metabolism.Trends Biochem S@2, 71-77.

Horton, J.D., Goldstein, J.L. and Brown, M.S.(2002) SREBPs: activators of the complete
program of cholesterol and fatty acid synthesitheliver.J Clin Invest109 1125-1131.

Hou, J.W. and Wang, T.R.(1995) Clinical variability in neonatal progeraggindrome Am J
Med Genet58, 195-196.

Hua, X., Sakai, J., Ho, Y.K., Goldstein, J.L. and Bown, M.S. (1995) Hairpin orientation
of sterol regulatory element-binding protein-2 &l anembranes as determined by protease
protection.J Biol Chem270, 29422-29427.

Hua, X., Wu, J., Goldstein, J.L., Brown, M.S. and kbbs, H.H. (1995) Structure of the
human gene encoding sterol regulatory element igndrotein-1 (SREBF1) and localization
of SREBF1 and SREBF2 to chromosomes 17p11.2 antiR2@&gnomics25, 667-673.

Humphries, S.E. and Talmud, P.J.(1995) Hyperlipidaemia associated with genetic
variation in the apolipoprotein B geréurr Opin Lipidol 6, 215-222.

Humphries, S.E., Whittall, R.A., Hubbart, C.S., Magebeck, S., Cooper, J.A., Soutar,
A.K., Naoumova, R., Thompson, G.R., Seed, M., Dumgton, P.N.et al. (2006) Genetic
causes of familial hypercholesterolaemia in pasientthe UK: relation to plasma lipid levels
and coronary heart disease ridiMed Genetd3, 943-949.

Hussain, M.M., Kancha, R.K., Zhou, Z., Luchoomun, J, Zu, H. and Bakillah, A. (1996)

Chylomicron assembly and catabolism: role of amgipteins and receptor&Biochim
Biophys Actal30Q 151-170.

207



Literaturverzeichnis

Innerarity, T.L. (2002) Structural biology. LDL receptor's betajymler displaces LDL.
Science298 2337-23309.

Innerarity, T.L., Weisgraber, K.H., Rall, S.C., Jr. and Mahley, R.W. (1987) Functional
domains of apolipoprotein E and apolipoproteirABta Med Scand Suppll5 51-59.

Ishida, B.Y., Albee, D. and Paigen, B.(1990) Interconversion of prebeta-migrating
lipoproteins containing apolipoprotein A-1 and HOLLipid Res31, 227-236.

Jagiello, P., Gencik, M., Arning, L., Wieczorek, S.Kunstmann, E., Csernok, E., Gross,
W.L. and Epplen, J.T. (2004) New genomic region for Wegener's granulosiat as
revealed by an extended association screen withap@ptosis-related genddum Genet
114, 468-477.

Jensen, H.K., Jensen, T.G., Jensen, L.G., HansenSE Kjeldsen, M., Andresen, B.S.,
Nielsen, V., Meinertz, H., Hansen, A.B., Bolund, Let al. (1994) Characterization of a
disease-causing Glul19-Lys mutation in the low-tdgngoprotein receptor gene in two
Danish families with heterozygous familial hyperdsterolemiaHum Mutat 4, 102-113.

Jia, L., Betters, J.L. and Yu, L. (2010) Niemann-Pick C1-Like 1 (NPC1L1) Protein in
Intestinal and Hepatic Cholesterol TranspArinu Rev Physiol

Kadonaga, J.T., Carner, K.R., Masiarz, F.R. and Tjan, R. (1987) Isolation of cDNA
encoding transcription factor Spl and functionalgsis of the DNA binding domairCell,
51, 1079-1090.

Kalay, E., Yigit, G., Aslan, Y., Brown, K.E., Pohl,E., Bicknell, L.S., Kayserili, H., Li, Y.,
Tuysuz, B., Nurnberg, G.et al. (2011) CEP152 is a genome maintenance proteinpteul
in Seckel syndromeéNat Genet43, 23-26.

Kandutsch, A.A. and Chen, H.W.(1974) Inhibition of sterol synthesis in culturetbuse
cells by cholesterol derivatives oxygenated indigde chainJ Biol Chem249 6057-6061.

Kerr, L.E., Birse-Archbold, J.L., Short, D.M., McGr egor, A.L., Heron, I., Macdonald,
D.C., Thompson, J., Carlson, G.J., Kelly, J.S., Mc@loch, J. et al. (2007) Nucleophosmin
is a novel Bax chaperone that regulates apoptetideath.Oncogeng26, 2554-2562.

Khachadurian, A.K. and Uthman, S.M. (1973) Experiences with the homozygous cases of
familial hypercholesterolemia. A report of 52 patge Nutr Metah 15, 132-140.

Kim, D.H., lijima, H., Goto, K., Sakai, J., Ishii, H., Kim, H.J., Suzuki, H., Kondo, H.,
Saeki, S. and Yamamoto, T(1996) Human apolipoprotein E receptor 2. A ndiggprotein
receptor of the low density lipoprotein receptomily predominantly expressed in braih.
Biol Chem 271, 8373-8380.

Kim, J.B., Spotts, G.D., Halvorsen, Y.D., Shih, H.M Ellenberger, T., Towle, H.C. and

Spiegelman, B.M.(1995) Dual DNA binding specificity of ADD1/SREBRDntrolled by a
single amino acid in the basic helix-loop-helix domMol Cell Biol, 15, 2582-2588.

208



Literaturverzeichnis

Knott, T.J., Rall, S.C., Jr., Innerarity, T.L., Jacobson, S.F., Urdea, M.S., Levy-Wilson,
B., Powell, L.M., Pease, R.J., Eddy, R., Nakai, Ht al. (1985) Human apolipoprotein B:
structure of carboxyl-terminal domains, sites ofngeexpression, and chromosomal
localization.Science230, 37-43.

Koboldt, D.C., Ding, L., Mardis, E.R. and Wilson, RK. (2010) Challenges of sequencing
human genomeg®&rief Bioinform 11, 484-498.

Kodama, T., Freeman, M., Rohrer, L., Zabrecky, J.,Matsudaira, P. and Krieger, M.
(1990) Type | macrophage scavenger receptor cantdpha-helical and collagen-like coiled
coils. Nature 343 531-535.

Korf, B. (2008) Hutchinson-Gilford progeria syndrome, agiagd the nuclear lamin&
Engl J Med 358 552-555.

Korniszewski, L., Nowak, R., Okninska-Hoffmann, E.,Skorka, A., Gieruszczak-Bialek,

D. and Sawadro-Rochowska, M.(2001) Wiedemann-Rautenstrauch (neonatal progeroid
syndrome: new case with normal telomere lengthkin Sbroblasts.Am J Med Genetl03
144-148.

Koshy, G., Danda, S., Thomas, N., Mathews, V. andidvanathan, V. (2008) Three
siblings with Woodhouse-Sakati syndrome in an Indamily. Clin Dysmorphal 17, 57-60.

Kotze, M.J., De Villiers, W.J., Steyn, K., Kriek, JA., Marais, A.D., Langenhoven, E.,
Herbert, J.S., Graadt Van Roggen, J.F., Van der Wdkuyzen, D.R. and Coetzee, G.A.
(1993) Phenotypic variation among familial hypedelsterolemics heterozygous for either
one of two Afrikaner founder LDL receptor mutatioAsterioscler Thromp13, 1460-1468.

Kowal, R.C., Herz, J., Goldstein, J.L., Esser, V.= Brown, M.S. (1989) Low density
lipoprotein receptor-related protein mediates uptak cholesteryl esters derived from
apoprotein E-enriched lipoproteirgroc Natl Acad Sci U S,86, 5810-5814.

Krieger, M. (1999) Charting the fate of the "good cholesteratientification and
characterization of the high-density lipoproteicaptor SR-BIAnnu Rev Biochen68, 523-
558.

Krieger, M. and Herz, J. (1994) Structures and functions of multiligandolppotein
receptors: macrophage scavenger receptors and ebéptor-related protein (LRPANNnu
Rev Biochent3, 601-637.

Kruglyak, L., Daly, M.J., Reeve-Daly, M.P. and Lancer, E.S. (1996) Parametric and
nonparametric linkage analysis: a unified multipapproachAm J Hum Gene68, 1347-
1363.

Kuhlenbaumer, G., Hullmann, J. and Appenzeller, S(2011) Novel genomic techniques
open new avenues in the analysis of monogenicagseiHum Mutaf 32, 144-151.

Kwon, H.J., Lagace, T.A., McNutt, M.C., Horton, J.D. and Deisenhofer, J.(2008)

Molecular basis for LDL receptor recognition by R®S Proc Natl Acad Sci U S,A05
1820-1825.

209



Literaturverzeichnis

Laemmli, U.K. (1970) Cleavage of structural proteins during éissembly of the head of
bacteriophage TMNature 227, 680-685.

Lagace, T.A., Curtis, D.E., Garuti, R., McNutt, M.C., Park, S.W., Prather, H.B.,
Anderson, N.N., Ho, Y.K., Hammer, R.E. and Horton,J.D. (2006) Secreted PCSK9
decreases the number of LDL receptors in hepate@ytd in livers of parabiotic micé.Clin
Invest 116 2995-3005.

Lagor, W.R. and Rader, D.J.(2010) Phospholipidation of HDL--how much is toach?
Clin Chem 57, 4-6.

Landschulz, K.T., Pathak, R.K., Rigotti, A., Kriege, M. and Hobbs, H.H. (1996)
Regulation of scavenger receptor, class B, tymehigh density lipoprotein receptor, in liver
and steroidogenic tissues of the daClin Invest 98, 984-995.

Lee, M.H., Lu, K., Hazard, S., Yu, H., Shulenin, S.Hidaka, H., Kojima, H., Allikmets,
R., Sakuma, N., Pegoraro, Ret al. (2001) Identification of a gene, ABCG5, importamthe
regulation of dietary cholesterol absorptiblat Genet27, 79-83.

Lelli, N., Ghisellini, M., Gualdi, R., Tiozzo, R.,Calandra, S., Gaddi, A., Ciarrocchi, A.,
Arca, M., Fazio, S., Coviello, D.Aet al. (1991) Characterization of three mutations of the
low density lipoprotein receptor gene in Italiartipats with familial hypercholesterolemia.
Arterioscler Thromb11, 234-243.

Li, H. and Durbin, R. (2009) Fast and accurate short read alignment Butinows-Wheeler
transform Bioinformatics 25, 1754-1760.

Linton, M.F. and Fazio, S. (2001) Class A scavenger receptors, macrophages, a
atherosclerosigCurr Opin Lipidol 12, 489-495.

Loux, N., Saint-Jore, B., Collod, G., Dairou, F., Bnlian, P., Truffert, J., Dastugue, B.,
Douste-Blazy, P., de Gennes, J.L., Junien, @t al. (1992) Screening for new mutations in
the LDL receptor gene in seven French familial mgpelesterolemia families by the single
strand conformation polymorphism methétim Mutat 1, 325-332.

Maquat, L.E. (2004) Nonsense-mediated mMRNA decay: splicingjstedion and mRNP
dynamicsNat Rev Mol Cell Bigl5, 89-99.

Mardis, E.R. (2008) The impact of next-generation sequencirgirtelogy on genetics.
Trends Gene4, 133-141.

Marks, D., Thorogood, M., Neil, H.A. and Humpbhries, S.E. (2003) A review on the
diagnosis, natural history, and treatment of faahiliypercholesterolaemi@therosclerosis
168 1-14.

McKnight, S. and Tjian, R. (1986) Transcriptional selectivity of viral genesmammalian
cells.Cell, 46, 795-805.

Medica, I., Sepcic, J. and Peterlin, B(2007) Woodhouse-Sakati syndrome: case report and
symptoms reviewGenet Counsl8, 227-231.

210



Literaturverzeichnis

Megarbane, A., Gannage-Yared, M.H., Khalife, A.A. ad Fabre, M. (2003) Primary
hypergonadotropic hypogonadism, partial alopecral Bullerian hypoplasia: report of a
second family with additional findingém J Med Genet,A19A, 214-217.

Metzker, M.L. (2010) Sequencing technologies - the next gemerdtiat Rev Genetl1, 31-
46.

Michaely, P., Li, W.P., Anderson, R.G., Cohen, J.Cand Hobbs, H.H.(2004) The modular
adaptor protein ARH is required for low densityojgrotein (LDL) binding and internalization
but not for LDL receptor clustering in coated pidd$Biol Chem279, 34023-34031.

Millar, J.S. and Packard, C.J. (1998) Heterogeneity of apolipoprotein B-100-camtey
lipoproteins: what we have learnt from kinetic sésdCurr Opin Lipidol, 9, 197-202.

Miserez, A.R., Cao, G., Probst, L.C. and Hobbs, H.H1997) Structure of the human gene
encoding sterol regulatory element binding pro®2{($REBF2) Genomics40, 31-40.

Miserez, A.R. and Keller, U.(1995) Differences in the phenotypic charactersstif subjects
with familial defective apolipoprotein B-100 andhfdial hypercholesterolemiarterioscler
Thromb Vasc Bigl15, 1719-1729.

Mishra, S.K., Watkins, S.C. and Traub, L.M. (2002) The autosomal recessive
hypercholesterolemia (ARH) protein interfaces digeavith the clathrin-coat machinery.
Proc Natl Acad Sci U S,R9, 16099-16104.

Miyake, Y., Tajima, S., Funahashi, T. and YamamotoA. (1989) Analysis of a recycling-
impaired mutant of low density lipoprotein recepitorfamilial hypercholesterolemid. Biol
Chem 264, 16584-16590.

Mozas, P., Galetto, R., Albajar, M., Ros, E., PocovM. and Rodriguez-Rey, J.C.(2002)
A mutation (-49C>T) in the promoter of the low diydipoprotein receptor gene associated
with familial hypercholesterolemid.Lipid Res43, 13-18.

Muiznieks, I. and Doerfler, W. (1994) The topology of the promoter of RNA polymase |1-
and lll-transcribed genes is modified by the medtigh of 5'-CG-3' dinucleotide®Nucleic
Acids Res22, 2568-2575.

Muller, P.Y. and Miserez, A.R. (2002) Identification of mutations in the gene @aiag
sterol regulatory element binding protein (SREBPR)i2hypercholesterolaemic subjects.
Med Genet39, 271-275.

Musunuru, K., Pirruccello, J.P., Do, R., Peloso, ®4., Guiducci, C., Sougnez, C.,
Garimella, K.V., Fisher, S., Abreu, J., Barry, AJ. et al. (2010) Exome sequencing,
ANGPTL3 mutations, and familial combined hypolipii@. N Engl J Med363 2220-2227.

Myant, N.B., Forbes, S.A., Day, I.N. and Gallagher]. (1997) Estimation of the age of the
ancestral arginine3500-->glutamine mutation in ha@poB-100Genomics45, 78-87.

Nagy, E. and Maquat, L.E. (1998) A rule for termination-codon position withintron-
containing genes: when nonsense affects RNA abweedarends Biochem S@3, 198-199.

211



Literaturverzeichnis

Najjar, S.S., Salem, G.M. and Idriss, Z.H.(1975) Congenital generalized lipodystrophy.
Acta Paediatr Scand4, 273-279.

Nan, X., Ng, H.H., Johnson, C.A., Laherty, C.D., Ttner, B.M., Eisenman, R.N. and
Bird, A. (1998) Transcriptional repression by the methyt=dpnding protein MeCP2
involves a histone deacetylase compNature 393 386-389.

Nauck, M.S., Koster, W., Dorfer, K., Eckes, J., Sdrnagl, H., Gierens, H., Nissen, H.,
Nauck, M.A., Wieland, H. and Marz, W. (2001) Identification of recurrent and novel
mutations in the LDL receptor gene in German p#ienith familial hypercholesterolemia.
Hum Mutaf 18, 165-166.

Ng, H.H., Zhang, Y., Hendrich, B., Johnson, C.A., Tirner, B.M., Erdjument-Bromage,
H., Tempst, P., Reinberg, D. and Bird, A.(1999) MBD2 is a transcriptional repressor
belonging to the MeCP1 histone deacetylase complakGenet23, 58-61.

Ng, S.B., Buckingham, K.J., Lee, C., Bigham, A.\W.Tabor, H.K., Dent, K.M., Huff,
C.D., Shannon, P.T., Jabs, E.W., Nickerson, D.Aet al. (2010) Exome sequencing
identifies the cause of a mendelian disortiiat Genet42, 30-35.

Niederstadt, C.(1999) Koronare Herkrankheit. Klinikleitfaden Kastbgie.2 ed. Minchen -
Jena: Urban & Fischer195-256.

Nohturfft, A., Brown, M.S. and Goldstein, J.L. (1998) Topology of SREBP cleavage-
activating protein, a polytopic membrane proteithvd sterol-sensing domaid.Biol Chem
273 17243-17250.

Nohturfft, A., Yabe, D., Goldstein, J.L., Brown, MS. and Espenshade, P.J(2000)
Regulated step in cholesterol feedback localizedumding of SCAP from ER membranes.
Cell, 102 315-323.

Nousbeck, J., Spiegel, R., Ishida-Yamamoto, A., Idiman, M., Shani-Adir, A., Adir, N.,
Lipkin, E., Bercovici, S., Geiger, D., van SteenselM.A. et al. (2008) Alopecia,
neurological defects, and endocrinopathy syndroraesed by decreased expression of
RBM28, a nucleolar protein associated with ribosdmogenesisAm J Hum Gene82, 1114-
1121.

Nowak, R., Sawadro-Rochowska, M., Siwicki, J.K. andKorniszewski, L. (2006)
Wiedemann-Rautenstrauch syndrome's fibroblastdagisp normal in vitro lifespanAm J
Med Genet A140, 661-662.

O'Connell, J.R. and Weeks, D.E(1998) PedCheck: a program for identification ehgtype
incompatibilities in linkage analysidm J Hum Geng63, 259-266.

Oka, K., Tzung, K.W., Sullivan, M., Lindsay, E., Bddini, A. and Chan, L. (1994) Human
very-low-density lipoprotein receptor complementByA and deduced amino acid sequence
and localization of its gene (VLDLR) to chromosormand 9p24 by fluorescence in situ
hybridization.Genomics20, 298-300.

Ozgenc, A. and Loeb, L.A.(2006) Werner Syndrome, aging and canGenome Dynl,
206-217.

212



Literaturverzeichnis

Page, N.M., Butlin, D.J., Lomthaisong, K. and Lowry P.J. (2001) The human
apolipoprotein L gene cluster: identification, ddigation, and sites of distribution.
Genomics74, 71-78.

Peeters, A.V., Kotze, M.J., Scholtz, C.L., De Waal,.F., Rubinsztein, D.C., Coetzee,
G.A., Zuliani, G., Streiff, R., Liu, J. and van der Westhuyzen, D.R.(1998) A 3-basepair
deletion in repeat 1 of the LDL receptor promottuces transcriptional activity in a South
African Pedi.J Lipid Res39, 1021-1024.

Pimstone, S.N., Sun, X.M., du Souich, C., Frohlichl.J., Hayden, M.R. and Soutar, A.K.
(1998) Phenotypic variation in heterozygous farhitigoercholesterolemia: a comparison of
Chinese patients with the same or similar mutationthe LDL receptor gene in China or
CanadaArterioscler Thromb Vasc Bipl8, 309-315.

Pivnick, E.K., Angle, B., Kaufman, R.A., Hall, B.D, Pitukcheewanont, P., Hersh, J.H.,

Fowlkes, J.L., Sanders, L.P., O'Brien, J.M., Carrdl, G.S.et al. (2000) Neonatal progeroid
(Wiedemann-Rautenstrauch) syndrome: report of fieev cases and reviewAm J Med

Genet 90, 131-140.

Pollex, R.L. and Hegele, R.A(2004) Hutchinson-Gilford progeria syndron@in Genet
66, 375-381.

Rachmiel, M., Bistritzer, T., Hershkoviz, E., Khahi, A., Epstein, O. and Parvari, R.
(2011) Woodhouse-Sakati Syndrome in an Israeli-Afalily Presenting with Youth-Onset
Diabetes Mellitus and Delayed Pubeityorm Res Paediatr

Radhakrishnan, A., Sun, L.P., Kwon, H.J., Brown, MS. and Goldstein, J.L.(2004)
Direct binding of cholesterol to the purified membe region of SCAP: mechanism for a
sterol-sensing domaiMol Cell, 15, 259-268.

Rautenstrauch, T. and Snigula, F(1977) Progeria: a cell culture study and clinregdort of
familial incidenceEur J Pediatr 124, 101-111.

Rautenstrauch, T., Snigula, F. and Wiedemann, H.R.(1994) [Neonatal progeroid
syndrome (Wiedemann-Rautenstrauch). A follow-uplgtKlin Padiatr, 206, 440-443.

Rawson, R.B.(2003) The SREBP pathway--insights from Insigs arsgcts.Nat Rev Mol
Cell Biol, 4, 631-640.

Rawson, R.B., Zelenski, N.G., Nijhawan, D., Ye, JSakai, J., Hasan, M.T., Chang, T.Y.,
Brown, M.S. and Goldstein, J.L.(1997) Complementation cloning of S2P, a gene @&ngo
a putative metalloprotease required for intramembreeavage of SREBPslol Cell, 1, 47-
57.

Raychowdhury, R., Niles, J.L., McCluskey, R.T. andSmith, J.A. (1989) Autoimmune
target in Heymann nephritis is a glycoprotein witbmology to the LDL receptoScience
244, 1163-1165.

Razin, A. and Cedar, H.(1991) DNA methylation and gene expressidticrobiol Rey 55,
451-458.

213



Literaturverzeichnis

Reversade, B., Escande-Beillard, N., Dimopoulou, AFischer, B., Chng, S.C., Li, Y.,
Shboul, M., Tham, P.Y., Kayserili, H., Al-Gazali, L et al. (2009) Mutations in PYCR1
cause cutis laxa with progeroid featufdat Genet41, 1016-1021.

Rigotti, A., Miettinen, H.E. and Krieger, M. (2003) The role of the high-density lipoprotein
receptor SR-BI in the lipid metabolism of endocravel other tissue&ndocr Rey24, 357-
387.

Rios, J., Stein, E., Shendure, J., Hobbs, H.H. an@ohen, J.C.(2010) Identification by
whole-genome resequencing of gene defect resperfsibsevere hypercholesterolenmtm
Mol Genef 19, 4313-4318.

Robinson, P.N. and Godfrey, M.(2000) The molecular genetics of Marfan syndromeé a
related microfibrillopathies] Med Genet37, 9-25.

Ruschendorf, F. and Nurnberg, P(2005) ALOHOMORA: a tool for linkage analysis ugin
10K SNP array dat&8ioinformatics 21, 2123-2125.

Russell, D.W., Lehrman, M.A., Sudhof, T.C., Yamamai, T., Davis, C.G., Hobbs, H.H.,
Brown, M.S. and Goldstein, J.L.(1986) The LDL receptor in familial hypercholestiemia:
use of human mutations to dissect a membrane pr@eid Spring Harb Symp Quant Bjol
51 Pt 2 811-819.

Russell, D.W., Schneider, W.J., Yamamoto, T., Luske K.L., Brown, M.S. and
Goldstein, J.L. (1984) Domain map of the LDL receptor: sequencendlogy with the
epidermal growth factor precurs@ell, 37, 577-585.

Russo-Menna, |. and Arancibias, C(2010) The Hutchinson-Gilford Progeria Syndrome: a
case reportMinerva Anestesiolr6, 151-154.

Rust, S., Rosier, M., Funke, H., Real, J., Amour&Z., Piette, J.C., Deleuze, J.F., Brewer,
H.B., Duverger, N., Denefle, Pet al. (1999) Tangier disease is caused by mutationken t
gene encoding ATP-binding cassette transportiial Genet22, 352-355.

Sakai, J., Nohturfft, A., Cheng, D., Ho, Y.K., Brown, M.S. and Goldstein, J.L.(1997)
Identification of complexes between the COOH-temhimlomains of sterol regulatory
element-binding proteins (SREBPs) and SREBP clemaagjvating proteinJ Biol Chem
272, 20213-20221.

Sakai, J., Nohturfft, A., Goldstein, J.L. and Brown M.S. (1998) Cleavage of sterol
regulatory element-binding proteins (SREBPs) ag-&itrequires interaction with SREBP
cleavage-activating protein. Evidence from in vsmmpetition studies] Biol Chem 273
5785-5793.

Sakai, J. and Rawson, R.B(2001) The sterol regulatory element-binding profathway:
control of lipid homeostasis through regulatedaoéliular transportCurr Opin Lipidol 12,
261-266.

Sakai, J., Rawson, R.B., Espenshade, P.J., Cheng, Beegmiller, A.C., Goldstein, J.L.

and Brown, M.S. (1998) Molecular identification of the sterol-régtied luminal protease
that cleaves SREBPs and controls lipid composiicanimal cellsMol Cell, 2, 505-514.

214



Literaturverzeichnis

Saltzman, A.G. and Weinmann, R.(1989) Promoter specificity and modulation of RNA
polymerase Il transcriptiofcrASEB J3, 1723-1733.

Sanger, F., Nicklen, S. and Coulson, A.R1977) DNA sequencing with chain-terminating
inhibitors.Proc Natl Acad Sci U S,A4, 5463-5467.

Sato, R., Inoue, J., Kawabe, Y., Kodama, T., Takandl. and Maeda, M. (1996) Sterol-
dependent transcriptional regulation of sterol laguy element-binding protein-21 Biol
Chem 271, 26461-26464.

Schaefer, J.R.(1998) Praventive Kardiologie - Prophylaxe derdwaren Herzkrankheit.
Schattauer Verlag, Stuttgart - New Y0tk177.

Schaefer, J.R., Scharnagl, H., Baumstark, M.W., Sateer, H., Zech, L.A., Seyberth, H.,
Winkler, K., Steinmetz, A. and Marz, W. (1997) Homozygous familial defective
apolipoprotein B-100. Enhanced removal of apoliptgin E-containing VLDLs and
decreased production of LDLArterioscler Thromb Vasc Bipl7, 348-353.

Schmitz, G., Langmann, T. and Heimerl, S(2001) Role of ABCG1 and other ABCG
family members in lipid metabolisn.Lipid Res42, 1513-1520.

Schneider, S.A. and Bhatia, K.P(2008) Dystonia in the Woodhouse Sakati syndrofne:
new family and literature reviewlov Disord 23, 592-596.

Schneider, W.J., Beisiegel, U., Goldstein, J.L. anf@rown, M.S. (1982) Purification of the
low density lipoprotein receptor, an acidic glycoigin of 164,000 molecular weight.Biol
Chem 257, 2664-2673.

Schouten, J.P., McElgunn, C.J., Waaijer, R., Zwijnaburg, D., Diepvens, F. and Pals, G.
(2002) Relative quantification of 40 nucleic acetjgences by multiplex ligation-dependent
probe amplificationNucleic Acids ReS0, e57.

Seidah, N.G., Mowla, S.J., Hamelin, J., MamarbachiA.M., Benjannet, S., Toure, B.B.,
Basak, A., Munzer, J.S., Marcinkiewicz, J., Zhong,M. et al. (1999) Mammalian
subtilisin/kexin isozyme SKI-1: A widely express@doprotein convertase with a unique
cleavage specificity and cellular localizatiéroc Natl Acad Sci U S,R6, 1321-1326.

Shimano, H., Horton, J.D., Shimomura, |., Hammer, RE., Brown, M.S. and Goldstein,
J.L. (1997) Isoform 1c of sterol regulatory elementding protein is less active than isoform
lain livers of transgenic mice and in culturedscdl Clin Invest99, 846-854.

Shore, D. and Nasmyth, K(1987) Purification and cloning of a DNA bindingogein from
yeast that binds to both silencer and activatanelds.Cell, 51, 721-732.

Sirmaci, A., Walsh, T., Akay, H., Spiliopoulos, M.,Sakalar, Y.B., Hasanefendioglu-
Bayrak, A., Duman, D., Farooq, A., King, M.C. and Tekin, M. (2010) MASP1 mutations
in patients with facial, umbilical, coccygeal, aadditory findings of Carnevale, Malpuech,
OSA, and Michels syndromeadm J Hum Genge87, 679-686.

215



Literaturverzeichnis

Smith, A.J., Ahmed, F., Nair, D., Whittall, R., Warg, D., Taylor, A., Norbury, G. and
Humphries, S.E.(2007) A functional mutation in the LDLR promo{et39C>G) in a patient
with familial hypercholesterolemi&ur J Hum Genetl5, 1186-1189.

Soutar, A.K. (1992) Familial hypercholesterolaemia and LDL poe mutations.J Intern
Med, 231, 633-641.

Soutar, A.K. (1998) Update on low density lipoprotein recepioutations. Curr Opin
Lipidol, 9, 141-147.

Soutar, A.K. and Naoumova, R.P(2004) Autosomal recessive hypercholesteroleBeamin
Vasc Med4, 241-248.

Soutar, A.K., Naoumova, R.P. and Traub, L.M.(2003) Genetics, clinical phenotype, and
molecular cell biology of autosomal recessive hghelesterolemiaArterioscler Thromb
Vasc Bio) 23, 1963-1970.

Springer, T.A. (1998) An extracellular beta-propeller module petstl in lipoprotein and
scavenger receptors, tyrosine kinases, epidernmaltgrfactor precursor, and extracellular
matrix componentsl Mol Biol, 283 837-862.

Stenflo, J., Ohlin, A.K., Owen, W.G. and SchneiderW.J. (1988) beta-Hydroxyaspartic
acid or beta-hydroxyasparagine in bovine low dgnbfgoprotein receptor and in bovine
thrombomodulinJ Biol Chem?263 21-24.

Strauch, K., Fimmers, R., Kurz, T., Deichmann, K.A, Wienker, T.F. and Baur, M.P.
(2000) Parametric and nonparametric multipoint digék analysis with imprinting and two-
locus-trait models: application to mite sensitiaatiAm J Hum Gene66, 1945-1957.

Sudhof, T.C., Goldstein, J.L., Brown, M.S. and Rusdl, D.W. (1985) The LDL receptor
gene: a mosaic of exons shared with different prst&cience228 815-822.

Sudhof, T.C., Van der Westhuyzen, D.R., Goldstein]).L., Brown, M.S. and Russell,
D.W. (1987) Three direct repeats and a TATA-like segeeare required for regulated
expression of the human low density lipoproteineptor geneJ Biol Chem 262, 10773-
10779.

Tacken, P.J., Hofker, M.H., Havekes, L.M. and van ijk, KW. (2001) Living up to a
name: the role of the VLDL receptor in lipid metébm. Curr Opin Lipidol 12, 275-279.

Takahashi, S., Kawarabayasi, Y., Nakai, T., Sakai). and Yamamoto, T.(1992) Rabbit
very low density lipoprotein receptor: a low dewpdipoprotein receptor-like protein with
distinct ligand specificityProc Natl Acad Sci U S,89, 9252-9256.

Tatar, A., Ocak, Z., Yesilyurt, A., Borekci, B. and Oztas, S. (2009) Primary
hypogonadism, partial alopecia, and Mullerian hyasia: report of a third family and
review.Am J Med Genet,A49A, 501-504.

Tate, P.H. and Bird, A.P.(1993) Effects of DNA methylation on DNA-bindinggteins and
gene expressioCurr Opin Genet De\3, 226-231.

216



Literaturverzeichnis

Taylor, A., Martin, B., Wang, D., Patel, K., Humphries, S.E. and Norbury, G.(2009)
Multiplex ligation-dependent probe amplification adysis to screen for deletions and
duplications of the LDLR gene in patients with féali hypercholesterolaemi&lin Genet
76, 69-75.

Teslovich, T.M., Musunuru, K., Smith, A.V., Edmond®n, A.C., Stylianou, |.M., Koseki,
M., Pirruccello, J.P., Ripatti, S., Chasman, D.l.,Willer, C.J. et al. (2010) Biological,
clinical and population relevance of 95 loci footd lipids.Nature 466, 707-713.

Thiele, H. and Nurnberg, P. (2005) HaploPainter: a tool for drawing pedigreeish
complex haplotype®Bioinformatics 21, 1730-1732.

Thomas, J.0.(2001) HMG1 and 2: architectural DNA-binding priote Biochem Soc Trans
29, 395-401.

Thorey, F., Jager, M., Seller, K., Krauspe, R. andVild, A. (2003) [Kyphoscoliosis in
Wiedemann-Rautenstrauch-syndrome (neonatal prabesyindrome)]. Z Orthop Ihre
Grenzgebl141, 341-344.

Thuren, T. (2000) Hepatic lipase and HDL metabolisourr Opin Lipidol 11, 277-283.

Tolleshaug, H., Goldstein, J.L., Schneider, W.J. ahBrown, M.S. (1982) Posttranslational
processing of the LDL receptor and its geneticugison in familial hypercholesterolemia.
Cell, 30, 715-724.

Top, B., Koeleman, B.P., Gevers Leuven, J.A., Havek, L.M. and Frants, R.R.(1990)
Rearrangements in the LDL receptor gene in Dutchili@ hypercholesterolemic patients
and the presence of a common 4 kb delet#dherosclerosis83, 127-136.

Tosi, I, Toledo-Leiva, P., Neuwirth, C., NaoumovaR.P. and Soutar, A.K.(2007) Genetic
defects causing familial hypercholesterolaemiantifieation of deletions and duplications in
the LDL-receptor gene and summary of all mutatidosnd in patients attending the
Hammersmith Hospital Lipid ClinicAtherosclerosis194, 102-111.

Voelkerding, K.V., Dames, S.A. and Durtschi, J.D(2009) Next-generation sequencing:
from basic research to diagnosti€éin Chem 55, 641-658.

von Eckardstein, A., Nofer, J.R. and Assmann, G(2001) High density lipoproteins and
arteriosclerosis. Role of cholesterol efflux anderse cholesterol transporArterioscler
Thromb Vasc Bigl21, 13-27.

Voss, D. and Pongs, O(1986) Upstream sequences modulate in vitro trgptgan from
Drosophila yolk protein genes | and Hur J Biochem158, 25-32.

Wallace, D.C. (2005) A mitochondrial paradigm of metabolic anelgenerative diseases,
aging, and cancer: a dawn for evolutionary medickmnu Rev GengB9, 359-407.

Wang, H. and Eckel, R.H.(2009) Lipoprotein lipase: from gene to obesAyn J Physiol
Endocrinol Metab297, E271-288.

217



Literaturverzeichnis

Wang, J., Ban, M.R. and Hegele, R.A.(2005) Multiplex ligation-dependent probe
amplification of LDLR enhances molecular diagnosfsfamilial hypercholesterolemial
Lipid Res 46, 366-372.

Wasan, K.M., Brocks, D.R., Lee, S.D., Sachs-Barrag] K. and Thornton, S.J.(2008)
Impact of lipoproteins on the biological activityndh disposition of hydrophobic drugs:
implications for drug discoverjNat Rev Drug Discqw, 84-99.

Weber, M., Hellmann, I., Stadler, M.B., Ramos, L.,Paabo, S., Rebhan, M. and
Schubeler, D.(2007) Distribution, silencing potential and ewanary impact of promoter
DNA methylation in the human genoni¢at Genet39, 457-466.

Weinzierl, R.O., Ruppert, S., Dynlacht, B.D., Tanes, N. and Tjian, R. (1993) Cloning
and expression of Drosophila TAFII60 and human TAFIreveal conserved interactions
with other subunits of TFIIDEMBO J 12, 5303-5309.

Weiss, N., Binder, G. and Keller, C.(2000) Mutations in the low-density-lipoprotein
receptor gene in German patients with familial hgphelesterolaemial Inherit Metab Dis
23, 778-790.

Wenzel, J.J., Kaminski, W.E., Piehler, A., Heimerl,S., Langmann, T. and Schmitz, G.
(2003) ABCA10, a novel cholesterol-regulated ABCI& ABC transporter.Biochem
Biophys Res CommuB06, 1089-1098.

Wiedemann, H.R. (1979) An unidentified neonatal progeroid syndrorwdow-up report.
Eur J Pediatr 130, 65-70.

Willnow, T.E., Goldstein, J.L., Orth, K., Brown, M.S. and Herz, J.(1992) Low density
lipoprotein receptor-related protein and gp330 ksndilar ligands, including plasminogen
activator-inhibitor complexes and lactoferrin, ahibitor of chylomicron remnant clearance.
J Biol Chem?267, 26172-26180.

Willnow, T.E., Orth, K. and Herz, J. (1994) Molecular dissection of ligand binding siten
the low density lipoprotein receptor-related pmotdiBiol Chem?269, 15827-15832.

Wilson, C., Wardell, M.R., Weisgraber, K.H., Mahley, R.W. and Agard, D.A. (1991)
Three-dimensional structure of the LDL receptoreimg domain of human apolipoprotein E.
Science252, 1817-1822.

Wong, J., Quinn, C.M. and Brown, A.J.(2006) SREBP-2 positively regulates transcription
of the cholesterol efflux gene, ABCA1, by genergtoxysterol ligands for LXRBiochem J
400, 485-491.

Woodhouse, N.J. and Sakati, N.A(1983) A syndrome of hypogonadism, alopecia, debe
mellitus, mental retardation, deafness, and EC@abalities.J Med Genet20, 216-219.

Wright, C.S., Alden, R.A. and Kraut, J. (1969) Structure of subtilisin BPN" at 2.5 angstro
resolution Nature 221, 235-242.

218



Literaturverzeichnis

Yabe, D., Brown, M.S. and Goldstein, J.L(2002) Insig-2, a second endoplasmic reticulum
protein that binds SCAP and blocks export of stexglulatory element-binding proteiriaroc
Natl Acad Sci U S A9, 12753-12758.

Yabe, D., Xia, Z.P., Adams, C.M. and Rawson, R.B2002) Three mutations in sterol-
sensing domain of SCAP block interaction with inaigl render SREBP cleavage insensitive
to sterolsProc Natl Acad Sci U S,R9, 16672-16677.

Yamazaki, H., Bujo, H., Kusunoki, J., Seimiya, K. Kanaki, T., Morisaki, N., Schneider,
W.J. and Saito, Y. (1996) Elements of neural adhesion molecules arygast vacuolar
protein sorting receptor are present in a novel mahan low density lipoprotein receptor
family memberJ Biol Chem271, 24761-24768.

Yang, T., Espenshade, P.J., Wright, M.E., Yabe, DGong, Y., Aebersold, R., Goldstein,
J.L. and Brown, M.S. (2002) Crucial step in cholesterol homeostasisrotd promote
binding of SCAP to INSIG-1, a membrane protein flaatlitates retention of SREBPs in ER.
Cell, 110 489-500.

Yasuda, T., Ishida, T. and Rader, D.J(2010) Update on the role of endothelial lipase in
high-density lipoprotein metabolism, reverse chigled transport, and atherosclerogig.c J,
74, 2263-2270.

Yieh, L., Sanchez, H.B. and Osborne, T.F(1995) Domains of transcription factor Spl
required for synergistic activation with sterol wéagory element binding protein 1 of low
density lipoprotein receptor promotéroc Natl Acad Sci U S,82, 6102-6106.

Yngvadottir, B., Xue, Y., Searle, S., Hunt, S., Dghdo, M., Morrison, J., Whittaker, P.,
Deloukas, P. and Tyler-Smith, C.(2009) A genome-wide survey of the prevalence and
evolutionary forces acting on human nonsense SAifAs] Hum Gene84, 224-234.

Zelenski, N.G., Rawson, R.B., Brown, M.S. and Goldsin, J.L. (1999) Membrane

topology of S2P, a protein required for intramemiozs cleavage of sterol regulatory
element-binding proteing.Biol Chem?274, 21973-21980.

219






Anhang

9 Anhang

Tabelle 39: Verwendete Primer und PCR-Bedingungeriir die genomische Amplifikation des.DLR-Gens

Exon F-Primer R-Primer FragmentgréRe | Polymerase | Zusatze X(°C) | Y (min)
(Bp]
1 AAATGCTGTAAATGACGTGG AGGGATGGAGTGATTATTTG 277 Taq - 58 1
2 TGGAATCAACAACACTAGCC CCTCCTAATTCATGATTGAATAC 608 Tag - 58 1
3 GATTGGCAAGGCCAGTG ACTATGTGTTCAGCCTCACG 839 Taq 5241 DMSO | 58 1
4 GGCAGTGGTTCAGAGTCC TCACTGCATGTCCCACAC 611 Tag 246DMSo 56 1
5 CTCAAGCAGTTGGAACCAC TGAGGCTCTGAGAAGTCAAG 491 Taq - 58 1
6 TTTCTTAATGAATCCATTTGC ACAGGGTGGGCAGAGTG 347 Taq - 64,6 1
7 GGCAACAAGAGTGAAACTCC AGGTGGAATCTCATGAAACC 465 Taq - 58,4 1
8 ATCTCCCGAGAGGCTGG GTCTGTGCAAAGTTCAGAGG 343 Tag 54/ DMSO | 58 1
9+10 CTGCAGGATGACACAAGG ATGCCCAGCCCACTAAC 658 Taq - 58 1
11 TTCTTCCAGAATTCGTTGC AACCTTCAGGGAGCAGC 307 Taq - 51,7 1
12 CTCACATGTGGTTGGAGC AGACCTCCTCCTAGTCACAAC 399 Tag - 58 1
13+14 | AAACTAGTTGTGGAGAGAGGG CCTTGAGGTACCCATTTGAC @0 Taq - 58 1
15 TCCCAAGGTCATTTGAGAC GGACTCCATCTCGTGACC 355 Tag - 58 1
16 AAGTTCTCCAAGTGTCCAGG AAAGTGAACAGGCCCAAC 291 Taq - 58 1
17 AGGAGTCAAGGTTATGGTACG TCACCTAATGCTGTCCTCG 385 bg PCR | - 58 1
Enzyme Mix

18 GACTGAATCCGGTACTCACC AAACAAAGCTCTGGCAGG 312 Tag - 58 1
Tabelle 40: Verwendete Primer und PCR-Bedingungeriir die genomische Amplifikation desAPOB-Gens

Exon F-Primer R-Primer FragmentgroRe | Polymerase | Zusatze X(°C) | Y (min)

[Bp]

26 GCATGCCTAGTTTCTCCATC CCATCTGATCTTCTGGTTCTTAG 106 Taq - 58,4 2
29 AACTGACATATGAAAGATAAATCC | GAGTAACTCGTACCAAGCCATC 595 Tag - 58 1
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Tabelle 41: Verwendete Primer und PCR-Bedingungeniif die genomische Amplifikation desPCSK9-Gens

Exon F-Primer R-Primer Fragmentgrol3e | Polymerase | Zuséatze X(°C) | Y (min)
[Bp]

1 TGAACTTCAGCTCCTGCAC ACCTGCACTCCACTTCCTC 434 Taq ,5211 DMSO 56 1

2 GGTCCGCATTTGGTAACTTC TCAGCAATGGGCCTACTAAG 427 Taq - 58 1

3 CAGGTTTGATCAGGTAAGGC AGAAGTGGAAACCACCAGC 309 Taq 2,5 ul DMSO 56 1

4+5 ATTTAAGGCGCTTTCACCAG CCACAGCATTCTTGGTTAGG 734 ap - 53,2 1

6 TAACCATCACTCTGTGCCTG CACGTGCCACAAGAAGC 683 Taq 2ul DMSO 56 1

7 GTATAGCAGTTGTCCAGCCC AGAGCCTGGCACTGGAG 374 Tag 5441 DMSO 56 1

8+9 TGTGCACGTGTGTTTGTG AAGAGCTGGAGTCTGGAGG 853 Taq - 61,8 1

10 AGGGTGCTTGAGTTGATCC GTGAGGACCAAGCCTCG 348 Taq 5211 DMSO 56 1

11 AAGAGAGAGGGTCTGATGGG GTGGTGGCACAAACTGACAC 347 Ta - 58 1

12 CTCACAGAAGGATGTCGGAG GTGAGTGAGTTCCAGGCAAG 494 fa - 58 1

Tabelle 42: Verwendete Primer und PCR-Bedingungeriir die Genotypisierung der Nonsense-SNPs

Referenz SNP ID | F-Primer R-Primer FragmentgroRe | Polymerase | Zusatze X(°C) | Y (min)
[Bp]

rs10491178 GTGTTACAAGGCAGCAGAGC GGAGCTTAAGAGCTTCCALC 472 Taq - 56 1

rs11089781 AACCCAGCTGAGCTGATTCTGC CCACCTGCCTCCCATATAG 552 Taq - 58 1

rs328 CAGTCCTGACAGAACTGTACC CCTTCAACCCAGGCACACATT | 38 Tag - 58 1
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Tabelle 43: Verwendete Primer und PCR-Bedingungeniif die genomische Amplifikation desSCARB1-Gens

Exon F-Primer R-Primer Fragmentgrol3e | Polymerase | Zuséatze X(°C) | Y (min)
[Bp]
1 AAGGGAGCAAGAGGGTGAGG GGACCTGCTGCTTGATGAGC 581 Taq 3 ul DMSO 55,5 1
2 ACCTCCTATCCCAAGCTCC AAACTTCTCTGGGACTAGCAC 448 Taqg - 56 1
3 TGTAGATGGAGAGACGATGG AGTACTTTGGCCAGGACTTC 626 Taqg - 56 1
4 GGTTCTGGTGTCCCAGATG AGTCACTTACAACCCACAGC 493 Taq - 56 1
5 ATTTGGCAGTGAACCAGATG CTTCAAGAGTGTTCATCCTCC 375 Ta - 56 1
6 CTGTGTGTCTACATAGCCTGC TACTGAGTCAAATCCACGATG 387 ag - 56 1
7 GAGAAGTGGCTGGATCTGG ACAGCAACTAATAGACCTGGC 464 Taq - 56 1
8 TGTCTGGTTATCTTGTCATCG TGAAGTAAGGAACTTTGGTGG 397 ag - 56 1
9 GATACAAGCAAGCTCCACTG GAGAAGATCAGCAGGGACTG 363 Taqg - 56 1
10 GTTTATATTTGGTGGTGAGGG CAGGGTGAAGTTTCTGATACG 342 Taq - 56 1
11 GGGAATTGTAGTCTCACCTTG CAGAACAGGCAGAGTAGTGG 551 an - 58,4 1
12 CTTATGTGCCTTTCCTGTTTC TCAGTCTGTAGACACTCCAGG 368 Taq - 53,2 1
Tabelle 44: Verwendete Primer und PCR-Bedingungerif die genomische Amplifikation desSREBP1-Gens
Exon F-Primer R-Primer Fragmentgrof3e | Polymerase | Zusatze X(°C) | Y (min)
[Bp]
1 AAATGAATGACTGGAGGGC ACACCGAGCTCAGAGACAC 593 Tag gl DMSO 53,2 1
2 TTCTGGAGGAGTAAACGGAG TGTAGAGAAGACCACCCTCTC 851 Ta - 56 1
2 AACAAGGGTTGTGCAAATAAG GACTGCTAGTAACAGGGCATC 683 aq - 56 1
3 CCAGGAGCACAGGAAGAAGC ACGACCAGTGGGACTGTTGC 653 Tag - 55,5 1
4+5 CTTCTGACAGCCATGAAGAC ACTAAATAAACGAGGCTGGC 557 aqg - 56 1
6 GGTTCAGGTAGAAGGAACAAG TCTTTCAGGACCAGAGGTAAC 447 aqg - 56 1
7 CAGCTCTAGTCCCTTGGTTAC GAAATGGGAGGTAGGATCTG 515 fla - 56 1
8 ACCCTAACAGATCCTACCTCC GGGACAGATTCATGGTGTG 772 Taqg - 58,4 1
9+10 TGCACACCATGAATCTGTC GAGGGTACTGGGCTGTCAC 835 da - 55,5 1
11+12 | GCTGCATTGAGAGTGAAGAC CCAGAGACAGCCAGAGATTC 489 Taq - 56 1
13 ACAATGGCATCTTCTCAAGTC CACAGAACAAAGGCTGAGTG 1065 Taq - 58,1 2
14-16 CCTTTGTTCTGTGCAGGAGG CTCTGGACAGAAGCCTTAGC 797 Taq 3 ul DMSO 50,5 1
17 GTGTGGTAGGATCCCTTTG CAGGTAACCATCAAGAAGATG 912 Ta - 55,5 1
18-19 TGACTGTCATTTGTGGGATAC AGTCTCTTGCACTGCCTTC 556 Taq 3 ul DMSO, 58 1
1,5 pl MgC}p
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Tabelle 45: Verwendete Primer und PCR-Bedingungeniif die genomische Amplifikation desSREBP2-Gens

Exon F-Primer R-Primer Fragmentgrol3e | Polymerase | Zuséatze X(°C) | Y (min)
[Bp]
1 TCACTATGCAAATCTGAGCTG GTCGGTCAATCCTGAGAAG 916 Taq 3 ul DMSO 55,5 1
2 TGGTCTTAGGAAAGTCATTGAG CCATTCCTGAAGACGACAG 651 ;] - 56 1
3 TCATTATGAGATACTCCATCCTC GCTTTGTGTACACTCTGGTTG 387 Taq - Touch |1
down56

4 TCATTTCTCATTCTTTCTTGG TCCCATACCTACTCAGCATATAG 349 Taq - 56 1
5 TTAACCCAGGAAGAGTCTCAG TTGTATTCACTTACCTTGAGCC 466 Taq - 56 1
6+7 CAGAGCCATGCTGTCATC CAGGCTAGGCCCTCTTAAC 596 Tag - 56 1
8 GAATTTAAACCTCATAACCATTTC GGTAGCCAAGCCAAGAAG 387 Bq - 56 1
9 GAGGTAGAAGACTCTTTCCTGTG CTCTCACCACAAGCATCTATC 385 Taq - 56 1
10 TGCACTAATTCCTCTGATAATTG TAAAGGGACTTCAGCTAGGG 487 Taq - 56 1
11 CCTGGTTCCTCTCTTACTTTG ATGAATGCCTGCCTACCC 400 Taq - 56 1
12 ATGAATGCCTGCCTACCC AAGATTAAGAGACAACCCGTG 398 Tag - 56 1
13 AAGGCATGGCTGTGTTTG AGGCTTGTTTCCCTCCAG 308 Taqg - 56 1
14 ATGGCCATTGGGTCTTAG GCTGGCATCTACACTCCTAAC 313 Taq - 56 1
15 CAAAGATGTTACCCATCTCC ATGCAGTCCTGACCCTTC 350 Tag - 53,2 1
16 ATTGGAGTCAACAGATGCAC GTCCTGGTTTCTCTGTCTTTC 414 ag - 56 1
17 AGCCTTGCTTTCTCACCTGC CTGAACACAGGGACACATGG 614 da - 56 1
18 GGAAGGGATGTCATGAGG TTTCATTCTCAGAGAGGCG 353 Tag - 56 1
19 GCGTTCAGTGAATGAGTCC ACAGCTAAGAAGACAAGGCTC 415 TR - 51,7 1
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Tabelle 46: Verwendete Primer und PCR-Bedingungeniif die genomische Amplifikation desABCA1-Gens

Exon F-Primer R-Primer FragmentgroRe | Polymerase | Zusatze X(°C) | Y (min)
[Bp]
1 GGGGCGGGGAGGAGGGAGA AGGCCAAGGAGGCTTCGGG 381 Taq - Touch |1
down56
2 AATAACTGATGGCTGTTTCCC ATTCCATCAATCCCTGTGTG 322 TR - 56 1
3 GAGAGTGGTGGGAGAGACTG GATCCAAAGCATGTGTGATG 351 Tag 56 1
4 AGACAGGTCTCTGGGATGTG TTCTGCAGACTCTATCACACAAG 410 Taq - 56 1
5 CATGGTGATGAATGGAGCTG GTTTCTTCACCAATGCCTCC 459 Taq 56 1
6 GCTCCCCTATCTCATTCCTG TCAAACTACCTCCCTCCCC 392 Taq 56 1
7 AGACCTGATGCATTGGACTG TATCACAAACTCCCAGCCAG 447 Taq 56 1
8 AGGAGTCGGTTTCTTGTTTG CTTTGAAAATTGATATTACATCCC 340 Taq - 56 1
9 TCTGGGACATGGCTTTTG AGGAAGAGCTCAGTCTGGTG 504 Taq - 56 1
10+11 | TTTACTTTTACAGAGGAGCCAAC GTGGTGCCCTGTGACTTTAG 907 Taq - 56 1
12 GGGACACTGTCATTTACCTCAG AGGCTTGAGGGATAGTTTTG 466 Taq - 56 1
13 CATTCTTGGTTGAAGGTTGG TTCACCAAAATCATGACACC 514 Ta 56 1
14 GGGCAATAAGAGTGAAACTCC TTGACAACTTACATCTGGCATC 463 Taq - 56 1
15 AGAGGGCCTGTCCTTCTG GGATGAAATTGCAGGAAATG 488 Tag 56 1
16 TTTTCTGCGTAGTTTTGGG TCTAGAGCTAAGGTTCATGTCC 554 ag - Touch |1
down56
17 TCTGCACCTTATGATTGATCC GCCTGTCCTTGGACTATCTG 472 af - 56 1
18 TCTTTCCCCACATCCATTC CATGTGATTTCTCTGCCCC 375 Taq Touch |1
down56
19 ATTTATAGCCTCCTGCCTGC CTCCTCATGTGCTCCTTCC 437 Tag 56 1
20 CTTTGTGTGGGTCTGGTAGG TACAGTCCAGCCTGGCTAC 448 Tag 56 1
21+22 | GTGGTTGCTCACTGTTGTTC ACACAGCATCTCCTCTCAGG 836 Taq - 56 1
23 TAGCCATACAGGGTGAAAGG ACAGAGCAGGGAGATGGTG 482 Taq 56 1
24 CAGACAGGGTCCTCTGAAGC CCAGCAGCAAACCTTGAG 359 Taq 56 1
25 GGAATGACCTAAACACCTGG CTTAAATGGCTCACTGGGG 494 Tag 56 1
26+27 | AAGTGTTATTAAGAAATGTGGCTT | TTCTCTTTGGACTCTGTAGG 623 Taqg - 56 1
28 TTCTGAGAAACTTCTAGCTTCAGAC | TACAGATAAATCTGGCTCCG 96 Taq - 56 1
29 TTGGTGCAGCACAGTCATAG ATTCAGGGTTAGTTCGCTGC 455 da 56 1
30 TGTTCATTTCTGTTTTAAGAGCC AAAACATAATAATAATTCAAAGGGC | 362 Tag - 56 1
31 TCCAAATGGTGAGGGAATAG AGCAAGACTCCGCCTCAG 463 Taq 56 1
32 GCAGTGTCTGGGACCTGTAG CTTCCAATAGACAGAATCAGGC 348 Taq - 56 1
33 CTAGCACAACCCTACAAGGC CACAGTGAGATGGCACCC 302 Tag 56 1
34 TTTAGCCCTCCTTTGAACAG CAAATCGCTAAATGCCAAAG 374 Ta 56 1
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35 TGAACAAGGTAGTGGCATTG TACACCGTACTGCCTCACTG 344 Ta - 56 1
36 CTGATCATAGTGTTTTGCCTTG TATCACTTCTGCCCAGAGCC 459 Taq - 56 1
37 CCTGAATAAAATGTGTCTGGTG AAAGTGATCACCTGCCTCTG 495 Taq - 56 1
38+39 | TGTGGCTTCATTAATTCAGAG AGACAGGACAAGGCAGTCAG 63 Taq - 56 1
40 TCTGGTTTGTCCCTAGAGAATC AGCTGTGTTGGCATGAGC 419 da - 56 1
41+42 | AAAAGTTTTCCCAAATCAGAC AAAATAAAATTGACAGAACCTTGG 848 Taq - 56 1
43 GCACATCAAATATGCCTATGG TGTATTGGATTCTCTGAAATCATTC 399 Taq - 56 1
44 TCTATACGATGTGTTAAAACCAAG TGATTTTATGTGCTTCTTTACCC 398 Taq - 56 1
45+46 | AGGCTGTGCTTTCAAGTAGC CAAGGTTGCTCTGCTGTCC 918 Taq - 56 1
47+48 | TGAGTTTCCTGCATCAATAAG AGAATTTGAATGCAGTTCGG 183 Taq - 56 2
49 AAACTTATTTCTGGGCCTGC GGAATAGTAGATCAGGAATTCAAGC | 95 Taq - 56 1
50 GGGACAGAGCAAGACCCC GCCCCTGTAATGGAATTTTG 554 Taq - 56 1
Tabelle 47: Verwendete Primer und PCR-Bedingungeriif die genomische Amplifikation desC2orf37-Gens
Exon F-Primer R-Primer FragmentgréRe | Polymerase | Zusatze X(°C) | Y (min)
[Bp]
1+2 GAAATTCGAAGGCAGCG CTATTTCACTAGGCACTAATGTAGG 800 Taq - 56 1
3 TGCCTTGGTATTTCACATCTC TGATTGCTTTAAAGATGCAAG 324 aq - 56 1
4 TCTAGTTGGGCATTTAATCTTTC TTTATTAATTGAGATCTGGTAATGG 399 Taq - 56 1
5 GAATATGTTCATGGAATGTGTG GGTTGCCGTGAATCCTATC 558 TR - 56 1
6 TTGCCCTTCCATTTAAGTAAC GGAGCATTTCCAATCAAATATC 357 Taq - 56 1
7+8 CAGTGGCTTACTGTTCACTCC GCCTTTGGTTCAATGAATAA 895 Taq - 56 1
9 TGCATGCAAAGAAAGGTTG AAAGTAATTCTTAGGAATGTGGG 326 Rq - 56 1
10 CCGTGTACCTTTGACCTACTG GTATGCCAGTCTCTGAGGAAG 353 Taq - 56 1
11 ATCAAGAGAACTACCTCAGTGTTA | TTTCTGCTACACTCAAAGGC 31 Taq - 56 1
12 CAGTTGAGGAAAGAATTGTGG GTTGAAATAGCATGCGCAAC 361 aq - 56 1
13 CCTATTATTCTTCCCATTCATTC TCATTGGCATAGGTGAGTCTG 9] Taq - 56 1
14 TGTATGTTTGAAGATCCCTAGC GGAGAATGTGCCATGCAG 337 Ta - 56 1
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Tabelle 48: Verwendete Primer und PCR-Bedingungenif die genomische Amplifikation desDLX1-Gens

Exon F-Primer R-Primer Fragmentgrol3e | Polymerase | Zuséatze X(°C) | Y (min)
[Bp]

1 TAAATTGGGTTCCTTCCTGTC TGATATTCGAAACCTCCACTG 570 Taq 2,5 ul DMSO 56 1

2 GAACGTTCTCTCCCTGGTG AGCGAGCAACAAATGAAGAC 399 Taq - 58 1

3 CTATCTCTGCTGTTCTGCGG CTGTTCCTTCTTCCCTCTGG 455 Taq - 56 1

Tabelle 49: Verwendete Primer und PCR-Bedingungeriif die genomische Amplifikation desDLX2-Gens

Exon F-Primer R-Primer Fragmentgrof3e | Polymerase | Zusatze X(°C) | Y (min)
(Bp]

1 TAATTACATTGGCTGCTGGAG CCAAACACGTTTACCCATCC 570 a2 2,5 ul DMSO 58 1

2 ACCCACCTCTTTGCTCAAG CATTGTCCTAAACCCGCC 367 Taq - 56 1

3 CCGTGATCCTCTTATCTCCC GTGAGCAGGGCCTGAGAC 694 Tag - 56 1

Tabelle 50: Verwendete Primer und PCR-Bedingungenif die genomische Amplifikation desFGF 1-Gens

Exon F-Primer R-Primer Fragmentgrol3e | Polymerase | Zuséatze X(°C) | Y (min)
[Bp]

2 GTGCCTTTGCTGGAAGAAC AACCTTGGAGAAGCAAGTACC 355 Taq 2 ul Q-Lésung| 58 1

3 TTTCCATGGCCAACTGTC GTTTGCCTCACTCCATGTAAC 272 Taq - 58 1

4 GAGGCATGGAGAGCTTTAG GCCAATGGTCAAGGGAAC 395 Taq - 58 1
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Tabelle 51: Verwendete Primer und PCR-Bedingungenif die genomische Amplifikation desGPR155-Gens

Exon F-Primer R-Primer Fragmentgrol3e | Polymerase | Zuséatze X(°C) | Y (min)
[Bp]
2 TGTTGATGGCCATACTGAATC CTTTCATATGTGCTTACCGGG 794 an 25ulDMSO | 55,5 1
3 TTTCCATGGATACCAATAAACAC ACTGTCAAACTGGGACATGAG 102 Taqg - 56 2
4 TAGACATACCTTCTGGGCAGG GCAGAAGGCAGGAGTTTG 439 Taq - Touch |1
down56
5 GAATGCTTTAGTGTGCCGTG CAGGCTTTAGCTTTCTTTATTTC 360 Taq - 56 1
6 ATTGGAAATTCTTTCCGAACC AACTGTAATTGACTGCATTTGG 338 Taq - 56 1
7 GAATATGGCTGGCTTAATTGG TAGAAGCTCAGGGCTATTAGG 286 aq - 56 1
8+9 CACACTACTATGAAATAAGCTTGG | TTCTCCAGCACAGGAAACAC a6 Taq - 56 1
10 TTCTCTCCAAGTAACTTACATTCC TTCAAGGAAGTTTCCCATAAAC 1085 Taq 2,5ulDMSO| 60 2
11 GCTACATGGGAAGTGTGTGTG CCCTATTAGCACTTCTTTGCTC 689 Taq - 56 1
12 ACTGATTCTTAGCTGAATGTG AAATTCAGGTGACCTAGCTACC 330 Taq - 56 1
13 TTGTACTATGCTGTGGATGGAG AGCTGGCAAACAAACTAAATC 306 Taq - 56 1
14 GGCCTACTTTGTGTGTTCCAC GTTCAAGCAATCTGCCCAC 354 da - 56 1
15 GGGTGATAAGGCAGGAAG GTCACAACCACCTCATTTAGC 307 Taq - 56 1
16 CTTGCTTGTCCTCTATCATGC AGGTTGCCTCTGTTAACTTGC 471 Taq - 58 1

Tabelle 52: Verwendete Primer und PCR-Bedingungeriif die genomische Amplifikation von miRNA-Bindungssellen in der 3'UTR desLDLR-Gens

Position F-Primer R-Primer Fragmentgréf3e | Polymerase | Zusatze X(°C) | Y (min)
[Bp]

754-1075 TGAGACACCCGGTTACCTTGG GGGAAGTGAATGGCTTGGAG 794 Taq - 56 1

1507-1850 | GGAGGATGGTTTGAGCTCAGG GGAGTGCAGTGGCTCGAAT 1072 Taq - 60 1

1825-2363 | ATGATCGAGCCACTGCACTCC TGCACACAGTCCAGTTCGLC 439 Taq - 58 1
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Tabelle 53: Verwendete Primer und PCR-Bedingungeniif die genomische Amplifikation desPYCR1-Gens

Exon F-Primer R-Primer FragmentgroRe | Polymerase | Zusatze X(°C) | Y (min)
[Bp]

1 GAACCTCCACCCCTCCAG CTCCCCATTCCCAGGAAG 512 Taq - 85 1

2 AGCCAAAGCTAGCCATGAAG CAGGTCCCAAGAGCAATCAG 596 Taq - 58 1

3+4 CAGCATTCTCTGTGCCATTC TTCTCCTCCTTCCCTTCTGG 830 aq - 58 1

5+6 GGTGGAAGAGGACCTGATTG ATCTGCTGAGTGCGTGAATG 752 ag - 58 1

7 TGGTGATGCTGAGCTGATTC TTCTCACACGGGAAGGAGAG 815 Taq - 58 1

Tabelle 54: Verwendete Primer und PCR-Bedingungenif die genomische Amplifikation von Mikrosatelliten-Markern des bekannten FH-Locus auf
Chromosom 5 (DLR, physikalische Position: 11,2 Mb)Physikalische Position, bzw. Lokalisation angegeh@ch UCSC Genome Browser on Human Feb.
2009. Alle F-Primer besitzen am 5 -Ende einen Hetxwi#nz. Hex-Sequenz = CATCGCTGATTCGCACAT.

Marker

Lokalistaion | F-Primer R-Primer Lange | Polymerase | Zusatze] X (°C) | Y (min)
[Mb] [Bp]
D19S535 10,2 ATTTCTGTGTGCCTGCCTG AAATTTTGTTGCTGGAGRGG 139 Taq - 58 1
D19S581 10,5 TCGAGACTACAGTGAGCTG ATTATGGGTGTCTTCCRG 250-280| Taq - 56 1
D19S906 11,7 AGATCGCACCACTGTACTCC TTCCCGCCTAGTAACBG 158-182| Taq - 56 1
D19S221 12,5 GCAAGACTCTGACTCAACAAAA CATAGAGATCAATGGATGAAA | 191-211| Taq - 56 1

Tabelle 55: Verwendete Primer und PCR-Bedingungenuf die genomische Amplifikation von Mikrosatelliten-Markern des bekannten FH-Locus auf

Chromosom 2 APOB, physikalische Position: 22,2 Mb)Physikalische Position, bzw. Lokalisation angegehach UCSC Genome Browser on Human Feb.
2009. Alle F-Primer besitzen am 5" -Ende einen Helw&nz. Hex-Sequenz = CATCGCTGATTCGCACAT.

Marker

Lokalistaion | F-Primer R-Primer Léange | Polymerase | Zusatze] X (°C) | Y (min)
[Mb] [Bp]
D2S5220 20,9 TATATGTCTCTTGGTTGGCA TAACTGGTTCTCAGAGQRG 157-177| Taq - 56 1
D252373 20,9 AAAGGGTAGCACTCTTCTGTCT GGGTCTTGTAGTAACGTCCA 223-237| Taq - 58 1
D252201 21,4 GTGGGCACTTGGCAGATAAC TACATCTCAGCCCCARGG 214-228| Taq - 58 1
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Tabelle 56: Verwendete Primer und PCR-Bedingungenuf die genomische Amplifikation von Mikrosatelliten-Markern des bekannten FH-Locus auf
Chromosom 1 PCSK9, physikalische Position: 55,5 Mb)Physikalische Position, bzw. Lokalisation angegetech UCSC Genome Browser on Human Feb.

2009. Alle F-Primer besitzen am 5" -Ende einen Helw&nz. Hex-Sequenz = CATCGCTGATTCGCACAT.

Marker Lokalistaion | F-Primer R-Primer Lange | Polymerase | Zusatze] X (°C) | Y (min)
[Mb] [Bp]
D1S417 55,0 CTTCCATGTTCAGTGACATTGGC| ATCCTCGTTAAGGGGSTGTGC 189-195 Taq 2,5ul | 58 1
DMSO
D1S2652 55,2 GCAGGTGTGATGCCAGG TACGGCTGATTGGGAGAAC 94-106 | Tag - 58 1
D1S200 55,7 GTACTGTAACTTGGGTAACTGAA| TGGCAGACCTGAACKECATA 154-178| Taq - 58 1
D1S2661 54,1 AATCCAAGTCTGACTCCATGA GCTAGTTCACTGTGTACATAG | 184-190| Taq - 56 1

Tabelle 57: Verwendete Primer und PCR-Bedingungenif die genomische Amplifikation von Mikrosatelliten-Markern eines putativen FH-Locus auf

Chromosom 9 ABCAL, physikalische Position: 107,5 Mb)Physikalische Position, bzw. Lokalisation angegebach UCSC Genome Browser on Human

Feb. 2009. Alle F-Primer besitzen am 5 -Ende elexr-Schwanz. Hex-Sequenz = CATCGCTGATTCGCACAT. fitragenischer Mikrosatelliten-Marker.

Marker Lokalistaion | F-Primer R-Primer Lange | Polymerase | Zusatze] X (°C) | Y (min)
[Mb] [Bp]

D9S53* 107,5 GCTGCATACTTTAAACTAGC GGAATATGTTTTTATTACTTG 116-134| Taq - 56 1

D9S306* 107,5 AGCTCATCCTGGCTTTAAAC GGTGGAATATGTTTTATTAGC 102-136| Taq - 56 1

D9S1866 107,8 CGGCCTGGTACTCAATGTAT GCCCTCACATCCATTATC 248-268| Taq - 54 1

D9S1784 108,0 TGACAACCCTATTGTAAACTGC TTAAGGGGACTAABAGAGACA | 174-198| Taq - 56 1
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Tabelle 58: Verwendete Primer und PCR-Bedingungenif die genomische Amplifikation von Mikrosatelliten-Markern des bekannten Woodhouse-
Sakati-Locus auf Chromosom 1 C2orf37, physikalische Position: 172,3 Mb)Physikalische Position, bzw. Lokalisation angegebach UCSC Genome
Browser on Human Feb. 2009. Alle F-Primer besitens -Ende einen Hex-Schwanz. Hex-Sequenz = CATCG&OM CGCACAT.

Marker Lokalistaion | F-Primer R-Primer Lange | Polymerase | Zusatze] X (°C) | Y (min)
[Mb] [Bp]
D2S378 1713 TTGTTGTTGTTGTTATTATTGCTA| AAAACCTGCCTGIGSCTC 266-270| Taq - 56 1
D252177 1715 CCCACAGCAACCCTATAAG GATTCCTAACCTCGTEG 101-133| Taq - 56 1
D2S333 172,3 AAGCACAGTAGTTCATTCAGTAT| TTGATTTAACCATTNACGATG 184-202| Taq - 58 1
D2S52302 172,5 ACTCCAGTCTCGGCCAC GATGCCTGTTTCTTAAARGC 170-212| Taq - 56 1
D2S2381 172,6 AGTTGCTCAGTAAATATCTCTTAT TCATTGTAAGTGAGGAATATC 219-231| Taq - 62 1
D252307 175,1 ACTGGCTTTATGGGTTGAG GGAAGTCCAGAATTTBGRATGT | 146-158| Taq - 56 1
D252188 175,3 GGAGTCAACCTAGTGCCTATT CATCCAGCCAGGATT 124-146| Taq - 56 1
D2S2257 175,8 AACCACTGTCCCTGTATGC CTTTGTGAGAGTATGRGTCAA | 161-183| Taq - 56 1
D252981 175,8 AAAATATGCAGGTAATGACTTGG| CAAGCAAAACTGERAGGTAGG 234-262| Taq - 56 1

Tabelle 59: Verwendete Primer und PCR-Bedingungenif die genomische Amplifikation von Mikrosatelliten-Markern eines putativen Locus flr ein
Woodhouse-Sakati-ahnliches Syndronauf Chromosom 2.Physikalische Position, bzw. Lokalisation angegebach UCSC Genome Browser on Human
Feb. 2009. Alle F-Primer besitzen am 5 -Ende eex-Schwanz. Hex-Sequenz = CATCGCTGATTCGCACAT.

Marker Lokalistaion | F-Primer R-Primer Lange | Polymerase | Zusatze] X (°C) | Y (min)
[Mb] [Bp]
D252374 35,5 TCCTATGATAATTGTTAAGGTTTG AGAATGGCACCCIA 235-293| Taq - 58 1
D2S52259 42,8 CAGCCTGTTTGGGGACAC GCAGAGCCATCGCCTTC 27247 | Taq - 58 1
D2S123 51,2 AAACAGGATGCCTGCCTTTA GGACTTTCCACCTATGG® 197-227| Taq 2,5ul | 56 1
DMSO

D252153 54,7 CCTCAGGGACTTGGTTTAACAG CCTTTGGGAAATGGRATTG 146-170| Taq - 58 1
D2S378 57,3 TGTGGGCTGGTCAGATATTC CGCTAGGATCACTATGTTGC 202-217| Taq - 56 1
D252206 62,3 CTGGGTGACAGAGCAAGAC ATTAGCAAACAAAAAGACTTTGG | 191-225| Taq - 60 1
D25285 67,4 TGTAGAAATCACAGGGCAGG CACCACTGCACATGGCHY 189-211| Taq - 56 1
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Tabelle 60: Verwendete Primer und PCR-Bedingungenifr die genomische Amplifikation von Mikrosatelliten-Markern eines putativen Locus fir ein
Woodhouse-Sakati-dhnliches Syndrom auf Chromosom Bhysikalische Position, bzw. Lokalisation angegebach UCSC Genome Browser on Human
Feb. 2009. Alle F-Primer besitzen am 5 -Ende eex-Schwanz. Hex-Sequenz = CATCGCTGATTCGCACAT.

Marker Lokalistaion | F-Primer R-Primer Lange | Polymerase | Zusatze] X (°C) | Y (min)
[Mb] [Bp]

D5S658 140,3 TTTGAAGGGCACTACGAAGATCO ATTCTCTATTGGABCAAGCCAA | 264-285| Taq - 56 1
D551979 1411 ATTATTTCCAGCCCAGGTG CCTCACTCTCAAGGGTC 157-179| Taq - 58 1
D552859 143,3 CCACTTCTCCAAAATGATCG GTTTAGACTTTGGT@ATCC 232-258| Taq - 58 1
D5S643 144,9 TGGGCGACAGAGCCATC TGTGGTGTGCCATTTATTGA 134-168| Taq - 54 1
D55413 148,3 AGTCACCTTCTCTGTCTCCA AGGCCTCATTCAAAATGT 264-278| Taq - 56 1
D5S51051 149,5 TTGGCTAATGGGAGGCAACA GCTACCTAAAGAACAERGTCATG | 171-185| Taq - 56 1
D55470 150,0 GCAATCCACAAACGTCAAAA CTTGCCAGACTCCAGACAGC 236-254 Taq - 64 1

Tabelle 61: Verwendete Primer und PCR-Bedingungenif die genomische Amplifikation von Mikrosatelliten-Markern eines putativen Locus fir ein
Woodhouse-Sakati-ahnliches Syndronauf Chromosom 6.Physikalische Position, bzw. Lokalisation angegebach UCSC Genome Browser on Human
Feb. 2009. Alle F-Primer besitzen am 5 -Ende eex-Schwanz. Hex-Sequenz = CATCGCTGATTCGCACAT.

Marker Lokalistaion | F-Primer R-Primer Lange | Polymerase | Zusatze] X (°C) | Y (min)
[Mb] [Bp]

D6S1639 125,1 TCTCAAGGAAGTCTGCCCC AGAAACATTTAGACCAIGCAGT | 157-194| Taq - 56 1

D6S408 125,1 GCAGAAGCAGACTGAGG TTACTGGATGTCATCTCTGT 177-181| Taq - 58 1
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Tabelle 62: Verwendete Primer und PCR-Bedingungenifr die genomische Amplifikation von Mikrosatelliten-Markern eines putativen Locus fir ein
Woodhouse-Sakati-dhnliches Syndrom auf Chromosom 1Physikalische Position, bzw. Lokalisation angegebach UCSC Genome Browser on Human
Feb. 2009. Alle F-Primer besitzen am 5 -Ende eex-Schwanz. Hex-Sequenz = CATCGCTGATTCGCACAT.

Marker Lokalistaion F-Primer

R-Primer Lange | Polymerase | Zusatze] X (°C) | Y (min)
[Mb] [Bp]
D11S4174 | 4572 GATTAAATGCCCACTATGTAGC GATAGCTTTCCCAT GGTT 277-295| Taq - 56 1
D11S4165 | 50,0 GATCAAAACTACATTTGCTTGAG| GGCTTGTCAGACIKCTAGG 194-224| Taq 2,5ul | 58 1
DMSO
D11S2005 | 55,9 GACTGAGTGTGGGTGTGTGA CAATGAGCATTCACSLCAT 312-333| Taq - 58 1
D11S1777 | 57,2 TGAGCCAAGATTGCACCATCAC GAGTTCCACGAATTZAACAATT | 167-173| Taq - 60 1
D11S4191 | 59,7 GCAAGATGGCCAATTAGAAG TTTTGGTTGGAATGTATTGTTTA | 111-135| Taq - 60 1

Tabelle 63: Verwendete Primer und PCR-Bedingungenifr die genomische Amplifikation von Mikrosatelliten-Markern eines putativen Locus fir ein

Woodhouse-Sakati-ahnliches Syndronauf Chromosom 10.Physikalische Position, bzw. Lokalisation angegebach UCSC Genome Browser on Human

Feb. 2009. Alle F-Primer besitzen am 5 -Ende eex-Schwanz. Hex-Sequenz = CATCGCTGATTCGCACAT.

Marker Lokalistaion | F-Primer R-Primer Lange | Polymerase | Zusatze] X (°C) | Y (min)
[Mb] [Bp]

D10S566 107,9 CTGAGGTAGGGGGATGGCTT CTGTGAAAAATCACATTGCTA | 200-212| Taq - 60 1

D10S1663 | 108,7 TATCAAGCAATTTACAATCTGTG| AGCCATACCATATCAAACTG 205-229| Taq - 62 1

D10S1741 | 109,1 GAGTAGTGTCATGGCTCCCT AGATGTTCAGTTCOGGCT 210-254| Taq 2,5ul | 58 1

DMSO

D10S1795 | 109,2 GTCCCACAGGGCTCTATTG GGCATTACTCTAGGGEGGATTC | 206-220| Taq - 58 1

D10S1750 | 110,1 TTTTACAGGCCAAAAGTG CGGCTTAACTTAATCAIICC 250-272| Taq - 58 1

D10S1246 | 110,9 CTACGGACTCATTGAAGACTAGG AGCGTTTTCTAGCTCTGACG 213-245 Taq - 56 1

D10S597 111,2 GAATGAAGACATCCAGAGG GCAAGTATCAGAAACCEA 206-222 | Taq - 58 1
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Anhang

Tabelle 64: Verwendete Primer und PCR-Bedingungenif die genomische Amplifikation von Mikrosatelliten-Markern eines putativen Locus fir ein
Woodhouse-Sakati-dhnliches Syndrom auf Chromosom 1&hysikalische Position, bzw. Lokalisation angegebach UCSC Genome Browser on Human
Feb. 2009. Alle F-Primer besitzen am 5 -Ende eex-Schwanz. Hex-Sequenz = CATCGCTGATTCGCACAT.

Marker Lokalistaion | F-Primer R-Primer Lange | Polymerase | Zusatze] X (°C) | Y (min)
[Mb] [Bp]

D18S1136 | 38,3 CCAAGTTAGTGGGTCTTGTTC CTTTTTGGTCTTAGSBAATTGTC | 239-255| Taq 25ul | 56 1
DMSO

D18S1145 | 40,4 GGAACTAATGGCTACTGACGCCT CTGGCTGCAAABAGAGACTT 221-247| Taq 58 1

D18S1159 | 42,8 GCATTCTAACTCCAGGGCAT CTCACTGTCGGTAACGTA 206-218| Taq 25ul | 56 1
DMSO

D18S472 46,2 GCCCAGCCAACTTTTAAATA GCCCAGCCAACTTTTAATA 149-163| Taq - 56 1

D18S487 49,9 ACAATCAGAAACCCGCCA CTGACTTAGGTAGATTTTCTCG 115-127| Taq - 56 1
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Tabelle 65: Verwendete Primer und PCR-Bedingungeniif die Amplifikation der zu klonierenden Produkte. Die amplifizierten zu klonierenden Produkte
wurden fur die Herstellung der Konstrukte bendfigtder ersten Spalte der Tabelle sind die entbereden Nummern der Konstrukte angegebéa.

Erkennungssequenzen fir die Restriktionsenzymedsinth Kleinbuchstaben gekennzeichnet. » = Schliiés Die Sequenzen fir den FLAG- und HE&\¢
werden durch kursive Kleinbuchstaben hervorgehoben.

Nr. F-Primer R-Primer Fragment- | Polymerase | Zusatze| X Y
grolRe [Bp] (°C) (min)

1 gcggccgatgcagcectgaactcgetccagaggatccggadgat t\ctagdtacttatcgtegtcatecttgtaaGCTGGAAGTG | 3515 Pfu - 56 8
ACGAGCCACCCTTCAGCGAG ACAGTGGTCCC

3 gcggccgatgcagcectgaactcgetccagaggatccggadgat t\ctagdtacttatcgtegtcatecttgtaaGGAGGCGGCA | 3458 Pfu - 56 8
AGACCCTCACGGAGCTGGGC ATGGCAGTGCC

4 ATGGACGACAGCGGCGAGCTGGGTGGTCTG| tActagatacttatcgtcgtcatecttgtaaGGAGGCGGCA | 3456 Pfu - 56 8
GAGACCATGGAGACCCTCACGGAGCTGGGC | ATGGCAGTGCC

5 gcggccgatgcagcectgaactcgcetccagaggatccggadgat t\ctagatacttatcgtcgtcatccttgtaa@GGAGGCGGCA | 3497 Pfu - 56 8
ACGACAGCGGCGAGCTGGGT ATGGCAGTGCC

8 at*cgatGACGACAGCGGCGAGCTGGGT t"ctagecttatcgtcgtcatecttgtaa@GAGGCGGCA | 3459 Pfu - 56 8
ATGGCAGTGCC

9 at*cgatGACGACAGCGGCGAGCTGGGT t"ctagecttatcgtcgtcatecttgtaa@GAGGCGGCA | 3459 Pfu - 56 8
ATGGCAGTGCC

10 at"cgatGACGACAGCGGCGAGCTGGGT t*ctafgecttatcgtegtcatectigtaa@GAGGCGGCA | 3459 Pfu - 56 8
ATGGCAGTGCC

11 g™cgacTCCTTCTCTTTGTCTACGGTGAG gc"ggccgcCTAGCTRESTGACAGTGGT 1772 Pfu - 56 4

12 g™cgacTCCTTCTCTTTGTCTACGGTGAG gc"ggccgcCTAGCTRESTGACAGTGGT 1772 Pfu - 56 4

13 g™cgacTCCTGCTGGTTCATGGGGAGCCA gcggecgcTCAGGAGEGCAATGGCAGT 1775 Pfu - 56 4

14 g™cgacTCCTGCTGGTTCATGGGGAGCCA gcggecgcTCAGGAGEGCAATGGCAGT 1775 Pfu - 56 4

15 g™cgacTCCTGCTGGTTCATGGGGAGCCA gcggecgcTCAGGAGEGCAATGGCAGT 1775 Pfu - 56 4

16 c"tcgagTACTCAGCCAAAGGCGGGATC a”agcttGCAGCCTCTGREGCAGTGT 704 Pfu - 56 2

17 ccgagTACTCAGCCAAAGGCGGGATC a”agcttGCAGCCTCTGREGCAGTGT 704 Pfu - 56 2
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Tabelle 66: Verwendete Vektorprimer fur die KoloniePCR und Sequenzierung der Konstrukte

Vektor F-Primer R-Primer

pCR2.1-TOPO M13R M13F
CAGGAAACAGCTATGAC GTAAAACGACGGCCAG

pcDNA3.1 / V5-His-TOPO TPpromoter BGH reverse
TAATACGACTCACTATAGGG TAGAAGGCACACGAGG

pTK-HSV F R
AGCCATGCAGCCTGAACTCGC -

pGL4.10Juc?)] RVprimer3 pGL4.10_ R
TAGCAAAATAGGCTGTCCC TTACCAACAGTACCGGATTGC

Tabelle 67: Verwendete inSREBPL1 lokalisierte Primer fUr die Kolonie-PCR und Sequenzierung der Konstrukte. F (vorwarts) und R (rickwarts) in der

Bezeichnung geben die Richtung der Primer an.

Bezeichnung

Sequenz

SREBP1_Seq F1

GGAGGCTTCTCTACAGGAAGC

SREBP1_Seq F2

ATCTGGTGGTGGGCACTGAGG

SREBP1_Seq F3

TCAATGGGCTGTTGGTGCTCG

SREBP1_Seq F4

GAGATCTATGTGGCGGCTGC

SREBP1_Seq F5

GTGACCTGCTTCTTGTGGTGC

SREBP1_Seq R

CTGTCTTGGTTGTTGATAAGC

Tabelle 68: Verwendete inrSREBP2 lokalisierte Primer fir die Kolonie-PCR und Sequerzierung der Konstrukte. F (vorwarts) und R (riickwarts) in der

Bezeichnung geben die Richtung der Primer an.

Bezeichnung

Sequenz

SREBP2_Seq F1

TCACCATTCAGCAGCAGGTGC

SREBP2_Seq F2

AGAACATGGTGCTGAAGCTGG

SREBP2_Seq F3

GCAACCTACAAACCTGCCTGG

SREBP2_Seq F4

GAACCCAGCTGACCCCATTGC

SREBP2_Seq F5

TGACCTGCTACTGTCGCTACG

SREBP2_Seq R

CTGACAAATTGCAGCATCTCG

SREBP2_Seq R1

CGCAGCAACTGTCTGCACCG
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Tabelle 69: Verwendete Primer fir dieMegaprime-PCR zur zielgerichteten MutageneseAlle Produkte wurden mit der Pfu DNA Polymerase3g8C
amplifiziert. Die Extensionszeit betrug bei alle@Rs 2 min. Die ausgetauschte Base in den mutadeniraern ist hervorgehoben.

Mutation Primer Sequenz
SREBPla c.G2435A, p.R812Q5 -Primer des 5’-Fragmentes GCAAGCAGGCTGACCTGGACC
3’-Primer des 3’-Fragmentes GGAGCTGGTGTGTCCGTGTGG

mutagener 3’-Primer des 5’-Fragmentess GGGCTGGGTCAMIATTCAGTGCTITGCTCTAAGAGATGTTCCCGGAATAG

mutagener 5" -Primer des 3'-Fragmentes CTATTCCGGGARCTCTTAGAGCAAGCACTGAACTGTGTGACCCAGCCC

SREBP2 ¢.G1934A, p.R645Q| 5'-Primer des 5 -Fragmentes AGGTGGACCTGAAGATCGAGG

3’-Primer des 3’-Fragmentes CCACCGACAGATGATGTCTGG

mutagener 3’-Primer des 5’-Fragmentess TGCCTCAGTCAEB®IGTGGCCCGTGGCACTGGAAGACTTTCTTGAGCAG

mutagener 5" -Primer des 3'-Fragmentes CTGCTCAAGAARGBGTCCAGTGCAGCGGGCCACGCCAGCCACTGAGGCA

SREBP2 ¢.G2554A, p.G852R| 5'-Primer des 5’-Fragmentes GAAGACGAAGCTAAGACCAGC

3’-Primer des 3’-Fragmentes CAGGAACACCTTGCGGTATGC

mutagener 3'-Primer des 5 -Fragmentes CTGGAGAGTGGGGTCATAACCCICACAGAGTCCACAAAAGAATGAAG

mutagener 5’-Primer des 3’-Fragmentes CTTCATTCTTTGGACTCTGTGAGGGTTATGAGCCCCCCACTCTCCAG
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