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1. Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

Die Atherosklerose wird nicht nur durch die bereitkamnten Risikofaktoren
beeinflusst, sondern auch durch genetische Faktorem.Kdnnten einige direkt zur
Atherosklerose fuhrende Mutationen beschrieben werden.allerdings hoéchstens
funf Prozent aller KHK-Falle erklaren konnen. Degdeein werden die Wirkung von
Suszeptibilitaitsgenen und die Auswirkung epigenetis€heA-Modifikationen, die
das Erkrankungsrisiko erhéhen koénnen, diskutiert. EF@mm epigenetischer
Modifikation ist die DNA-Methylierung, bei der zwiseh einer globalen DNA-
Methylierung und einer genspezifischen DNA-Methylreguunterschieden werden
kann. In dieser Arbeit werden in einer Fall-Konti8tudie die Methylierungsgrade in
der Promotorregion des p8&Gens und in den long interspersed nucleotide elements
1 (LINE-1) ermittelt. LINE-1 gilt als Marker fiir di&esamtmethylierung. Fir p86
konnte ein Einfluss auf die Vermittlung von oxidativ&tness, die Langlebigkeit eines
Organismus und die Entstehung atherosklerotischer Lasioagmgewiesen werden.
Es ist also ein Genabschnitt, der in der Pathogenesétterosklerose eine Rolle
spielen konnte.

Die Untersuchung wird an 40 Patienten mit klinisch rester Koronarer
Herzerkrankung und 40 gesunden Kontrollen durchgefiNech Durchfihrung der
Bisulfit-Modifikation erfolgt eine Amplifikation deDNA durch PCR und nested-
PCR. Zur Quantifizierung wird die Methode der Pympsmzierung eingesetzt. Neben
der Methylierung werden weitere, als Atherosklerodesfaktoren bekannte
Laborwerte untersucht und auf Zusammenhange mit den eggemen
Methylierungswerten Gberpriift. Da eine Promotormég¢hyhg von p68™
nachweislich zu einer Stilllegung der Genaktivitdhrt, wird im Vergleich mit der
Kontrollgruppe fiir die KHK-Patienten eine geringprezentuale Methylierung in der
Promotorregion von p66° erwartet.

Nach Auswertung der Ergebnisse konnten diese Befurate bestatigt werden. Es
zeigten sich allerdings Zusammenhange zwischen hohen HKetemwsverten und
einer verminderten Konzentration von HDL-Cholesterul3erdem stehen HDL-
Cholesterin und die Promotormethylierung von 566 und damit dessen

Inaktivierung, in signifikantem Zusammenhang. Sicher&ldgungen fir diese



Korrelationen kdnnen zu diesem Zeitpunkt nicht gegeterden. Die Erforschung der
grundlegenden Pathophysiologie der Atheroskleroseagerhin notwendig. Auf dem
Gebiet der Epigenetik erscheint eine weitere Forsgstatigkeit, die heute erst am

Anfang steht, besonders aussichtsreich.

1.2 Summary

Atherosclerosis is not only influenced by the well knowgk factors, but although by
genetic factors. There are a few mutations leadingctyr to atherosclerosis. These
mutations cause about 5 percent of all coronary lksetaise (CHD) as the cardiac
manifestation of atherosclerosis. Beyond this, the &ffet susceptibility genes and
epigenetic modifications have been discussed as factbrshwshould cause an
increasing morbidity. One possible epigenetic modificais the DNA methylation,
which must be separated in genspecific and global nagibgl In this examination,
the promoter methylation of p8& and the methylation of the long interspersed
nucleotide elements 1 (LINE-1) are analysed in a castral-study. LINE-1-
methylation could be used as a surrogate marker émtiole genome methylation
status. For the p6B° gene effects in the mediation of oxidative stress,duvitg and
the development of atherosclerotic lesions are destrifidne p66™ may be
interesting in the understanding of atherosclerosisitanohthomechanism. The study
includes 40 patients with clinically verified CHD a healthy controls. After
bisulfit modification the DNA is amplified by PCR. Addinally nested PCR is
performed to improve the quality of the analysis. Thgrosequencing is used for the
guantification of methylated DNA. The results are estadidan comparison with the
value of some of the atherosclerotic risk factors, Hf2L cholesterol, homocysteine
or CRP. The p68°promoter is expected to be lower methylated in CtdBepts than
in the control group. After analysis this suppositionldanot be confirmed. However,
a relationship between homocysteine and lower serunslef/&lDL cholesterol could
be noticed. Beside this, HDL cholesterol and the Sff6promoter methylation,
therefore its inactivation, are correlated. This resould not be explained at this
point. Continued investigations at these relations apfe be necessary. Especially

the field of epigenetics seems to be promising for futesearch.



2. Einleitung und eigene Fragestellung

2.1 Atherosklerose und ihre Risikofaktoren

Atherosklerotische Krankheiten und ihre thrombotiscKemplikationen sind die fihrende
Ursache fur Mortalitat und Morbiditat in der westikchWelt. In den Vereinigten Staaten von
Amerika sind kardiovaskulare Erkrankungen flr 41,4%r & odesfalle verantwortlich und
damit die haufigste Todesursache (112). Laut dem Ssahsth Bundesamt starben im Jahr
2005 in Deutschland tber 250.000 Menschen an emrenkren Herzkrankheit (KHK) oder
den Folgen eines Myokardinfarktes (101).

Die Atherosklerose ist ein pathogenetisch spezifischexd3s, der tber Jahrzehnte ablauft
und lokalisiert an grof3en und mittelgroRen artemelBefalRen im gesamten Korper auftritt.
Im fortgeschrittenen Stadium fuhrt sie zu Organischaoder Infarkt im entsprechenden
Versorgungsbereich des arteriellen Stromgebietes (83).

Die klinisch bedeutsamen pathogenetischen PrinzipieddseAtherosklerose sind die durch
fibrose Plagque ausgelOste Stenosierung des Gefalesnenduech Ruptur einer instabilen
Plaque ausgeloste Thrombosierung des betroffenen Getilbates. Meist geht dies mit
einem Infarkt im betreffenden Versorgungsgebiet einernach betroffener Region kann
sich eine Atherosklerose Kklinisch als koronare Herzkraitk periphere arterielle
Verschlusskrankheit, zerebrale Durchblutungsstorung etszerale Durchblutungsstorung
manifestieren. Ausgangspunkt fur atherosklerotischeobasi ist, nach der ,response to
injury“-Theorie (90), eine lokale Funktionsstorung dendothels in Form einer endothelialen
Dysfunktion, die mit Verdnderung der Adh&sions- undnfeabilitdtseigenschaften des
Endothels fur Plasmabestandteile, sowie einer lokaleduRtion von Zytokinen, vasoaktiven
Substanzen und Wachstumsfaktoren einhergeht. AufRerdeth \#@randerungen der
Leukozyten- und Thrombozytenfunktion wichtig.

Bei persitierender endothelialer Dysfunktion fuhrt dertgesetzte Entzindungsprozess zu
einer Proliferation im subintimalen Raum des Gefal3escciDulie Wachstumsfaktoren
angeregt, wandern glatte Muskelzellen aus der Medikel Intima ein. Makrophagen nehmen
modifizierte Lipoproteine (z.B. oxidierte LDL) tUib&cavenger-Rezeptoren auf. Im Gegensatz
zur Aufnahme normaler LDL tber den LDL-Rezeptor bedbeihder Aufnahme modifizierter
LDL uber Scavenger-Rezeptoren keine negative Ripikng. Die Makrophagen wandeln
sich daraufhin in Schaumzellen um, da der Uberschussalesterin als Cholesterinester in

cytosolischen Fetttropfchen gespeichert wird. Es resultine makroskopisch sichtbare



weille Fettablagerung. Leukozyten und Thrombozytgerfa sich durch die veranderten
Adhéasionseigenschaften an der Endotheloberflache @& ttymphozyten werden aktiviert.
Diese friihen atherosklerotischen L&sionen sind zum €aglits bei Kindern nachweisbar und
fuhren in der Regel nicht zu einer relevanten Stesmong des Gefalies.

Die Entstehung von Intermediarlasionen erfolgt durchkiteve Zelleinwanderung mit
Proliferation glatter Muskelzellen. Es kommt zur Ausbild einer fibrésen Matrix im
Inneren der L&sion, die aus Proteoglykanen und Kefdgesteht. Spatlasionen bilden sich
erst in Laufe von Jahren bis Jahrzehnten. Kennzeidmeser komplizierten Plaques, die
durch Fortschreiten der Stenosierung unter Einfluss Waichstumsfaktoren (u. a. platelet-
derived growth factor) entsteht, ist eine fibrose p@apDiese durch eingewanderte glatte
Muskelzellen vom synthetischen Typ gebildete Kappehtdic das Innere der L&sion
gegenuber dem GefalRlumen ab. Sie bedeckt die sickangeelte Mixtur aus Makrophagen,
Leukozyten, Lipiden und Zelldebris, die einen nekaten Kern bilden. Die fortbestehende
Endotheldysfunktion geht dartiber hinaus mit einer gesttRegulation der Vasomotorik im
betroffenen GefalRabschnitt einher. Die Stickstoffrxahwermittelte endothelabhangige
Vasodilatation, zum Beispiel nach einem Ischamiereiz umstureichend oder fehlt ganz.
Stattdessen Uberwiegen vasokonstriktorisch wirkende ditwén wie Endothelin,
Thromboxan oder Angiotensin Il. Bei Verlust der fibnds@ppe im Sinne einer Ruptur oder
Ulzeration wird der thrombogene Inhalt der Plaqueigilegt und fuhrt akut zur
Thrombosierung des Gefal3es. Fur die mit der Zeit zunedenkrstabilitdt der Kappe sind
anscheinend Proteasen und andere proteolytische Enayseaktivierten Makrophagen
verantwortlich.

Fir die koronare Herzkrankheit werden abh&ngig den Anzahl der verengten grof3en
Koronararterien (RCA: right coronary artery, LADEftl anterior descending, RCX: Ramus
circumflexus) zwischen Ein-, Zwei- oder DreigefalRenkiangen unterschieden.

Die Ursachen fir die Entstehung einer KHK sind viéifaund umfassen in den seltensten
Fallen nur einen auslosenden Faktor. Bei der Prarenwird die Vermeidung oder

Verminderung von Risikofaktoren empfohlen.

Es sind folgende Risikofaktoren fur die EntstehungreitiéK bekannt (4, 17, 23, 26, 83, 86):

- Arterieller Hypertonus
- Nikotinkonsum (zwei- bis finffach erhohtes Risiko fir uRlaer gegeniber
Nichtrauchern, ca. 20% aller KHK-Todesfélle sind mhalativem Zigarettenrauchen

assoziert)



- Diabetes mellitus (ca. 60% aller Todesfélle bei Diedenellitus werden durch eine
KHK verursacht, bei Nicht-Diabetikern 20%)

- Adipositas

- korperliche Inaktivitat

- Alter

- mannliches Geschlecht

- Hypercholesterindmie (erhthtes LDL- und Gesamtcholesteri

- niedriges HDL-Cholesterin (erh6htes HDL-Cholesterirkivkardioprotektiv)

- Lipoprotein (a) (ein erhéhter Lipoprotein (a)-Serumgpl (>300 mg/l) ist ein
unabhangiger Risikofaktor fur eine KHK)

- Hyperfibrinogenamie

- Hyperhomocysteindmie

- psychosoziale Faktoren (Verarbeitung von beruflichemd privatem Stress,
ehrgeiziges, kompetitives und konfliktbereites Vedmalt und niedriger sozialer
Status)

- genetische Disposition (siehe 2.1.2)

2.2 Genetik der Koronaren Herzerkrankung

Wie gezeigt, verfugt die koronare Herzerkrankungeribine komplexe, multifaktorielle
Atiologie, die auch erbliche Faktoren umfasst. In meueZeit wird bereits nach
Lokalisationen fur entsprechende Gene gesucht (30).

Die familiare Haufung der KHK wurde durch etlicheudien belegt. So zeigen die
Framingham Heart Study (22) und die deutsche PROCAMI&(3) vergleichbare Resultate.
Bei einem in frithem Lebensalter von einem Myokardirtfagkroffenen Elternteil zeigte sich
eine Risikoerhdhung um den Faktor 1,5-2,0. Auch Hvgsstudien konnten diese Zahlen
bestétigen. Der Einfluss der Genetik bei der Entwingleiner KHK wird im Allgemeinen
auf 40-60% geschétzt (67).

Bei komplexen Erkrankungen wie der KHK werden Gatie, unmittelbar zur Erkrankung
fuhren von Suszeptibilititsgenen unterschieden, weldie Entwicklung der Erkrankung
verstarken oder vermindern. Die Grenze dieser Eimgilyilt als flieRend und abhéngig von

der Mutation kann das gleiche Gen auch beiden Gruppgeordnet werden.



Unmittelbar zur KHK fihrende Gene dirften weniges &P%6 der gesamten KHK-Falle
erklaren. Beispielsweise kann hier die familidare Hgpetesterindmie als Form eines LDL-
Rezeptordefektes genannt werden. Die weitaus groRane der KHK-Félle ist allerdings
nicht auf eine monogene Erkrankung zurlckzufihrendesom unterliegt einer komplexen
Pathogenese. Diese umfasst neben genetischen Faktorén Lalensfihrung und
Umwelteinflisse.

Als Beispiel eines genetischen Einflusses kann hier dasippootein E (Apo E) dienen,
dessen wichtige Rolle in der Pathogenese der KHK ainfe seentrale Bedeutung im
Lipidstoffwechsel zurlckzufihren ist. So dienen Knock-Mause fiur Apo E als
Atherosklerosemodell. Unter anderem hemmt ApolipoproteinE die
Thrombozytenaggregation und die Proliferation undyislion glatter Muskelzellen. Dabei
besitzen unterschiedliche ApoE-Genotypen auch vesdehe Wirkungen auf das
Serumcholesterin. Wahrend Apo E4 mit einem erhdhtereStesinspiegel einhergeht, fihrt
Apo E2 zu einer Cholesterinspiegelsenkung (98).

Ein weiteres Beispiel eines genetischen PolymorphismusjageRisiko fur die Entstehung
einer Koronaren Herzerkrankung beeinflusst ist derléatldaustausch & T an Position
677 des Gens fiur die Methylentetrahydrofolatreduk{®dEHFR). Bei den drei mdglichen
Genotypen CC, CT und TT konnte fir den Genotypen d&ifie Steigerung der
Homocysteinwerte und eine, evtl. damit begrindbaredliirhg des KHK-Risikos
nachgewiesen werden (54).

Genetische Faktoren tragen somit zumindest teilweise izeme erhéhten Risiko fur
atherosklerotische Lasionen bei. Die Suche nach Suisiigfisgenen ist in der Regel auf die
Durchfihrung von Fall-Kontroll-Studien mit klinischn aKHK erkrankten Patienten und
gesunden Kontrollen begrenzt. Bei den meisten unteiesudBenvarianten handelt es sich
entweder um Punktmutationen (SNP: single nucleotidgmpmphism) oder um Bereiche, in
denen kurze Sequenzabschnitte mehrfach wiederhodlewefVNTR: variable number of
tandem repeats). Hier soll eine Korrelation zwischen naegssbbekannten und genetischen
Markern ermittelt werden, die dann eine Risikoabsalig ahnlich dem PROCAM-
Algorithmus ermdglichen soll.

Bereits in der Erprobung befindliche genetische Sunggests in Form von Genchips sind
der Versuch personliche Risikofaktoren in der Bevilkgrzu ermitteln. Zwar kdnnen zum
jetzigen Zeitpunkt etliche genetische Einflisse eiReikoerhtéhung in einer Population
zugeordnet werden, fur die Risikoberechnung flredime Personen fehlen aber noch weitere

Daten. So ist der Uberblick iber weitere Einflussfadt nicht nur bei proatherosklerotisch
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wirkenden Faktoren noch nicht geben, sondern auchvaganten, die eine verminderte
Atherosklerose bedingen (72). Umso wichtiger wird dieginist vollstandige Ermittlung
von involvierten Faktoren.

Neben ApoE und MTHFR sind bereits tber 100 weiteraediGatengene aus den Bereichen
Renin-Angiotensin-System, Gerinnungskaskade und Entngsdwediatoren in  die
Untersuchungen einbezogen worden. Bei den Untersgehudieser Suszeptibilitatsgene ist
es allerdings zu widersprichlichen Ergebnissen gekommanelign wird der Epigenetik,
also Veranderungen auf Ebene der Genexpression, ahige Rolle bei der Entstehung der

Atherosklerose zugeschrieben.

2.3 DNA-Methylierung und Atherosklerose

Epigenetik bedeutet die Anderung der Genexpressiome dass es zu einer Veranderung in
der Basensequenz der DNA kommt. Der Einfluss auf dieegmession erfolgt Uber
Modifikationen an der DNA oder in der Abfolge deraiskription und Translation. Neben
Veranderungen der Genfunktion sind also auch Andemdgr Genaktivitat wirksam (27).

Ein epigenetischer Faktor, dem ein Einfluss auf diee®pression nachgewiesen werden
konnte, ist die DNA-Methylierung (27).

DNA-Methylierung bedeutet die postmitotische Anlaggrion Methylgruppen an die 5'-
Position des Cytosinringes in CpG-Dinukleotiden. Diedeloget eine Modifikation des DNA-
Abschnittes, an dem DNA-Bindungsproteine, bzw. Transkngfaktoren angreifen (10).
Einerseits kénnen die epigenetischen Modifikationeghn®NA-Synthese kopiert und
weitergegeben  werden, andererseits sind auch akute andungen  des
Methylierungsmusters mdglich. Letztendlich fuhren sieeiner merklichen Anderung der
Chromatinstruktur, ohne dass eine unterschiedliche [3dduenz vorliegen wirde (27).
Ungefahr 70 Prozent der CpG-Dinukleotide des menganicGenoms sind naturgemaf
methyliert (20). Das menschliche Genom besteht zu 0% -ads 5-Methylcytosin, wobei je
nach Gewebe ein unterschiedlicher Gehalt nachgemwigseden kann. So ist der Gehalt an 5-
Methylcytosin in Hirngewebe am grof3ten (32). Die meaisteeser konstitutionell methyliert
vorliegenden CpG-Dinukleotide liegen in Abschnittées Genoms, die fir das Stilllegen
(Silencing) des Grol3teils der nicht-kodierenden Gesciahitte im menschlichen Genen
verantwortlich sind, inklusive Introns, repetitiveneBElenten und potentiell kodierenden
Abschnitten (102).
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Zusatzlich existieren sogenannte CpG-Inseln, also DNAeAnitte, die eine ungewdhnliche
Dichte an CpG-Dinukleotiden aufweisen. Sie sind uéigeélle 100 kbp entlang des Stranges
nachweisbar und ihre Lange betragt zwischen 0,5 Bidobasenpaaren (kbp). Diese DNA-
Abschnitte sind weitgehend unmethyliert und werden Gp6&-Inseln bezeichnet (2, 21).
CpG-Inseln wird eine mdgliche Funktion als Replikasiarsprung zugeordnet (25).

Obwohl CpG-Inseln allgemein nicht methyliert vorliegasind sie in den Mittelpunkt von
Untersuchungen gelangt, bei denen es um die Roll®N&-Methylierung bei biologischen
Prozessen geht. Es wurde gezeigt, dass die DNA-Metinygefiir ein normales embryonales
Wachstum (58), die X-chromosomale Inaktivierung (7%,genomische Pragung (59) und
die Unterdrickung von retroviralen oder parasitab®A-Sequenzen (110) essentiell ist.
Weitere Forschungsergebnisse lassen den Schluss zu, d&NAtlethylierung in CpG-
Inseln einen wichtigen Mechanismus bei der EntstehomgNeoplasien und Atherosklerose
darstellt (27, 92).

Ein  Stoffwechselweg mit Einfluss auf die DNA-Methyliagn ist der
Homocysteinmetabolismus. Homocystein ist ein RisikofaktorAtberosklerose, wobei die
genauen pathobiochemischen Prozesse unzureichendnderstsind (33, 56, 87). Wahrend
viele Arbeiten den direkten Einfluss von Homocysteim Rahmen der Pathobiochemie
untersuchen (33, 66, 100) besitzt Homocystein moghetiee einen mehr indirekten Beitrag
zur Entstehung oder Verstarkung der Atherosklerose derrUmweg einer Storung des
Methylierungsprozesses, bzw. U(Uber S-AdenosylhomocysteiSAHY oder S-
Adenosylmethionin (SAM). SAM ist der Donor fir Metgyuppen im Rahmen der meisten
Methylierungsvorgange. Aus SAM entsteht nach Abgabe Methylgruppe SAH, aus
welchem dann durch Hydrolyse Homocystein entsteht. UmKaleislauf zu schlieRen kann
Homocystein durch die Uber 5-Methyltetrahydrofolatrnvigtelte Remethylierung zu
Methionin umgewandelt werden oder es kann durch Tr#ossuung abgebaut werden. 5-
Methyltetrahydrofolat entsteht durch die MTHFR-abiige Umwandlung aus 5,10-
Methylentetrahydrofolat. Das bei der Remethylierung&andene Methionin steht nun wieder
als Ausgangsprodukt fir die SAM-Synthese zur Verfugulig.der Remethylierung sind
Vitamin B12 und Folsaure beteiligt.

Auf der einen Seite wird durch eine verminderte Réwyletrung bei erhdhten
Homocysteinwerten weniger SAM als Methylgruppendonar \Zerfiigung gestellt, auf der
anderen Seite kann durch die Umkehrung der Hydrolgse SAH zu Homocystein die

Konzentration von SAH ansteigen. Dies ware ein westderklarungsmuster, da SAH ein
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starker Inhibitor von Methylierungsprozessen ist (1E&)e Umkehr der Hydrolyse ware bei

erhohten zellularen Homocysteinwerten denkbar wakiskbth.

THF: Tetrahydrofolat

5-MTHF: 5-Methyl-THF

ADA:  Adenosindeaminase
* AK: Adenosinkinase
CBs: Cystathion-Beta-
SAM @ Synthase
> . MTase: Methyltransferase
Methylierung von DNS, RNS, MS: Methioninsynthase

Proteinen, Phospholipiden,

Hormonen, Kreatinin BHMT:  Betain-Homo-

cystein-MTase
MAT: Methioninadenosyl-
X transferase
Homocystein SAHH: SAH-Hydrolase

SAH

Cystathionin

SAH t

[ Verminderte
t\%} Methylierungskapazitat
SAHT

L} Adenosin
Erhohtes *

Homocystein
nosin
{ Vit B6-Mangel

£ ff I«@Ieﬁf

Vit. B12-Mangel

Erhéhtes
5-MTHF

Abb. 2.1: Homocysteinmetabolismus und DNA-Methylierung (118)

Ziel dieser Arbeit ist es mehr auf den epigenetischétoF®NA-Methylierung im Rahmen
der Atherosklerose einzugehen als auf die Rolle des Elgsteins.

Die Folgen veranderter Methylierung kénnen vieigakein. Eine wichtige Rolle spielt die

DNA-Methylierung von antiproliferativ. wirkenden Gem in der Entstehung der

Atherosklerose. Untersuchungen zeigen eine Hypermethylj des Ostrogenrezeptar
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(ERw)-Gens in GefalBmuskelzellen (contractile smoothateusells, sog. SMC) von Patienten
mit koronar-arteriellem Bypass und in eingewander@&efaBmuskelzellen aus entfernten
atherosklerotischen Plaques im Vergleich zu gletden Zellen gesunder Kontrollen (27).

Ein Gen, dessen Methylierungsstatus im Rahmen ttarésklerose untersucht wurde ist p53
(39). Als Tumorsuppressorprotein hat p53 antipecdifive und proapoptotische Wirkung.
Embryonale Fibroblasten von p53-Knock-out-Mauseigtea hohere Proliferationsraten im
Vergleich zum Wildtyp. Doppel-Knock-out-Mause fub3 und das antiatherosklerotisch
wirkende Apolipoprotein E (ApoE) zeigten nach 6, utid 15 Tagen fettreicher Ernahrung
eine um 50-100 Prozent erh6hte Rate an atherosiklgnen Lasionen als bei Knock-out-
Mausen nur fur Apolipoprotein E. Ebenfalls konnemrhm eingewanderte Zellen in den
Lasionen nachgewiesen werden. Also scheint p53 antiatherosklerotische Wirkung Uber
die Hemmung der Zellproliferation zu haben. Einerutiéerregulation von p53 entsteht
nachweislich durch DNA-Methylierung in seiner Prdoroegion (88). Ebenfalls bewiesen
werden konnte, dass in atherosklerotisch veramiekteten von Kaninchen ein geringerer
Gehalt an methyliertem Cytosin vorhanden war alslen Kontrollproben (57). Es scheint
also einen Zusammenhang zwischen Methylierungsstatd Grad der atherosklerotischen
Verénderungen zu geben (27). Ein interessanter idandiir Untersuchungen scheint ein
Teilabschnitt des ShcA-Gens, p86und dessen Expression zu sein.

2.4 Die Rolle von p68°

Im menschlichen Genom werden drei Shc-Gene besami&hcA, SheB (Sli) und ShcC
(Rai) (65). ShcA-Proteine kdnnen in allen mensttdic Zellen, mit Ausnahme der Zellen des
ZNS und peripherer Nervenzellen, nachgewiesen werDert werden ShcB- und ShcC-
Proteine exprimiert (16, 19, 65).

ShcA kodiert fiir zwei mRNAs: p68° und p46/p52™ Die Startpunkte der Transkription
beider mRNAs liegen ca. 3900 bp voneinander eritféfegen dem Vorhandensein von
alternativen Translationsstartpunkten kénnen aum édschnitt p46/p52'° zwei Proteine
entstehen: p48°und p53" die aus der gleichen mRNA erzeugt werden (108).

Alle drei Shc-Proteine sind an der Informationstifagung bei Mitose und Onkogenese
beteiligt, da sie Signale Uber verschiedene Rer@pteegulieren. Sie besitzen alle drei eine
N-terminale Phosphotyrosin-Bindungsdoméane (PTBjge ezentrale Prolin-reiche Domaéane
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(CH1) und eine carboxyterminale src homology 2 (SHBmane (65). p68° besitzt
zusatzlich eine weitere N-terminale Prolin-reichenizine (CH2) (65). Die SH2-Domane ist
fur verschiedene Interaktionen wichtig, wie z.Br. die mit epidermalen Wachstumsfaktoren
(EGF). PTB kann an Phospholipide binden, was audh Rolle bei der Aktivierung von Shc
Uber die Phosphatidylinositol-3-kinase spielt, wie z.B. durch Insulin hervorgerufen wird,
welches die Phosphorylierung von Tyrosin in Shdé@ig12, 75, 105). Dieses und auch die
Interaktion zwischen SH2-Domé&ne und EGF-Rezeptostgkinase ist bei der Tyrosin-
Phosphorylierung der CH1-Doméane von Shc beteilggse Tyrosin-Phosphorylierung von
p46°"° und p53"°19st ihre Bindung an das Grb2-Protein, was daneimar Aktivierung des
Guanin-Nukleotid-Austauschfaktors SOS fuhrt. Am Emlileser Kaskade steht die Induktion
von Ras und der mitogen-activated-protein-KinasafP\)-Kaskade (12, 69, 75).

Die Induktion von Ras erfolgt hierbei durch GrbZnm sich p48' und p52" geldst haben.
Dies fiihrt letztlich zur Apoptose der Zelle. i86wird keine fordernde Wirkung bei der
Induktion des Ras-Signalweges zugeschrieben (68F°"p scheint als entscheidender
Regulator der hemmenden Wirkung von P4@ind p52™ auf die Ras-Aktivierung sogar
entgegenzuwirken, indem es mit p&6und p52" um die Bindung am Grb2-Protein
konkurriert (75).

p66°"° besitzt zwei Serin-Phophorylierungsabschnitte36én der CH2-Domane und Ser138
in der PTB-Domaéne. Ser 36 scheint den intrazekudxidativen Stress und die Apoptose zu
beeinflussen, die Uber die Wirkung von sog. ForkhE&anskriptionsfaktoren reguliert
werden (81). Besonders interessant ist, dass beiieBt mit Knock-out-Mausen fiir p8¥
deren Lebensdauer um ca. 30 Prozent verlangertewdad).

Zum jetzigen Zeitpunkt werden zwei alternative Hymsen diskutiert, tber die pd6
wirken kénnte (s. Abb. 2.2).

Vermutet wird einerseits, dass es durch die Aktivig von p66™zu einer Inaktivierung von
Forkhead-Transkriptionsfaktoren kommt, die dannemer verminderten Expression von
antioxidant wirkenden Enzymen wie z. B. Katalag#rt. Im Umkehrschluss wird also bei
fehlender Expression von p88die Bildung von Antioxidantien begiinstigt und cedigrer
Stress vermehrt abgefangen.

Alternativ zu dieser Hypothese besteht die Vermgtup66™ wirke Uber eine
intramitochondriale Bildung von WasserstoffperoxiH,O,). Dies kann zu einer
Permeabilitaitszunahme der MitochondrienmembranefithDaraufhin folgt eine Freisetzung

von Cytochrom C und eine Aktivierung von apoptdtisdérkenden Kaspasen (74, 76).
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Aktivierung von p66shc

! !

Repression von Forkhead-Transkription- intramitochondriale Bildung von
faktoren Wasserstoffperoxid (H,0,)
verminderte Expression von antioxidant Permeabilitatszunahme der
wirkenden Enzymen Mitochondrienmembran

]

Freisetzung von Cytochrom C und Aktivierung
von Kaspasen

Shc

Abb. 2.2: Hypothesen uber die Wirkung von p66

Von besonderer Bedeutung scheint die Expressionpéi'® auch bei der Entstehung der
Atherosklerose zu sein. So konnte nachgewiesenenedhss sich unter einer mehrwéchigen
hochfetthaltigen Diat bei nur drei Prozent von imbbr geziichteten Mausen (70) mit einer
Deletion von p68™ Frithlasionen im Sinne der Atherosklerose auslijenahrend 21% der

Wildtypméause eine solche Lasion aufwiesen. EiniBigmter Unterschied ergab sich auch

fur die Grof3e der atherosklerotischen Plaques Abds#idung 2.3 verdeutlicht (73).

) 800 WT: Wildtyp

EL : p66Shc-/-: Mause mit
= 600 p66°"-Deletion
o 1 ND: Normaldiat
N HFD: Hochfettdi&t
th

c 400 4

©

§ mD i *t,:'l'*

5 . I 1

|

Lﬁ ‘D T T T -

WTND  WT HFD p66Shc-/- p€6Shc-/-
ND HFD

* P< 0,00001 vs. WT (ND); **P<0,05 vs. p66Shc-/- (ND); **P<0,001 vs. WT (HFD)

Abb. 2.3: GroRRe der Frihlasionen (Early Lesion Size) in Abh&angigkeit von Genotyp und Ernahrung bei
Mausen (73)
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Die p66"Promotorregion enthalt acht CpG-Dinukleotide, alig eine Gesamtlange von 200
bp verteilt sind. Diese acht CpG-Dinukleotide lisgen Position -138, -127, -78, -53, -30,
+16, +23 und +30 (108). In Zellkulturexperimentéirt die in vitro-Methylierung mit Sssl

Methyltransferase zu einer Hemmung der $¥68ktivitat (Abb. 2.4). Dies bestatigt eine
generelle Beeinflussbarkeit der f86Genaktivitat tiber die DNA-Methylierung.

1,2
:‘6 }_,5"' 1,0
IH ‘8
2 S 08
E: &
[+}]
= 0,6
g 3
A % 0,4
tg_ ®
C 02
0.0
Sss| = + -  +

U20S Jurkat

Abb. 2.4: pGGShC-Aktivitét in kulturell angezichteten Zelllinien vor (-) und nach (+) Behandlung mit Sssl
Methyltransferase (108)

Dabei ist zu beachten, dass P86bereits physiologisch in verschiedenen Zelllinien
unterschiedlich exprimiert wird. In den o.g. Zeltkmexperimenten war in sechs von neun
kulturell angeztichteten Zelllinien entweder jeddsrokein CpG-Dinukleotid methyliert. Bei

aus peripherem Blut isolierten mononukledren ZelWemen in 21 Proben durchschnittlich
41% der CpG-Stellen methyliert (Abb. 2.5). Dieseisomogene Methylierungsmuster bietet
epigenetischen Modifikationen die Moglichkeit dezeihflussung im Sinne einer Stilllegung

oder einer Aktivierung der Genexpression.

17



p66 Shc promoter region

-138-127  -78 -53-30+716+23 +30

e ===:=:=200

MDA453

HLBO

PBL

MDA3E1

U937, Jurkat, MDA453, HL60, MDA361, BT20, IMR90, WI38, U20S: kulturell angezlichtete Zelllinien
PBL: aus peripherem Blut isolierte mononukleare Zellen

Abb. 2.5: p665h°-Promotormethylierung in verschiedenen Zelltypen. Ein ausgeftllter Punkt steht fur
ein methyliertes CpG-Dinukleotid (108)

Ubertragt man das Studienergebnis an den Knock4gwisen und die Zellkulturexperimente
auf den Menschen, folgt daraus die Maglichkeit,sddie p66"<Promotormethylierung zu
einer Hemmung der p8&-Expression fiihrt. Hypothetisch kénnte dieser epitische Faktor
den menschlichen Altersvorgang und die Atheroskleeatstehung beeinflussen und
unterschiedliche Lebensdauer oder unterschiedlidispragung der Atherosklerose in

verschiedenen Individuen zumindest teilweise eekldB1).
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2.5 Folgen veranderter Methylierung

Wie gezeigt, kommt der DNA-Methylierung eine besemedFunktion bei der Stilllegung und
Uberexpression von Genen zu. Dabei ist zwischear egiobalen DNA-Methylierung und
einer genspezifischen DNA-Methylierung zu untersidie. Globale und genspezifische
DNA-Methylierung kénnen an der Entstehung von Kiaiten beteiligt sein. Eine
abweichende Methylierung im Sinne von globaler DNypomethylierung hat eine
Bedeutung in der Onkogenese (7, 48, 92). So kaanArkung veranderter Methylierung
einerseits Uber die Stilllegung von Genen oder wdeits auch Uber eine hohere
Mutationrate von Methylcytosin im Vergleich zu Csio und somit Uber eine
Chromosomeninstabilitat erklart werden (85).

In vielen neoplastischen Zellen und Tumoren wurdesatzlich zu einer globalen
Hypomethylierung (107), eine auf die Promotorregispezifische Hypermethylierung
nachgewiesen. Im Speziellen konnte eine hohe Ratartdveréanderter Methylierung bei
einigen hamatopoetischen Neoplasien gezeigt wedsn

Im Zusammenhang mit dem Bronchialkarzinom und Lyampén konnten verdnderte
Methylierungsmuster im Gen fur Calcitonin (6) besda werden. Ein weiteres Beispiel fur
die epigenetische Modifikation in regulatorischerbsghnitten einzelner Gene ist die
Methylierung im Gen fur MyoD1l. MyoD1 ist ein normealveise ausschlie3lich im
Skelettmuskel exprimiertes Gen, dessen Aktivieraogn Ende der Zellteilung fuhrt. In
immortalisierten Zelllinien wurde eine abnorm hd¥lethylierung in den CpG-Inseln dieses
Gens gemessen (47).

Der erste Beweis eines Tumorsuppressorgens, dak diypermethylierung inaktiviert wird
gelang beim RB1-Gen, bei dem Methylierung als Alative zu Mutation und Deletion far
die Stilllegung der Expression funktioneller Proginachgewiesen wurde (91). Seitdem
konnten bei verschiedenen Tumorsuppressorgenechgléige Inaktivierungsmechanismen
beschrieben werden, zum Beispiel bei VHL (42), 88, E-Cadherin (50) und hMLH1 (51).
Gut untersucht ist der Einfluss lokaler DNA-Hypetimgierung bei der Entstehung von
colorektalen Karzinomen (104) und beim Prostatakam, bei dem Hypermethylierung in
den Genen fur den Androgenrezeptor, den EndothBlirRezeptor und fir GST-pi
nachgewiesen werden konnte (92). Inhalt aktuellerséhung sind die sich aus diesen
Erkenntnissen ergebenden therapeutischen Mdogligrkei Medikamente, die die
Methylierung vermindern kdnnen, sind bereits in Bgrobung. So konnten fur 5-Azacytidin
und fur Decitabin therapeutische Wirkungen in deh&dlung der Chronisch Myeloischen
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Leukamie (CML) gezeigt werden. Als Niedrigdosistiige konnte Decitabin bei Patienten,
die nicht auf die herkdbmmliche Therapie anspraclesfplgreich eingesetzt werden. So
wiesen Patienten mit Philadelphia Chromosom-pasit@ML, die nicht auf eine Therapie
mit Imatinib ansprachen eine hohere kumulative (dbenszeit auf, falls sie auf die Therapie
mit Decitabin eingestellt wurden (46). Im Jahr 20@érde Decitabin von der FDA fir die
Behandlung des Myelodysplastischen Syndroms zuggrias

Hypermethylierung, die theoretisch durch Abschatwon Tumorsuppressorgenen an allen
Stellen der Tumorentstehung beteiligt sein kann), (8 allerdings nicht immer sicheres
Zeichen einer neoplastischen Veranderung oder thdiege zwangslaufig mit sich. So ist es
maoglich, dass die involvierten CpG-Inseln nichtRmomotorbereich des Gens liegen (8) oder
die hypermethylierten, stillgelegten Gene schonheorin den betroffenen Zellen nicht
aktiviert waren (1).

Die Griunde fir eine abweichende Methylierung inbdézellen sind nicht hinreichend geklart,
sicher bleibt aber, dass die Hypomethylierung ineAktarker ausgepragt ist (9). Im sehr
komplexen Alterungsprozess geschehen signifikamdeAungen, die Proteine, Lipide und
Aminosauren betreffen. Eine der Anderungen, diererith des Alterungsprozesses ablauft ist
die Zunahme der DNA-Methylierung. Die Auswirkungauf die Genexpression kénnte Uber
die Jahre vielleicht auch die altersabhéngige Zomeaber Inzidenz von Krebserkrankungen
erklaren (84, 92).

Zusammenfassend kann der globalen DNA-Methylieruegn eher allgemeiner
Informationsgehalt Uber z. B. die Mutagenitat des@ns zugeschrieben werden, wahrend

die genspezifische DNA-Methylierung konkreten HisH auf die Genexpression nimmit.
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2.6 Die Analyse der CpG-Methylierung in ﬁé%und LINE-1 mittels Bisulfit-

Modifikation und Pyrosequenzierung

Die DNA-Methylierung ist, wie oben ausgefuhrt, @iithtiger epigenetischer Faktor, der eine
bedeutende Rolle bei der Regulation der Genexpmredsesitzt (10). Diese Unterschiede in
der Genexpression konnten eine Erklarung fir diesstEhung verschiedenster Krankheiten
geben. Dabei ist zwischen DNA-Methylierung des geea Genoms und der genspezifischen
DNA-Methylierung zu unterscheiden. So dient die gpazifische Methylierung der
Abschaltung von Genen, was auch als Gene silefm@ngichnet wird.

Die Messung der DNA-Methylierung wird in der vogenden Arbeit fiir die Promotorregion
von p66"° und fiir die repetitiven DNA-Elemente LINE-1 (lorigterspersed elements)
durchgefuhrt.

Diese LINE-1-Elemente umfassen mit rund 500.00Gtigpen Elementen circa 21% der
gesamten DNA und liegen in Langen von einigen Hurlgis zu ungefahr 9000 Basenpaaren
vor (52). Die gemessene Methylierung in den LINEi&menten ist adaquat der
Methylierung aller nicht-kodierenden Anteile desn@Gens. Die Methylierung in LINE-1 dient
somit als Surrogatmarker fir die Gesamtmethylierung

Die Analyse des p68-Genabschnittes bestimmt den Methylierungsstatesesi spezifischen
DNA-Abschnittes und kann als MaRR fur die Ruhigsted oder Aktivierung des Gens

verstanden werden.

Die DNA-Methylierung findet nur an Cytosin mit ndolgendem Guanosin -abgekirzt CpG-
statt, welches in 5-Methyl-Cytosin umgewandelt witéh das Vorhandensein von 5-Methyl-
Cytosin in der Promotorregion von Genen die Anlaggr von Transskriptionsfaktoren
verhindert, fuhrt dies zum Ausschalten des Genslidanachfolgende Genexpression nicht
stattfindet. Eine Mdoglichkeit diese 5-Methyl-Cytosiin der Basenabfolge aufzuspuren ist die
Bisulfit-Modifikation. Im Rahmen dieser Modifikatowerden alle unmethylierten CpG in
UpG umgewandelt. Nach einer darauffolgenden Polgsedettenreaktion liegen diese UpG
als TpG vor. Die methylierten CpG kénnen nicht ipGJumgewandelt werden und sind somit

auch nach Polymerasekettenreaktion unverande@mBsnachweisbar (18).
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Abb. 2.6: DNA-Analyse durch Bisulfit-Modifikation

Zur Differenzierung zwischen TpG und CpG wird im s&hluss an die PCR eine DNA-
Sequenzierung durchgefiihrt. Hier bietet die Pyroeegierung einige Vorteile. Bei der

Pyrosequenzierung kann die Quantifizierung anhasd Reakhohe vorgenommen werden
(Beispiel siehe Abschnitt 3.5.7.1), wahrend anddethoden keine quantitative Beurteilung
Uber die Peakhthe ermdglichen. Um den prozentuatdail eines Peaks zum anderen zu
berechnen ist die Pyrosequenzierung also unvebachtAuRerdem ermobglicht sie eine
akkurate Quantifizierung multipler DNA-Methylierussgtellen in einer einzigen

Sequenzierung. Es entstehen weniger Artefakte umel @elelektrophorese ist verzichtbar
(114).

Fur die Quantifizierung der globalen DNA-Methyliegi mittels Pyrosequenzierung ist es
notwendig die Zahl der methylierbaren CpG-Stelleanerhalb der LINE-1-Elemente zu

bestimmen. In Referenzmaterial (Hctl16-Zellen) wurdach Behandlung mit Sssl

Methyltransferase ein Methylierungsgrad von ca. 778émessen (114). Dieser
Methylierungsgrad ist unter anderem vom Geschledditingig und betragt bei Mannern
durchschnittlich 78,74% und bei Frauen durchsdichtt76,56% (29). In einem Vergleich

von Messungen per Pyrosequenzierung (106) und bemtiMethoden konnten keine

signifikanten Unterschiede berichtet werden (18)11In dieser Promotionsarbeit erfolgt die

Messung durch Nutzung der Pyrosequenzierung.
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2.7 Eigene Fragestellung

Die groRBe Inzidenz der Koronaren Herzerkrankung kalediale Manifestationsform der
Atherosklerose in den Industrienationen lasst alt#ine durch den Lebensstil nicht erklaren.
Neben gut bekannten Risikofaktoren beeinflusst adigh Genetik die Entstehung von
Atherosklerose. Hier konnten einige direkt zur Atdsklerose fihrende Mutationen
beschrieben werden, die allerdings hdchstens fiodent aller KHK-Falle erklaren kdénnen.
Weitere Forschungsergebnisse beschreiben die Wjrkoom Suszeptibilitatsgenen und die
Auswirkungen epigenetischer DNA-Modifikationen, déas Erkrankungsrisiko erhthen
konnen.

Eine epigenetische Modifikationsmdglichkeit ist di®NA-Methylierung. Bei der
Krankheitsentstehung muss zwischen einer globaleNA-Dlethylierung und einer
genspezifischen DNA-Methylierung unterschieden ward Erfolgt eine DNA-
Hypermethylierung an CpG-Dinukleotiden im Promogydich eines Gens fuhrt dies zu einer
Inaktivierung der Genexpression. Weil3t die Pronretyion einen geringeren
Methylierungsgrad auf ist das entsprechende Gestar&t exprimiert. Ein Einflussfaktor auf
die Methylierung ist Homocystein. Bei Storung depnkbcysteinmetabolisierung wird der
Plasmaspiegel von Homocystein erhoht. Es kommtizer &Jmkehrung der Hydrolyse, bei
der normalerweise aus S-Adenosylhomocystein (SAldmetystein gebildet wird. Die
Konzentration von SAH steigt dadurch an. SAH istn estarker Inhibitor von
Methylierungsprozessen und konnte so Einfluss aef @enexpression haben. Da der
Homocysteinserumspiegel bei KHK-Patienten erhdh(38), konnte ein Pathomechanismus
Uber die Aktivierung proatherosklerotisch wirken@amne verlaufen.

Ein Gen, das in diesem Zusammenhang interessadefilPathomechanismus sein kénnte, ist
p66°"° Fir p66"™ konnte ein Einfluss auf die Vermittlung von oxidem Stress, die
Langlebigkeit eines Organismus und die Entstehurterasklerotischer L&sionen
nachgewiesen werden. Eine Aktivierung von $8&eht mit der Herunterregulation von
antioxidativ wirkenden Enzymen und mit der Ausstinig apoptotisch wirkender Kaspasen
und von Cytochrom C einher. Neben der vermutetenA{blypomethylierung in der
Promotorregion von p6&8° was eine Aktivierung von p86 bedeuten wiirde, wird auch die
im Alterungsprozess einsetzende globale Hypomethwylg untersucht, die bei vielen
neoplastischen Veranderungen eine Rolle spielte Earch Homocystein- oder SAH-

Einfluss verstarkte globale und genspezifische DMfpomethylierung konnte wichtige
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Erkenntnisse im Rahmen von Préavention, Diagnostik Therapie der Atherosklerose
erbringen.

In dieser Arbeit sollen Unterschiede im Methylieggmuster zwischen klinisch gesunden
Kontrollen und Patienten mit klinisch manifester KHachgewiesen werden. Aus den
Erkenntnissen fritherer Untersuchungen zur DNA-Méhyng und zur Funktion von p8%
wird bei den KHK-Patienten eine geringere prozeethdethylierung in der Promotorregion
von p66"™ erwartet. Zur Auswertung der Arbeit wurde fiir d@fletienten und Kontrollen die
prozentuale Promotormethylierung in g&6und die Methylierung in den long interspersed
nucleotide elements 1 (LINE-1), als Marker fir @esamtmethylierung, ermittelt. Weitere
Serumwerte, u. a. von kardiovaskularen Risikofakipwurden der Untersuchung von Geisel
et al. (33) entnommen (siehe Abschnitt 3.4).
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3. Material und Methodik

3.1 Verwendete Reagenzien

Alkohol:

Destilliertes Wasser:

Dest. Wasser (fur PCR):

EcoR1 Puffer:

EcoR1 Enzym:

Natriumdisulfit:

Hydrochinon:

70% (v/v) 2-Propanol
von Aug. Hedinger, 70327 Stuttgart, Deutschland

Ecotainer Aqua B. Braun
1000 ml sterile Spullésung
von B. Braun Melsungen AG, 34209 Melsungen,tBehland

Molekular Biology Grade 3@xnl
von Eppendorf, 22331 Hamburg, Deutschland

10x EcoR1 Puffer
von Fermentas, 68789 St. Leon-Rot, Deutschland #2RO
50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM Mggl100 mM Nacl,
0,02% Triton X-100, 0,1 mg/ml BSA

Restriktionsendonuklease EcoR1
von Fermentas, 68789 St. Leon-Rot, Deutschland #&#RO
Konz.: 10 unitg/
Quelle: E. coli mit geklontem ecoR1R-Gen von
Escherichia coli RY13

NaOsS;; M=190,1 g/mol; 500 g
von Merck KGaA; 64271 Darmstadt, Deutschland
fur je vier Proben werden 1,9 g in einem 153afal

lichtgeschutzt aufbewahrt

GHeO2; M=110,11 g/mol; 250 g
von Merck KGaA; 64271 Darmstadt, Deutschland
Fur je vier Proben werden 55 mg in einem 1,%s@far

lichtgeschutzt aufbewahrt
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NaOH:

GTG-Agarose:

1xTBE-Puffer:

Amplifikationspuffer:

MgCly:

dTNP-Mix:

Taq DNA Polymerase:

Glycerin:

Stop-Mix:

Ethidiumbromid:

Universal-Agarose:

5M NaOH von VWR International GmbH,
Wien, Osterreich

NuSieve GTG Agarose
von Cambrex BioSience Rockland Inc., Rocklarairid, USA

5xTris-Borate-EDTA-Puffer
von Eppendorf, 22331 Hamburg, Deutschland

10x Konz. + MgGl

von Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

MgCl, stock solution

von Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

40umol von Promega Corp., Madison, Wisconsin, USA

1647 687 /1000 U, 1 it/
von Roche Applied Science, 82372 Penzberg, d2bland

87% von Merck KGaA; 64271 DarmstadtuBehland

2,38 ml Glycerin ( > 99,5% fur die Fleszenzmikroskopie)
2 ml 250 mM EDTA

1,0 ml Bromphenolblau 1,00%

2,5 ml Xylencyanol 0,25%

2,1 ml steriles Wasser

von Carl Roth, 76185 Karlsruhe, Deutschland

G1H20BrN3, > 98% zur DNA-Farbung

von peqgLab Biotechnologie GmbH,
91052 Erlangen, Deutschland
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1-KB-Marker:

Bindungspuffer:

Sepharose:

Denaturierungslésung:

Ethanol:

Waschpuffer:

Annealing-Puffer:

Enzym-Mix:

Substrat-Mix:

Nukleotide:

von Gibco BRL Life Technologies,
76344 Eggenstein, Deutschland

40-0033 von Biotage, Uppsala, Ssdten, 200 ml

Streptavidin Sepharose HP (5 ml)
von Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden

40-0034 von Biotage, Uppsatayweden, 500 ml

70% aus Riedel-de Haen-Ethanol absotuk 2
von Honeywell Special Chemicals Seelze GmbH,
30926 Seelze, Deutschland

40-0035 von Biotage, Uppsala, Sclene@00 ml

40-0036 von Biotage, Uppsalahvieden, 250 ml

im Set Pyro Gold Reagentien 40-0044,

von Biotage, Uppsala, Schweden

als Pulver zur Mischung mit 620 pl Wasser
Single Stranded DNA-Binding Protein, Luciferase,
DNA Polymerase, Apyrase, Sulfurylase

im Set Pyro Gold Reagentien 40-Q044
von Biotage, Uppsala, Schweden
als Pulver zur Mischung mit 620 pl Wasser

Luciferin und Adenosin-5"-0-Phosphosulfat
im Set Pyro Gold Reagentien 40-0044,

von Biotage, Uppsala, Schweden
dATPaS, dTTP, dCTP, dGTP
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PCR-Primer:

Die Primer sind mit destilliertem Wasser auf 10 pploverdinnt.

Primer H METP 66F:

Primer H METP 66B:

Primer P66-Nested-US:

Primer P66-Nested-DS:

Primer Methyl 1:

Primer Methyl 2:

Primer Met-Universal 3:

5-TTA GAT TAT TAG TTG TTT GTAAG GGT GA-3’
(auf 10 pmol/ul verdiinnt) von Gibco BRL Life Teclogies,
76344 Eggenstein, Deutschland (108)

5-AAA AAC CAA ACA AAA AAT ATCCCC AAA CCC-3
(auf 10 pmol/ul verdiinnt) von Gibco BRL Life Teclogies,
76344 Eggenstein, Deutschland (108)

5-TTT GTA TAG GGT AGG GGA GA’
(auf 10 pmol/ul verdiinnt) von Gibco BRL Life Teclogies,
76344 Eggenstein, Deutschland (108)

Biotin-5"-CAA CTC AAA CCC AABAA TT-3
(auf 10 pmol/ul verdiinnt) von Gibco BRL Life Teclogies,
76344 Eggenstein, Deutschland (108)

5-TTT TTT GAG TTA GGT GTG GG-3°
(auf 10 pmol/ul verdiinnt) von Gibco BRL Life Teclhogies,
76344 Eggenstein, Deutschland (46)

5-GGG ACA CCG CTG ATC GTT TAT CTEBCT AAA
AAA TAC CAA ACA A-3

(auf 10 pmol/ul verdiinnt) von Gibco BRL Life Teclogies,
76344 Eggenstein, Deutschland (46)

Biotin-5"-GGG ACA CCG CTGIR GTT TA-3°

(auf 10 pmol/ul verdiinnt) von Gibco BRL Life Teclogies,
76344 Eggenstein, Deutschland (46)
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Primer fur die Sequenzierung:

Seq.-primer 1 p68°

Seq.-primer 2 p68°

Seq.-primer 5 LINE-1:

5-TTGTTTTTT TTT TAG TTA GAG A-3
(auf 10 pmol/ul verdiinnt) von invitrogen Custémmers,
76131 Karlsruhe, Deutschland (46)

5-TTTTTG AGT TTG TGA GTT AGT A-3°
(auf 10 pmol/ul verdiinnt) von invitrogen Custémmers,
76131 Karlsruhe, Deutschland (46)

5-AGT TAG GTG TGG GAT ATAGT
(auf 10 pmol/ul verdiinnt) von invitrogen Custémmers,
76131 Karlsruhe, Deutschland (46)

3.2 Verwendete Gerate

Photometer:

Konzentrator:

Waage:

Tischzentrifuge:

Pipetten:

BioPhotometer

von Eppendorf, 22331 Hamburg, Deutschland

eppendorf Concentrator 5301
von Eppendorf, 22331 Hamburg, Deutschland

AB 204
von Mettler Toledo Inc., Columbus, Ohio, USA

EBA 12
von Hettrich Zentrifugen GmbH & Co. KG,

78532 Tuttlingen, Deutschland

Eppendorf Research
von Eppendorf, 22331 Hamburg, Deutschland
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Heizblock:

Schittler:

Wasserbad:

Vortex-Genie 2:

PCR-Gerat:

Gelelektrophorese:

Magnetheizplatte:

Thermomixer comfort oder 5436

von Eppendorf, 22331 Hamburg, Deutschland

Thermomixer comfort oder 5436

von Eppendorf, 22331 Hamburg, Deutschland

julabo U3 von Julabo LabortechnolGgréoH,
77960 Seelbach, Deutschland

von Scientific Industries, Boheniiew York, USA

RoboCycler Gradient 96

von Stratagene, La Jolla, Kalifornien, USA

Electrophoresis Power Supply &50/400
von Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Schweden
und Elektrophorese-Gelkammer von Biotec Fischer Bmb
35447 Reiskirchen, Deutschland

IKA Combimag RCT
Magnetrtihrer mit elektronischer Heizautomatik
und Anschluss fir Kontaktthermometer (= RCT)
von IKA Werke GmbH & Co. KG, 79219 Staufen, Deutscidl

Vacuum Prep Workstation: PSQ 96 MA

Pyrosequenzierer:

von Biotage, Uppsala, Schweden

PSQ 96 MA

von Biotage, Uppsala, Schweden
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3.3 Weitere Materialien

Kuvetten:

Sterilgefal3e:

15 ml Gefale:

25 ml Gefalle:

1,5 ml Gefale:

2 ml Bisulfit-Gefale:

Parafilm:

PCR-Gefalde:

PSQ-Platte niedrig:

PSQ-Platte:

Uvette von Eppendorf, 22331 HamburgjtBehland

Mikroschraubrohre (steril) 2,0 ml
von Sarstedt AG & Co., 51588 Numbrecht, Dedtsuth

Réhre 15 ml 120x17 mm PP
REF 62.554.502
von Sarstedt AG & Co., 51588 Nimbrecht, Deutsuth

PS Tubes 25 ml Yellow Screw
REF 60.9922.115
von Sarstedt AG & Co., 51588 Nimbrecht, Deutsudh

von Eppendorf, 22331 Hamburg, Réldasd

Safe-seal Reagiergefalie PP
REF 72.695
von Sarstedt AG & Co., 51588 Nimbrecht, Deutsuth

Parafilm “M* Laboratory Film

von Pechiney Plastic Packaging, Chicago, liindSA

PCR Tubes 0,2 ml, grin, Art. Nr. DBO9
von Biozym Scientific GmbH,
31833 Hess. Oldenburg, Deutschland
und
PCR Tubes 0,2 ml, weil3, von Eppendorf,
22331 Hamburg, Deutschland

40-0010 von Biotage, Uppsatdnweden

40-0002 von Biotage, Uppsala, Schwede
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3.4 Verwendete DNA und weitere Daten zu den untétem Proben

Die vorliegenden Proben besitzen eine DNA-Konzeioinavzon mindestens 19 pg/ml. In der
DNA-Quantifizierung wurde eine Reinheit von hocimstel,9 errechnet (siehe 3.5.1). Die
Kontrollgruppe wurde im Bezug auf Alter und Geschlteauf die Zusammensetzung in der
KHK-Gruppe abgestimmit.

Die Studie umfasst 40 Patienten, die aus den 13ferféan, die im Rahmen einer
vorhergehenden Promotionsarbeit zur Hyperhomocyésteie und weiteren kardiovaskuléaren
Risikofaktoren untersucht wurden (33). Aus der Atrven Geisel et al. werden Daten fir
Geschlecht (méannlich/weiblich), Alter (Jahre), Raise (ng/ml), Homocystein (umol/l),
Kreatinin (mg/dl), LDL-Cholesterin (mg/dl), HDL-Chesterin (mg/dl), Gesamtcholesterin
(mg/dl), C-reaktives Protein (mg/l), MTHFR-Genotgp Position 677 (CC, CT oder TT),
Vitamin B12 (pg/ml) und bei den KHK-Patienten zudigh die Anzahl der beteiligten
Koronararterien (0, 1, 2 oder 3) und die Ejektioalstion (Prozent) Gbernommen (33).

Die 40 Personen zahlende Kontrollgruppe setzt siabs Mitarbeitern des
Universitatsklinikums und freiwilligen Teilnehmermisammen. Auch die Kontrollen wurden
aus der 93 Personen umfassenden Kontrollgruppe. derPromotionsarbeit ausgewahlt. Das
Probenmaterial wurde 3 Jahre lang lichtgeschitzeiner Temperatur von 7°C in 1XTBE-
Puffer gelagert.

Das Durchschnittsalter der KHK-Patienten liegt bé6,48 Jahren, wobei das
Durchschnittsalter der Frauen bei 70,83 Jahrendasdder Manner bei 64,61 Jahren liegt.
Fur die Kontrollgruppe wurde anhand des vorhanderiMaterials eine gleiche
Altersverteilung angestrebt. Das Durchschnittsaltegt hier bei 66,18 Jahren. Bei den
weiblichen Kontrollen konnte ein Durchschnittsaten 59,73 Jahren, bei den mannlichen
Kontrollen ein Durchschnittsalter von 68,62 Jategrechnet werden.

Die erkennbare Abweichung zwischen weiblichen KHii€htinnen und weiblichen
Kontrollen ergibt sich aufgrund der Tatsache, dagseine beschrankte Zahl an Kontrollen
zur Verfigung steht und somit keine optimalen medcpairs hergestellt werden konnten.
Bei den KHK-Patienten handelt es sich um 12 Frawah 28 Manner, die Kontrollgruppe
besteht aus 11 weiblichen und 29 mannlichen Kdetnol

15 Patienten sind an einer 1-GefaR-KHK, 11 Patrerge einer 2-Gefal3-KHK und 14
Patienten an einer 3-Gefal3-KHK erkrankt. Es wurela Ratient mit einer beginnenden KHK

in die Studie aufgenommen.
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Um fehlende Strukturgleichheit zwischen den Gruppeszuschlieen, wurden Félle und
Kontrollen im Hinblick auf die Serumwerte fir Homstein, Folsdure, Vitamin B12, C-
reaktives Protein (CRP), Kreatinin, HDL, LDL und$aentcholesterin verglichen.

Bei jeder Analyse wird eine Negativkontrolle ohnéNA und eine Prazisionskontrolle

mitgefuhrt, die vergleichbare Werte garantierem @¢he 4.1 Homogenitat der Stichproben).

3.5 Methoden

3.5.1 DNA-Quantifizierung

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration werden jew&Gspl der bereits isolierten DNA in
Kivetten gemessen. Die Extinktion bei 260 nm gieh dNA-Gehalt der Probe an. Die
Reinheit der Probe wird durch den Quotienten angemgeder sich aus der Extinktion bei 260
nm durch die Extinktion bei 280 nm errechnet. Di€3aotient sollte im optimalen Fall einen
Wert von 1,5 bis 1,9 aufweisen. Dies konnte beimiegenden Material in der Regel erfillt
werden, der Hochstwert betragt 1,86, der kleinsestWegt bei 1,47 und der Mittelwert aller
Proben errechnet sich mit 1,72.

Bei den Anforderungen an die Konzentration der DM&de eine Grenzel9 pug/ml gesetzt.
Der Mittelwert der DNA-Konzentrationen liegt bei ,85 pg/ml (Minimum: 19 pg/mi;
Maximum: 72 pg/ml). Alle hier vorgegebenen Grenzevéonnten eingehalten werden.

3.5.2 Aufkonzentrierung

Nach der Quantifizierung der DNA-Konzentration widsjenige Volumen in Sterilgefale
abgeflllt, das 0,7mg DNA enthalt. Dazu wird die im Kihlschrank bei 7dDfbewahrte

Probe bei 14000 Umdrehungen pro Minute eine Minlsteg zentrifugiert und das
entsprechende Volumen entnommen. Die befllltenil§#&il3e werden geotffnet und im
vorher mit Alkohol gereinigten Konzentrator fur @& Minuten bei 60°C vom Wasser befreit.
Wahrend des Eindampfvorgangs werden die Probemwligtaentrifugiert. Nach den o.g. 40

Minuten bleibt die aufkonzentrierte DNA zurtick.
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3.5.3 Schneiden der DNA mit Restriktionsenzymen

Zum Schneiden mit Restriktionsenzymen wird Qug5vorher ankonzentrierte DNA mit 18,4
ul Wasser, 2,1ul EcoR1 Puffer von Fermentas und Qub EcCoR1 Schnittenzym von
Fermentas (10 unitgl) bei 37°C fur mindestens 16 Stunden in Heizbladkubiert. Der
genannte EcoR1 Puffer wird vor der Zugabe auf J@rwarmt.

Zur Materialeinsparung wird EcoR1 Puffer in den Baind das EcoR1 Schnittenzym an die
Wand des SterilgefaRes pipettiert. Danach wird @asisch in der Tischzentrifuge kurz
zentrifugiert und die Inkubation gestartet. EcoRReant die Sequenz 5-GAATTC-3’ und
spaltet die Phosphorséurediester-Bindungen beitténge zwischen G und A. Die fur die
optimale Wirkung von EcoR1 notwendige Temperatun BY°C wird fir mindestens 16,

hdchstens aber 20 Stunden, beibehalten.

3.5.4 Bisulfit-Modifikation

Die Bisulfit-Modifikation erhielt ihren Namen durcNatriumhydrogensulfit, das im festen
Zustand als Natriummetahydrogendisulfit ¢Ng&S, ) vorliegt. In Wasser hydratisiert es zu
NaHSQ. In verschiedenen Studien (41, 95) wird 1970 dieck Natriumhydrogensulfit
katalysierte Desaminierung von Cytosin beschriebbn. selben Jahr erfolgen auch
Publikationen Gber die mutagenen EigenschaftenNatmumhydrogensulfit (,Bisulfit”), das
die Umwandlung von Desoxycytidin zu Desoxyuridin @émzelstrangiger DNA hervorruft
(41). Diese Reaktion vollzieht sich in drei Sclentt Zu Beginn addiert sich das in leicht
saurer Losung (pH 5) grof3tenteils als HSIOn vorliegende Bisulfit an die Position 6 des
Pyrimidinrings, wobei 5,6-Dihydrodesoxycytidin-6kshionat entsteht. Im zweiten Schritt
desaminiert dieses unter Beteiligung vorsS@u 5,6-Dihydrodesoxyuridin-6-sulphonat (94).
Der dritte Schritt besteht in einer Elimination dgsulfits mittels Alkalibehandlung, wodurch
Desoxyuridin entsteht (41). Im Endeffekt wird durdakie Bisulfit-Modifikation das
normalerweise nicht in der DNA vorkommende Desoidinraus Desoxycytidin erzeugt. Die
folgende Polymerasekettenreaktion (PCR) kompleragntilas Desoxyuridin dann mit
Desoxyadenosin, wodurch sich letztendlich als Egelemis der Modifikation die
Umwandlung von Desoxycytidin in Desoxythymidin dxigfsiehe Abb. 3.1).

34



MH, MH-,
Jh HS0,

H*H"J |; - 2, *H_r.r:--"'l\“
_'_L.\, -'"l h - -'I. \|\

::I"- 1-rt"-.."' OH :,-" "'“H,_r -L-L..\-El__J:_
Cytosin Cytosin-Sulfonat
HO —
H-_I
I
A
"H$ -I""-J "
r—__l |'_'_|
,“ HS O ,rL
HN” “] L I'i-*iJ “‘“]
.\_‘1‘:.'-"“'“[\_]4- OH !'.-.-"’;;L-th "'IH- e S0
Uracil Uracil-Sulfonat

1. Addition des Bisulfitions an das Kohlenstoffatom C-6 des Cytosinrings.
2. Cytosin-Sulfonat wird durch hydrolytische Desaminierung in Uracil-Sulfonat umgewandelt.

3. Uracil-Sulfonat wird im alkalischen Schritt zu Uracil desulfoniert.

Abb. 3.1: Schematische Darstellung der Bisulfitbehandlung von DNA, leicht veréndert (41)

Die oben beschriebene Umwandlung in Desoxythymetiolgt nur fur nicht-methyliertes
Desoxycytidin, das eine Methylgruppe tragende SkHyleDesoxycytidin reagiert nicht mit
Bisulfit (31, 41). 5-Methyl-Desoxycytidin liegt naadder PCR als Desoxycytidin vor. Dieser
Unterschied lasst auf die Zusammensetzung der DNA Hinblick auf den
Methylierungszustand schliel3en. Es kann zwischethylerten und nicht-methylierten
Desoxycytidin in der Ursprungs-DNA unterschieden @me Quantifizierung vorgenommen
werden. Das Auftreten von Desoxycytidin im Gegearggrweist auf das Vorhandensein von
5-Methyl-Desoxycytidin in der Ursprungs-DNA hin, lar&nd Desoxythymidin fiir ein nicht-
methyliertes Desoxycytidin in der urspringlichen ®bteht (siehe Abb. 3.2).

Die Erlauterung der PCR erfolgt in 3.5.5, die Daltfahg der nachfolgenden Sequenzierung in
3.5.7. Nach dem Schneiden der DNA mit EcoR1 wird BINA zentrifugiert und funf
Minuten lang bei 95°C im Heizblock denaturiert, @emwird sie nochmals zentrifugiert und
dann auf Eis gekuhlt (28, 35).
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Abb. 3.2: Bisulfit-Modifikation eines methylierten und eines nicht-methylierten CpG

Die Bisulfit-Reagenzien Natriummetahydrogendisufie,0sS;) und Hydrochinon (gHsO5)
werden geldst, wobei fur jeweils 4 DNA-Proben z& ¢ Natriummetahydrogendisulfit 2,5 ml
Wasser und 720 pl 2 M NaOH und zu 55 mg Hydrochi@® ul Wasser gegeben werden.
Die beiden Stoffe werden bei 50°C 30-40 Minutereu@chutteln vollstandig geldst. Diese
Arbeit erfolgt aufgrund der Lichtempfindlichkeitider im Dunkeln.

Nachdem die Substanzen vollstandig gel6st sind diedHydrochinon-Ldsung in das Gefal3
mit der Bisulfit-Lésung tberfuhrt und darauf folgeru je 1 ml in 2 ml-GefalRe aliquotiert
und lichtgeschitzt auf Eis gekuhlt. Derweil wird ig® GTG-Agarose im Schuttler bei 95°C
erhitzt und dann bei 50°C gewarmt.

Die DNA wird danach erneut fir funf Minuten bei @5fn Heizblock erhitzt, zentrifugiert,
auf Eis gekuhlt und ein weiteres Mal zentrifugidsts dann 4 pl 2 M NaOH zur DNA
zugegeben werden und sie 15 Minuten bei 50°C irkttiird.

Nach Ablauf der 15 Minuten werden 50 pl GTG-Agaraae&r DNA pipettiert und
anschlieBend Beats zu 12 pul auf eisgekihltem Marajeformt. Die Beats werden zur
Bisulfit/Hydrochinon-L6ésung zugegeben und 30 Mimutehne Lichteinstrahlung auf Eis
gekuhlt. Im Anschluss daran werden die sich inldesung befindlichen Beats fur dreieinhalb
Stunden bei 50°C im Heizblock lichtgeschitzt ervtarm

Danach erfolgen nach einem kurzen ZentrifugiererMdaschschritte mit viermal 15 Minuten
in 1 ml 1xTBE-Puffer (pH 8,0), zweimal fur 15 Mirart in 500 pl 0,2 M NaOH und
nochmals fur dreimal 10 Minuten in 1 ml 1xXTBE-PuffpH 8,0). Nach dem Entfernen des
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1XTBE-Puffers werden die nunmehr freiliegenden Bt flinf Minuten bei 95°C aufgeheizt

und geschmolzen, sodass eine Verwendung fir dierR&@fkch ist.

3.5.5 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) liefert die Ntgteit einzelne DNA-Sequenzen aus
einem komplexen Gemisch direkt zu vermehren. Diddrespezifischen Primer-Molekile
werden in groRem Uberschuss zu dem vorliegenden igeem welches den zu
amplifizierenden Abschnitt beinhaltet gegeben.

Ebenfalls im Uberschuss werden Desoxyribonucleoglitisphate (dNTP-Molekiile), also
dATP, dGTP, dCTP und dTTP zugegeben. Dies gilt diichdie ebenfalls in den Ansatz
beigefligte hitzestabile Tag-Polymerase. Diese wuwspringlich aus einem in hei3en
Quellen vorkommenden Bakterium gewonnen, beispassaud hermus aquaticus.

Zu Beginn des ersten Zyklus wird die noch doppétsjige DNA bei hohen Temperaturen
aufgeschmolzen, so dass dann auf einer niedrigexemperatur die Primer angelagert werden
kénnen. Die Tag-Polymerase fuhrt dann die Verlamggder Primersequenzen durch, wobei
hier die dNTP-Moleklle beginnend am 3’-Ende desnBrgs polymerisiert werden. Das 5'-
Ende der nun entstandenen neusynthetisierten D&t entspricht dem 5-Ende des
Primers, das 3’-Ende ist unbekannt, da die Polysagadn hier nicht durch einen Endpunkt
limitiert wurde, sondern nur durch die zeitlichesBlerankung beendet wurde.

Nach dem zweiten Zyklus, der mit dem Aufschmelzbgr, Strange beginnt und wiederum
Primeranlagerung und Polymerisation umfasst, liggaktisch nur noch die DNA-Bereiche
vor, die es zu amplifizieren galt. Bei den weitei@®yklen kommt es zu einer exponentiellen
Vermehrung. Die jeweiligen Einstellungen fir die BBCje nach zu amplifizierendem
Genabschnitt, werden im Folgenden aufgefiihrt. Zeiteaken Vermehrung der Sequenz wird
hier eine weitere, sog. nested PCR, angeschl@ggerEine weitere Funktion der nested PCR
ist die Bildung von biotinilierten DNA-Abschnitteje durch die Verwendung biotinilierter
Primer erfolgt. Dies ist fur die spatere Herstefjumon einzelstrangigen DNA-Vorlagen
notwendig, die fur die Pyrosequenzierung bendtigtden.

Die Benutzung eines unublich groRen Ansatzvolumeos 80 pl ist auch durch die
Anforderungen der Pyrosequenzierung bedingt, déSpruenzierung ein Volumen von 30 pl

nested-PCR-Produkt verwendet werden muss.

37



3.5.5.1 PCR des p88-Gens
A. 1.PCR(108)

Primer H METP 66F: 5 -TTA GAT TAT TAG TTG TTT GTAAG GGT GA-3°

(auf 10 pmol/ul verdinnt)
Primer H METP 66B: 5"-AAA AAC CAA ACA AAA AAT ATC CCC AAA CCC-3

(auf 10 pmol/ul verdinnt)

25 pl Ansatz: PCR-Reaktionspuffer (10x konz.+NyC 2,5 pl
dNTP-Mix (2,5 mM) 2,5 ul
Primer 66F (10 pmol/ul) 1,25 pl
Primer 66B (10 pmol/ul) 1,25 pl
Wasser, steril 15,0 ul
Taq DNA Polymerase (1 U/ul) 0,5 pul
DNA-Gemisch (nach Bisulfit-Modifikation) 2,0 pl
Zyklus 1 96°C — 2 min Aufschmelzung der Steing

54°C — 1 min Primeranlagerung
72°C — 1 min Polymerisation
18°C - 0 min Abkuhlen

Zyklus 2-34 96°C — 1 min
54°C — 1 min
72°C — 1 min

Zyklus 35 96°C — 1 min
54°C — 1 min
72°C — 7 min
6°C — 0 min
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B. Nested PCK108)

Primer P66-Nested-US: 5-TTT GTA TAG GGT AGG GGA G&’

(auf 10 pmol/ul verdinnt)

Primer P66-Nested-DS: Biotin-5"-CAA CTC AAA CCC AABAA TT-3’

(auf 10 pmol/ul verdinnt)

80 ul Ansatz:

PCR-Reaktionspuffer (10x konz.+NyyC 8,0 ul
dNTP-Mix (2,5 mM)

Glycerin (KIKI

)

Primer US (10 pmol/ul)
Primer DS (10 pmol/ul)

Wasser, steril

Taq DNA Polymerase (1 U/ul)
DNA-Gemisch (nach 1. PCR)

Zyklus 1

Zyklus 2-34

Zyklus 35

96°C — 2 min
54°C — 1 min
72°C — 1 min
18°C - 0 min

96°C — 1 min
54°C — 1 min
72°C — 1 min

96°C — 1 min
54°C — 1 min
72°C — 7 min
6°C — 0 min
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8,0 ul

0,72 pl
3,2 ul
3,2 ul
51,81 pl
2,4 ul
2,67 pl

Aufschmelzung der Steing
Primeranlagerung
Polymerisation

Abkuhlen



3.5.5.2 PCR der LINE-1-DNA-Abschnitte
A. 1.PCR(46)

Primer Methyl 1: 5°-TTT TTT GAG TTA GGT GTG GG-3’

(auf 10 pmol/ul verdinnt)

Primer Methyl 2: 5°-GGG ACA CCG CTG ATC GTT TAT CTACT AAA AAA
TAC CAA ACA A-3

(auf 10 pmol/ul verdinnt)

25 pl Ansatz: PCR-Reaktionspuffer (10x konz.+NyC 2,5 pl
dNTP-Mix (2,5 mM) 2,5 ul
Primer 1 (10 pmol/ul) 0,5 ul
Primer 2 (10 pmol/pl) 0,5 pul
Wasser, steril 17,25 pl
Taqg DNA Polymerase (1 U/ul) 0,5 ul
DNA-Gemisch (nach Bisulfit-Modifikation) 1,29 u

Zyklus 1-36 96°C — 2 min Aufschmelzuregy &trange
50°C - 45 sec Primeranlagerung

72°C — 30 sec Polymerisation

Zyklus 37 72°C — 10 min
6°C — O min Abkiihlen
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B. Nested PCR(46)

Primer Methyl 1: 5°-TTT TTT GAG TTA GGT GTG GG-3’

(auf 10 pmol/ul verdinnt)

Primer Met-Universal 3: Biotin-5-GGG ACA CCG CTGIR GTT TA-3°
(auf 10 pmol/ul verdinnt)

70 pl Ansatz: PCR-Reaktionspuffer (10x konz.+NyyC 7,0 pl
dNTP-Mix (2,5 mM) 7,0 ul
MgCh 1,4 pl
Primer 1 (10 pmol/ul) 2,8 ul
Primer 3 (10 pmol/ul) 2,8 ul
Wasser, steril 45,5 pul
Taq DNA Polymerase (1 U/ul) 1,4 pl
DNA-Gemisch (nach 1. PCR) 2,1 ul

Zyklus 1-36 96°C — 2 min Aufschmelzuregy &trange
50°C — 45 sec Primeranlagerung

72°C — 30 sec Polymerisation

Zyklus 37 72°C — 10 min
6°C — Omin Abkuhlen
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3.5.6 Gelelektrophorese zur Kontrolle der PCR-kdfiz

Das fur die Elektrophorese bendtigte zweiprozen@géwird aus 2 g Universal-Agarose und
100 ml 1xTBE-Puffer hergestellt. Die in einem Ereyerkolben gemischten Bestandteile
werden mit einem Magnetriihrstdbchen auf der Magmgthatte unter Rihren aufgekocht.
Sobald das Gel kocht und ein klares Aussehen besiid der Erlenmeyerkolben von der
Magnetheizplatte genommen und in einem wassergaiiBecherglas auf 60°C abgekunhlt.
Das Magnetriuhrstabchen wird mit einem Magnetriibcdténentferner herausgenommen,
danach 12l einprozentige Ethidiumbromidlésung zugefiigt undoth Schwenken gemischt.
Das Gel wird nun in die bereits zusammengebauterk@ngegossen, entstehende Luftblasen
mit einer Kanule entfernt und so fiir ca. 20 Minutener einem Abzug abgekuhlt. Nachdem
das Gel fest geworden ist werden die Kammerwantferahund das fertige Gel in die mit
1XTBE-Puffer geflllte Gelelektrophoresekammer Uil

Es werden dann 12 pl des aus 2,5 pl Stop-Mix und BCR-Produkt bestehenden Gemischs
in die im Gel befindlichen Geltaschen (sog. ,Siptgpettiert.

Auf der &uRersten Position (Abb. 3.3: ganz rectldsy Gels werden 12 1-KB-
Langenmarker eingeflllt um die Beurteilung zu ertiobgn. Die Position der anderen
Proben wird schriftlich festgehalten. Anhand eiv&sgleiches mit dem Marker kann die
Lange der zu messenden Probe ermittelt oder veeglieverden. Nun wird 125 V Spannung
bei einer Stromstarke im Milliamperebereich angelegl die DNA-Strange trennen sich im
elektrischen Feld auf. Nach maximal 30 Minuten witi@ Elektrophorese beendet. Zur
Dokumentation wird das Gel nun in der Dunkelkammerch einen UV-Transilluminator
durchleuchtet und abfotografiert. Ein Beispiel zéigb. 3.3.

Abb. 3.3: PCR-Kontrolle im Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegel
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3.5.7 Pyrosequenzierung

Fir die Durchfiihrung der Pyrosequenzierung misgedappelstrangigen PCR-Produkte in
eine einzelstrangige DNA-Vorlage, ein sogenanntdAXemplate, umgewandelt werden.
Ein Einzelstrang ist notwendig, weil nur an eineimzEIstrang Sequenzierprimer binden
konnen. Die einfachste und zugleich robusteste dtkiwird von Rhonagi et al. beschrieben
(89). Das PCR-Produkt, das einen 5'-biotiniliert8trang besitzt, wird an Streptavidin-
beschichteten Sepharose-Beats gebunden. Der nathtiierte Strang wird durch
Behandlung mit NaOH abgeldst und vom am Streptawgebundenen Strang getrennt. Durch
einen Waschvorgang wird der pH-Wert wieder neut@ddnn werden die Beats mit
gebundenem Einzelstrang in eine Pufferlosung tesiest, in der nun der Sequenzierprimer
an den Einzelstrang gebunden wird. Diese Anlageuatigieht sich unter Erhitzen auf 70°C
und anschlieRendes Abkuhlen auf Zimmertempera®)t (Bas zugrunde liegende Prinzip der
real-time-Sequenzierung beinhaltet wie bereits oleeldutert, die Hybridisierung des
Sequenzierprimers mit dem einzelstrangigen DNA-Tlatep und weiterhin noch der
Inkubation mit den Enzymen DNA-Polymerase, ATP-Guliase, Luziferase und Apyrase,
sowie den Substraten Adenosin-5’-Phosphosulfat JABSd Luziferin (114). Da das
Reaktionsgemisch noch keine Nukleotide enthaltldvisich der DNA-Protein-Komplex aus,
allerdings kommt es noch nicht zu einer ElongatiBntsprechend der bekannten DNA-
Sequenz wird die Pipettierreihenfolge programmierDas erste der vier
Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTP) wird zum Remsansatz pipettiert.

Die Bezeichnung dNTP dient der vereinfachten Etkigrdes Reaktionsablaufes. Es werden
Desoxycytosintriphosphat, Desoxythymidintriphosphaind Desoxyguanosintriphosphat
verwendet. An der Stelle von Desoxyadenosintriphaspvird Desoxyadenosin-Thio-5'-
Triphosphat (dATRS) benutzt, da dieses Nukleotid-Analogon von derAERblymerase
eingebaut, aber nicht von der Luziferase benutzt@rekann.

Durch die Verwendung von dAHS statt dATP wird sichergestellt, dass die Luzgeraur
diejenigen ATP umsetzt, die in der Sulfurylase-kaiarten Reaktion entstanden sind. Bei
dieser Reaktion findet auch die Umwandlung von farzi zu Oxoluziferin statt. Dies
ermdglicht, dass nur die aus der Sulfurylase-katatten Reaktion entstehenden ATP zur

Quantifizierung beitragen und es nicht zu Uberlaggseffekten kommt.
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Abb. 3.4: Pyrosequenzierung (Quelle: Biotage)

Wie Abb. 3.4 schematisch zeigt, katalysiert die DRélymerase den Einbau des dNTPs,
wenn es komplementéar zu der Base auf dem DNA-Tdampt. Da bei jedem Einbau

Pyrophosphat (PPi) freigesetzt wird, ist die Meagd®Pi direkt proportional zu der Menge an
eingebauten dNTPs. Ist die Menge von PPi doppelth@ch wie bei einem einfachen

Ausschlag kann man davon ausgehen, dass im DNA-a&pwei zum gerade aktuell

zugesetzten dNTP komplementare Basen direkt auf@areolgen.

Polymerase

(DNA), +dNTP > (DNA):1 + PR

Die ATP-Sulfurylase katalysiert jetzt in Gegenwdes APS die quantitative Umwandlung
des Pyrophosphates zu Adenosin-5’-Triphosphat (ADR)ses ATP ist wiederum fiur die
enzymatische Umwandlung von Luziferin zu Oxoluiifedurch das Enzym Luziferase
notwendig. Bei der Reaktion von Luziferin zu Oxofagn wird ein Lichtquant im

sichtbaren Bereich des Lichts freigesetzt, welch#®iner Kamera registriert werden kann.

Sulfurylase

APS + PPi > ATP

Luziferin + ATP - Oxoluziferin + Lichtquant

Luziferase
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Die Menge der gemessenen Lichtquanten ist direipgotional zur Menge der umgesetzten
ATP und da deren Zahl wiederum direkt proportional Menge von Pyrophosphat und damit
auch zur Zahl der eingebauten dNTP ist, kann mardzahl der eingebauten Nukleotide auf
diesem indirekten Weg bestimmen. Die nicht eingedradNTP und die Uberschissigen ATP
werden durch die Apyrase kontinuierlich degradiesttdiese abgeschlossen, kann das nachste

der vier dNTP zugesetzt werden.

Apyrase
dNTP > dNDP + dNMP + Phosphat
ATP > ADP + AMP + Phosphat
Apyrase

Nachdem nun alle dNTP einzeln und in der entspretdme Reihenfolge zu dem

Reaktionsgemisch gegeben wurden, erhalt man eensogtes Pyrogramm (pyrografi.

Die praktische Durchfihrung der Pyrosequenzierustgfiir die Bestimmung der CpG-
Methylierung in p66™ und fur LINE-1 identisch. Es werden die Reagenzien Biotage,

Uppsala, Schweden benutzt, die fir die quantitadivalyse der CpG-Methylierung erhéltlich
sind. Die Enzymmixtur, die Substratmixtur und diakéotide werden in die Kartusche des
Sequenziergerates geflllt. Die notwendige Mengenkaor dem Versuchslauf durch die

Software des Pyrosequenzierers berechnet werden.

Fur eine Reaktion werden 37 pl Bindungspuffer, Bgpharosebeats und 10 ul destilliertes
Wasser bendtigt. Je nach Anzahl zu untersuchendéePR wird ein entsprechender Ansatz
hergestellt. Dieser Ansatz wird auf die KammerreeiReaktionsplatte (PCR-Platte) verteilt
und je 30 pl nested-PCR-Produkt hinzugefiugt. Diatt®l wird mit einer Klebefolie
verschlossen und bei Zimmertemperatur und 1400fipd Minuten geschattelt.

In der Zwischenzeit erfolgt die Verteilung der Seqzierprimer zu je 40 pl auf die Kammern
einer weiteren Reaktionsplatte (PSQ-Platte). FéirAdialyse der CpG-Methylierung in p86é
wird hier der Sequenzierprimer S1 fir die +16- H&B-Position und Sequenzierprimer S2
fur die —78-Position verwendet. Um die CpG-Methyligg in LINE-1 zu bestimmen, wird
der Sequenzierprimer S5 benutzt (Basensequenz 3igHerimer fur die Sequenzierung). Ist
das funfminitige Schuitteln abgeschlossen, werdaedeb®latten in der Vacuum Prep
Workstation platziert (s. Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Vacuum Prep Workstation (Quelle: Biotage)

Das sich an die Sepharose gebundene nested-PCRkPvadd mittels einer Vakuumpumpe

aufgesaugt. Die beladenen Sepharosebeats bleilegmeinkleinporigen Membran des Gerates
hangen und werden dort im ersten Schritt 2 - 3 Seéén mit Ethanol behandelt, danach folgt
die Denaturierung mit NaOH fir weitere 2 — 3 Selamdind dann eine Waschphase mit
Waschpuffer, die 5 - 6 Sekunden dauert. Die Vakuumyge wird abgestellt und die

beladenen Beats durch kraftiges Schutteln in di€Q-Ptte befordert, in der sich die
Sequenzierprimer anlagern kénnen. Die folgende iR@ngy des Vakuumkopfes mit dem
vorhandenen Wasser wird in Schale 4 durchgefuhrt.

Die PSQ-Platte wird dann fur 3 Minuten auf 70°C @&mwt und danach fur 3 Minuten bei
Zimmertemperatur abgekuhlt. Nach Ablauf dieser Zeiird die PSQ-Platte im

Sequenziergerat eingesetzt und die Analyse geistarte
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3.5.7.1 Methylierung p6&°

Die zu analysierenden Sequenzen sind hier:
- fur die Positionen +16 und +23:
5-AGA GGT TTT AC/T(+16)G TTG GQC/T(+23) GGG GAT-3"
- fir die Position —78:
5-TTG TTT TTAC/T(-78)GA TT-3’
Fur die quantitative Auswertung sind die Desoxytiyie und Desoxythymidine an Stelle —78,
+16 und +23 der Basensequenz vonsf&@levant. Die Positionen +16 und +23 werden tber
den Sequenzierprimer S1, die Position —78 uber $sguenzierprimer S2 analysiert. Die
CpG-Methylierung wird durch die Ermittlung der pestualen Anteile von Desoxycytidin an

allen drei Positionen und die darauffolgende Bilgldies Mittelwertes bestimmit.

3.5.7.2 Methylierung LINE-1

Die zu analysierende Sequenz lautet hier:

5-TTC/T(+329) GTG GTG C/T(+322)GT C/T(+319)GT TTT TTA AGT
CIT(+307)GG TTT GAA AAG-3’

Hier sind die prozentualen Anteile der Desoxycyt&dim Vergleich mit Desoxythymidin an
den Stellen +329, +322, +319 und +307 relevant.

Die Hohe der Peaks wird in eine Exceldatei umgewhinehd der Mittelwert berechnet. Im
Gegensatz zur Berechnung fiir p&énuss bei LINE-1 die Basenabfolge beachtet werben.

sich unmittelbar vor den ausgewerteten Positiotemfalls Desoxythymidine befinden, muss
dies in der Berechnung beriicksichtigt werden, inddien Summe durch die Anzahl der
voranstehenden Desoxythymidine +1 geteilt wird. @gtere Berechnung erfolgt dann fr
p66°"°und LINE-1 analog. Der Mittelwert der DesoxycytidPeakhdhe entspricht der Anzahl
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methylierter Desoxycytidine und kann als MaR fie @pG-Methylierung in p68° bzw.
LINE-1 angenommen werden. In Abb. 3.6 wird zur Ve@haulichung eine Quantifizierung
der prozentualen Anteile von Desoxycytidin in d&861i-Promotorregion durchgefiihrt.

120 I

4 .' 20.8 % ’.- ™ |
116+ i / \ | 1=, ' !

; . - 27.9 % 28.9 %
1141 1 ] B 140 i ’_\ i 4 .r_\
112 1 | 130 b 1 g |
110 190
108wl 1 \ 1 L | |

L 110} = 5 _§ — - - -

¥ A £ ! G o r £ N T & & 6 & 1
Position: -78 bp Positions: +16, 23 bp

Position -78 bp: 20,8% —
Position +16 bp: 27,9% —Methylierung in der Promotorregion = (20,8 + 27,9 +28,9)/3
Position +23 bp: 28,9% — =2587%

Abb. 3.6: Quantifizierung der prozentualen Anteile von Desoxycytidin am Beispiel p66°™

3.5.8 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der gewonnenen Datéolgércomputerunterstiitzt mit dem
Programm SPSS 14.0 (Release 14.0.0) von LEADTOOE®AN. Technologies (Lizenz

9836115). Die Ergebnisse werden anhand eines & Té@stunverbundene Stichproben, bzw.
beim Vergleich mehrerer Stichproben mittels eineNOVA (Analysis of Variation)

ausgewertet. Die Voraussetzung fur die Durchfuhrdieger beiden Tests, Normalverteilung
und Gleichheit der Varianzen werden durch den Kglonov-Smirnov-Anpassungstest und
durch den Levene-Test auf Varianzengleichheit ¢esic Bei nicht vorliegender

Normalverteilung einer Variablen erfolgt die Lodhmierung der betreffenden Werte zur
Basis e. Die Feststellung von Korrelationen zwiscden Variablen und der Methylierung
wird zusatzlich Uber eine ruckwartsgerichtete Regjonsanalyse getroffen. Weitere
Korrelationen der Werte untereinander werden nmsitteliner Spearman-Rho-Analyse
bestimmt. Zur Bestatigung der Strukturgleichheit @&xuppen werden die vorbekannten
Serumwerte in einer Tabelle gegenibergestellt uied Merkmalsverteilung auf gleiche
Voraussetzungen fir beide Stichproben untersuchile AAuswertungen legen ein
Signifikanzniveau von 0,05 zugrunde, als hochsilgaift gelten Korrelationen mit einem

Signifikanzniveau von 0,01.
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4. Ergebnisse

4.1 Homogenitdt der Stichproben

In der vorliegenden Arbeit wurden 40 Patienten hkiihisch nachgewiesener Koronarer
Herzerkrankung (KHK) und 40 Kontrollen auf das \egen von Unterschieden hinsichtlich
der Methylierung in den Promotorabschnitten von Spbéund, als Marker fur die
Methylierung des Gesamtgenoms, LINE-1 untersucht.

Die Prifung der Hypothesen setzt den statistisstergleich zwischen den Gruppen voraus.
Nach der Prifung auf Einhaltung von Ein- und Ausssskriterien wird nun die Auspragung
weiterer Einflussfaktoren gegenibergestellt, um Sieukturgleichheit beider Stichproben
nachzuweisen. Fir die Altersverteilung zeigt sggnauso wie fur die Geschlechtsverteilung,
kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen

Kontrollgruppe KHK-Patienten Gesamt
mannlich 29 28 57
weiblich 11 12 23
Gesamt 40 40 80

Tab. 4.1: Geschlechterverteilung in der KHK- und Kontrollgruppe

Kontrollgruppe KHK -Patienten

Anzahl

50 60 70
Alter Alter

Abb. 4.1: Altersverteilung in der KHK- und Kontrollgruppe

Den Median der Serumwerte fir Folséure, Vitamin BQreaktives Protein (CRP),
Kreatinin, LDL, HDL und Gesamtcholesterin zeigt €4é 4.2. Im Vergleich zwischen KHK-
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Patienten und Kontrollgruppe sind keine signifilkantUnterschiede vorhanden. Dies gilt auch
fur die Verteilung der MTHFR-Genotypen.

Fir die Gruppe der KHK-Patienten konnten im Vewdiemit der Kontrollgruppe signifikant
hohere Homocysteinwerte ermittelt werden. Diese e&nknis konnte bereits in der
vorhergehenden Arbeit gewonnen werden, aus deerRati und Kontrollen konvertiert
wurden. Gerade im Hinblick auf die mogliche Auswing des Homocysteins auf die DNA-
Methylierung ist dieser Unterschied interessant widd in Abschnitt 4.3.6 untersucht.
Innerhalb der Gruppe der KHK-Patienten wurden dgekftonsfraktion und der KHK-Grad in
die Betrachtung einbezogen, wobei der KHK-Grad atigiographisch gesicherte Diagnose

hinsichtlich der Zahl der betroffenen Koronaragarbeschreibt.

(Labor-)parameter | Einheit Median (5.Perzentile; 95.Perzentile)
Kontrollgruppe KHK-Patienten
Folsaure ng/ml 7,7 (3,36; 22,5) 7,55 (3,73; 14,66)
Homocystein pmol/l 11,4 (6,94; 20,43) 15,42* (5,26; 41,2)
Kreatinin mg/dl 0,95 (0,6; 1,49) 0,845 (0,6; 2,26)
HDL-Cholesterin mg/dl 46,5 (30; 85) 41,5 (24,15; 64)
LDL-Cholesterin mg/dl 150,5 (97,15; 228,15) 140 (82,2; 246,5)
Gesamtcholesterin mg/dl 236 (166; 290,9) 209 (127,75; 325,1)
Vitamin B12 pg/ml 368,5 (229,8; 738,15) 385,5 (204,5; 982,15)
C-reaktives Protein mg/l 4,65 (0,12; 12,38) 6,6 (0,015; 109,26)
Alter Jahre 67,5 (52; 74,95) 68 (50; 77,95)

Tab. 4.2: In die Untersuchung einbezogene Laborparameter und Alter in der KHK-Patienten-Gruppe

und der Kontrollgruppe. *Signifikanz auf 5%-Niveau

Die Beobachtungsgleichheit wird durch die maschen@luswertung im Pyrosequenziergerat
und durch exakte Gleichbehandlung der Proben dBezthtung einer konstant bleibenden
Arbeitsvorschrift gesichert. Die Arbeitsvorschiiftirde im Rahmen der Studie formuliert.

Fir die Sicherstellung einer ausreichenden Praziswirde bei jedem Probenlauf eine
Préazisionskontrolle mitgefuhrt. Aufgrund des holBsdarfs an Material erfolgten im Laufe

der Studie Wechsel auf andere Prazisionskontrolurch die geringen Streuungen der
Werte kann von ausreichender Prazision ausgegamgeaten. Zur Verminderung zufalliger

Fehler wurden die ermittelten Ergebnisse fir dighvigerung mit einem Wichtungsfaktor

multipliziert. Dieser Wichtungsfaktor errechnetlsiaus der Division der Werte fir die mit

dem jeweiligen Lauf mitgefihrte Prazisionskontroflerch den Mittelwert fur alle Werte

50



dieser Prazisionskontrolle. Der Wichtungsfaktort gilann nur fur die Proben, deren

Methylierungsgrad gleichzeitig mit der zugeordnd®eazisionskontrolle ermittelt wurde.

Variationskoeffizient Methylierung p66 she Bisulfit-Modifikation vom:
Kontrolle 1 18,49 22.09.05
Kontrolle 1 17,69 28.10.05
Kontrolle 1 5,931 17,72 04.11.05
Kontrolle 1 20,33 11.11.05
Kontrolle 1 19,18 25.11.05
Kontrolle 2 0,571 19,73 28.10.05
Kontrolle 2 19,89 23.12.05
Kontrolle 3 18,59 22.09.05
Kontrolle 3 9,372 21,76 23.02.06
Kontrolle 3 18,50 24.02.06
Kontrolle 3 17,70 20.04.06
Kontrolle 4 6,445 19,73 26.07.05
Kontrolle 4 18,01 20.04.06
Kontrolle 5 15,970 15,20 25.08.05
Kontrolle 5 19,07 20.04.06

Tab. 4.3: Prazisionskontrollen fur die Messung der Promotormethylierung von p66

Variationskoeffizient = Standardabweichung x 100 / Mittelwert

She

- . Methylierung TS ZLgeliiing] ZU
Variationskoeffizient LINE-1 Modifikation jeweiligen Lauf
vom: (geordnet n. 1. PCR)
Kontrolle 1 83,525 25.11.05 1. PCR vom 25.05.06 |
Kontrolle 1 77,9 22.09.05 1. PCR vom 25.05.06 I
Kontrolle 1 81,875 04.11.05 1. PCR vom 06.06.06 |
Kontrolle 1 4,801 79,975 11.11.05 1. PCR vom 06.06.06 |
Kontrolle 1 89,725 25.11.05 1. PCR vom 26.06.06 |
Kontrolle 1 79,175 25.11.05 1. PCR vom 26.06.06 I
Kontrolle 1 80,625 25.11.05 1. PCR vom 26.06.06 llI
Kontrolle 2 6,309 78,15 23.12.05 1. PCR vom 26.06.06 |
Kontrolle 2 71,475 23.12.05 1. PCR vom 25.05.06 I
Kontrolle 3 79,775 23.02.06 1. PCR vom 26.06.06 llI
Kontrolle 3 1,319 77,3 24.02.06 1. PCR vom 26.06.06 IV
Kontrolle 3 78,675 20.04.06 1. PCR vom 28.06.06 |
Kontrolle 3 78,15 12.07.06 1. PCR vom 14.07.06 |
Kontrolle 5 4.241 79 20.04.06 1. PCR vom 28.06.06 |
Kontrolle 5 74,4 20.04.06 1. PCR vom 25.05.06 |
Kontrolle 6 2.403 79,01 26.07.05 1. PCR vom 25.05.06 |
Kontrolle 6 76,37 26.07.05 1. PCR vom 14.07.06 |
Kontrolle 7 0,085 74,95 28.10.05 1. PCR vom 25.05.06 I
Kontrolle 7 74,86 28.10.05 1. PCR vom 28.06.06 |

Tab. 4.4: Prazisionskontrollen fur die Messung der Methylierung in LINE-1

Variationskoeffizient = Standardabweichung x 100 / Mittelwert
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Die ebenfalls mitgefiihrten Negativkontrollen zergtbei allen Auswertungen auch ein

negatives Ergebnis.

4.2 VVoraussetzungen fir den T-Test bzw. ANOVA
4.2.1 Kontrollgruppe

Der Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest zeigt dadi®gens einer Normalverteilung fur:

- Methylierung LINE-1 - LDL-Cholesterin

- Methylierung p68° - HDL-Cholesterin

- Homocystein - Gesamtcholesterin
- Alter - Vitamin B12

- Kreatinin -CRP

Nicht normalverteilt sind die Serumwerte fir Fol&u Zur Herstellung einer
Normalverteilung werden die Werte in der zur Basigarithmierten Form angegeben, in

welcher dann von einer Normalverteilung ausgegamgaden kann.

(Labor-)parameter [elmogaei-shinesz
Asymptotische Signifikanz (2-seitig)
Homocystein 0,292
Folséure 0,038*
Alter 0,469
Methylierung LINE-1 0,994
Kreatinin 0,671
HDL 0,052
LDL 0,840
Gesamtcholesterin 0,586
Vitamin B12 0,219
CRP 0,855
Methylierung p66°" 0,400
IgKreatinin 0,770
IgHDL 0,434
IgVitamin B12 0,786
IgCRP 0,795

Tab. 4.5: Prufung der Normalverteilung innerhalb der Kontrollgruppe. *Signifikanz auf 5%-Niveau
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4.2.2 KHK-Patienten

In der Gruppe der KHK-Patienten kdnnen als nornrédle angenommen werden:

- Methylierung LINE-1 - HDL-Cholesterin

- Methylierung p68™ - LDL-Cholesterin

- Homocystein - Gesamtcholesterin
- Folsaure - Vitamin B12

- Alter - Ejektionsfraktion

Nicht normalverteilt sind die Werte fur Kreatininndi CRP. Zur Herstellung einer
Normalverteilung werden auch hier die Werte in dar Basis e logarithmierten Form

angegeben, in welcher dann ebenfalls von einer Blverteilung ausgegangen werden kann.

Kolmogorov-Smirnov-Z
(Labor-)parameter Asymptotische Signifikanz (2-seitig)

Homocystein 0,140
Folséure 0,401

Alter 0,453
Methylierung LINE-1 0,971
Kreatinin 0,004**

HDL 0,794

LDL 0,633
Gesamtcholesterin 0,889

Vitamin B12 0,361

CRP <0,001**
Ejektionsfraktion 0,740
Methylierung p66°" 0,553
IgKreatinin 0,092

IgHDL 0,707
IgVitamin B12 0,987

IgCRP 0,511

Tab. 4.6: Prufung auf Normalverteilung innerhalb der KHK-Gruppe. **Signifikanz auf 1%-Niveau

Zur Anwendbarkeit im T-Test werden also Kreatin@RP und Folsaure in der zur Basis e
logarithmierten Form verwendet.

Die Varianzengleichheit wird in Form eines Leveres{s ermittelt, der fur die Stichproben
im Zuge des T-Tests durch SPSS durchgefiihrt wiat. Nlachweis der Varianzengleichheit

erfolgt also in Kombination mit dem T-Test und wirei jedem Test einzeln aufgefihrt.
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4.3 Statistische Bewertunqg der Ergebnisse

4.3.1 Methylierung in den LINE-1 als Maf fir diesaemtmethylierung

Zur Bestimmung der Gesamtmethylierung werden vigGDinukleotide aus den repetitiven
LINE-1-Elementen untersucht. In der durchgefuhrt&yrosequenzierung wird die
Methylierung Uber den Anteil von nach Bisulfit-Md&idation unverdndert vorliegendem
Cytosin an den Positionen +307, +319, +322 und 4823immt. Der aus diesen vier Stellen
gebildete Mittelwert kann als Surrogatmarker fie dilethylierung des gesamten Genoms
herangezogen werden. Den errechneten Median zaigll€ 4.7. Die Methylierung in LINE-

1 liegt im Vergleich zwischen der KHK-Gruppe und d#@ntrollgruppe auf ahnlich hohem
Niveau.

Median (5.Perzentile; 95.Perzentile)
Laborparameter Einheit
P KHK-Patienten Kontrollgruppe
Methylierung LINE-1 % 78,545 (71,63; 86,99) 80,04 (74,82; 86,54)

Tab. 4.7: Methylierung von LINE-1 in den untersuchten Populationen

85,007

80,00™

75,00™

Methylierung LINE-1

70,007 1 |
Kontrollen KHK-Patienten

Testkollektiv

Abb. 4.2: Methylierung in LINE-1 in der KHK-Patienten-Gruppe und der Kontrollgruppe
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In Abbildung 4.2 werden die ermittelten Werte atsxplot dargestellt. Die zur Durchfiihrung
eines T-Tests notwendige Varianzengleichheit wiitteds Levene-Test bestétigt. Der sich
anschlieBende T-Test auf Mittelwertgleichheit ergiimen p-Wert von 0,252 (Tab. 4.8). Es
besteht demnach kein signifikanter Unterschied awés den Gruppen im Hinblick auf die
Methylierung in LINE-1.

Levene-Test der

Vel e T-Test fur die Mittelwertgleichheit

Ve = = =
Signifikanz T 95%-Konfidenzintervall der Differenz Signifikanz
Untergrenze Obergrenze
Methylierung
LINE-1 0,080 1,15 - 2,6407 0,252

Tab. 4.8: Ubersicht tiber Levene-Test und T-Test fur die Mittelwertgleichheit im Bezug auf die
Methylierung in LINE-1

4.3.2 Promotormethylierung des p86Gens

Zur Quantifizierung der Promotormethylierung de$16Gens wird die Methylierung der
CpG-Dinukleotide an Position -78, +16 und +23 nistteyrosequenzierung bestimmt. Der
Mittelwert der an diesen drei Positionen gemessé&metiylierung wird zu Einschatzung der
Promotormethylierung von p8& herangezogen. Im Vergleich mit der Kontrollgrupstefiir
die KHK-Patienten kein unterschiedliches Methylregsniveau zu erkennen. Der Median
liegt fur die KHK-Patienten bei einem Methylieruggad von 18,57% und bei den Kontrollen
bei 18,51% (Tab. 4.9).

Median (5.Perzentile; 95.Perzentile)

Laborparameter Einheit
P KHK-Patienten Kontrollgruppe

Methylierung p66°™ % 18,57 (9,86; 24,91) 18,51 (11,48; 29,83)

Shc

Tab. 4.9: Promotormethylierung des p66™~ "-Gens in den untersuchten Populationen
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30,007

25,00

20,00™

15,007

Methylierung p66 S"

10,007

| I
Kontrollen KHK-Patienten

Testkollektiv

Abb. 4.3: Promotormethylierung von p66Shc bei KHK-Patienten und Kontrollen

Die graphische Darstellung in Abb. 4.3 verdeutlidas ahnlich hohe Methylierungsniveau in
KHK- und Kontrollgruppe. Durch eine Signifikanz vof,19 im Levene-Test auf

Varianzengleichheit sind die Voraussetzungen fileriT-Test erfillt. Die Durchfiihrung des
T-Tests ergibt einen p-Wert von 0,217.

Levene-Test der

Ve e T-Test fur die Mittelwertgleichheit

e : : :

S T 95%-Konfidenzintervall der Differenz S
Untergrenze Obergrenze

2";&2,}2"”””9 0,19 1,24 i 3,4368 0,217

Tab. 4.10: Ubersicht ber Levene-Test und T-Test fir die Mittelwertgleichheit im Bezug auf die
Promotormethylierung von p66Shc

Im Vergleich des Methylierungsniveaus in der P6®romotorregion ist somit kein

signifikanter Unterschied zwischen KHK-Patientenl ifontrollen nachweisbar.
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4.3.3 Einfluss der Anzahl der beteiligten GefaRdRiamnmen der Methylierung

Zusatzlich wird die berechnete Methylierung nachrrlationen mit dem KHK-Grad
untersucht. Abbildung 4.4 zeigt die MethylierungdiNE-1 in Abhangigkeit von der Anzahl
der betroffenen KoronargefafRe. Dabei steht O féiradigehoérigen der Kontrollgruppe (n=40),
1 fur KHK-Patienten mit einem beteiligten Koronaéf&e und dementsprechend 2 und 3 fur
Patienten mit 2- bzw. 3-Gefal3-KHK. 15 Patienteddei an einer 1-Gefal3-KHK, 11 Patienten
an einer 2-GefaR-KHK und 14 Patienten an einer f&G&HK. In der Oneway ANOVA
ergibt sich ein Signifikanter Unterschied zwiscimeimdestens zwei Gruppen (Tab. 4.11). Zur

genaueren Spezifizierung wird eine Untersuchun¢etaiScheffé-Prozedur durchgefiihrt.

85,00™

80,00

75,00 F
| | |
1 2 3

70,00

Methylierung LINE -1

L]
0

KHK-Grad/Anzahl der beteiligten Koronargefalle

Abb. 4.4: Methylierung in LINE-1 in Abh&angigkeit von der Anzahl der betroffenen Koronargefafie

Zwischen den Gruppen: Signifikanz
Methylierung LINE-1/KHK-Grad 0,027*
Mdgliche Auspragung
Methylierung LINE-1 stetige Variable
KHK-Grad 0, 1, 2 oder 3 beteiligte Koronargefalie

Tab. 4.11: Abhangigkeit der Methylierung in LINE-1 vom KHK-Grad. *Signifikanz auf 5%-Niveau
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Die dabei

Kontrollgruppe und der Gruppe der KHK-Patienten mitei beteiligten Koronargefalien

berechneten Ergebnisse zeigt Tabelle . 4142 Vergleich zwischen der

ergibt sich ein signifikant niedrigeres Methyliegsmiveau in den LINE-1-Elementen.

95%-Konfidenzintervall

KHK-Grad KHK-Grad Standardfehler Signifikanz
Untergrenze Obergrenze
0 1 1,0943 0,987 - 3,530
2 1,2305 0,046* 0,0464 7,083
3 1,1224 0,982 - 2,745
1 0 1,0943 0,987 - 2,727
2 1,4348 0,192 -0,9390 7,265
3 1,3431 0,937 - 2,975
2 0 1,2305 0,046* - -0,464
1 1,4348 0,192 - 0,9390
3 1,4563 0,062 - 0,1353
3 0 1,1224 0,982 - 3,673
1 1,3431 0,937 - 4,705
2 1,4563 0,062 -0,1353 8,192

Tab. 4.12: Ubersicht Scheffé-Prozedur. Abh&ngige Variable ist

*Signifikanz auf 5%-Niveau

58

die Methylierung

in LINE-1.




Eine so unterschiedliche Methylierung lasst siahghgen im Bereich des p&&Promotors
nicht nachweisen. In Abb. 4.5 werden die &hnliciMethylierungsniveaus anschaulich

dargestellt. In der durchgefiihrten Oneway ANOVAI{T4.13) errechnet sich ein p-Wert von
0,616.

30,00

25,00

20,00

Methylierung p66 ="

15,00

10,00

T Ll Ll Ll
0 1 2 3

KHK-Grad/Anzahl der betroffenen Koronargefal3e

Abb. 4.5: Promotormethylierung von p66Shc in Abhangigkeit von der Anzahl der betroffenen

Koronargefalle

Zwischen den Gruppen: Signifikanz
Methylierung p66°"*/KHK-Grad 0,616

Mdgliche Auspragung
stetige Variable
0, 1, 2 oder 3 beteiligte Koronargefalie

Methylierung p66°"
KHK-Grad

Tab. 4.13: Abhangigkeit der Promotormethylierung von p66ShC vom KHK-Grad

Fiar weitere Analysen wird eine Spearman-Rho-Koti@iganalyse durchgefuhrt, bei der die
Korrelationen zwischen allen Variablen Gberprift wer@ehe Tabelle 4.18).
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4.3.4 Korrelation zwischen der Promotormethylierurmm w66 und der Methylierung in
den LINE-1

Bei der direkten Gegentiberstellung der Promotoryfietting p66™ und der Methylierung
LINE-1 konnte keine erkennbare Abhéngigkeit nactigean werden. Im Vergleich beider
Methylierungsraten zeigt sich eine Korrelation riiorrelationkoeffizient = -0,107 und
Signifikanz (2-seitig) von 0,345. (siehe Tabelle 4.18p durchgefiihrte Regressionsanalyse

ergibt eine Regressionsgerade mit R-Quadrat < 0,01 und lseimé starke Regression.

Methylierung LINE -1 = 79,75 + -0,01 * Methylierung p66 "
R-Quadrat = 0,00

x a®
a O

85,00
—
1
Pz "
: o3 3 . o o
o 80,00 .
c e
-} Sl
— T
o 3 o
= e
> e C &
=
(O] &
S 75,00 ¢

70,007 I I I I

10,00 15,00 20,00 25,00 30,00

Methylierung p66 S"°

Abb. 4.6: Korrelationsanalyse zwischen der Methylierung LINE-1 und der Promotormethylierung von

p66°" (beide Gruppen)
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4.3.5 Homocystein und Methylierung

Die Annahme, dass hohere Homocysteinspiegel mit &aeminderung der Methylierung in
der p66"~Promotorregion einhergehen wirden, kann nach Auewgrder Ergebnisse nicht
bekraftigt werden. So ist eine negative Regressianhzuweisen, die aber nicht die
notwendige Signifikanz besitzt.

Bei der Regressionsanalyse der Werte aller Probafidedie Methylierung von p&8° und
Homocystein ergibt sich eine lineare Regressiomsigemit R-Quadrat < 0,01 und somit
keine starke Regression. Die schwach negative Kiaiwel lasst eine Minderung der
Methylierung bei einem hohen Homocysteinspiegelvarmuten (Korrelationkoeffizient = -
0,011 und Signifikanz (2-seitig) = 0,925, siehe Tabelle 4.18).

Methylierung p66 " = 18,98 + -0,03 * Homocystein
R-Quadrat = 0,00

o

30,007

25,00 ©

20,00 © @

Methylierung p66 S"

15,00" ¢

10,00 g T

I I I I I I
10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

Homocystein

Abb. 4.7: Korrelationsanalyse zwischen Homocystein und der Promotormethylierung von p66Shc
(beide Gruppen)
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Auch fur die Methylierung von LINE-1 ist keine Sifkanz nachzuweisen. Fir eine
Abhangigkeit der Methylierung des Gesamtgenoms udomocysteinspiegel kann kein
Beweis erbracht werden. Die Regressionsanalyse dghylferung in LINE-1 und dem

Homocysteinspiegel zeigt ein R-Quadrat von < 0,&Lk&n somit auch hier nicht von einer

starken Regression ausgegangen werden (siehe Tabelle 4.18)

Methylierung LINE -1 = 79,27 + 0,02 * Homocystein
R-Quadrat = 0,00

85,00™

80,007

Methylierung LINE-1

75,00™

70,00™ 1 1 1 T 1 |
10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

Homocystein

Abb. 4.8: Korrelationsanalyse zwischen Homocystein und der Methylierung LINE-1 (beide Gruppen)
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4.3.6 Homocystein und Atherosklerose

Fur Homocystein war bereits in der Studie, aus der ONA-Proben stammen ein
signifikanter Unterschied zwischen KHK-Patienten unchtallen ermittelt worden (33).

In dem nun untersuchten Subkollektiv kann im Vegjlezwischen KHK-Patienten und
Kontrollen ebenfalls ein signifikant hoherer Homsigmspiegel bei den KHK-Patienten
nachgewiesen werden. So liegt der Median fur dasddgstein bei den KHK-Patienten bei

15,42 und bei den Kontrolle bei 11,4.

Laborparameter

Einheit

Median (5.Perzentile, 95.Perzentile)

KHK-Patienten

Kontrollgruppe

Homocystein

pmol/l

15,42* (5,26; 41,2)

11,4* (6,93; 20,43)

Tab. 4.14: Homocysteinserumkonzentration im Vergleich zwischen KHK- und Kontrollgruppe.

*Signifikanz auf 5%-Niveau

Auch die Korrelationsanalyse bestétigt dies. Derr&ationskoeffizient betragt 0,239. Die

Signifikanz (2-seitig) liegt bei 0,036.

60,00™

50,00

40,00™

30,00

Homocystein

20,007

10,007

Abb. 4.9: Serumhomocysteinwerte bei KHK-Patienten und Kontrollen

Kontrollen KHK-Patienten

Testkollektiv
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4.3.7 Homocystein und Kreatinin

Fir die Analyse werden alle Proben aus KHK-Gruppel &ontrollgruppe zusammen

untersucht. Es zeigt sich eine signifikante posikeerelation zwischen den Laborwerten fir
Homocystein und Kreatinin.

So sind hohere Serumkreatininwerte mit héheren Hgysteinwerten vergesellschaftet. Der
Korrelationskoeffizient liegt bei 0,464. Die Signifikanedt bei 0,0005.

oy
Kreatinin = 0,77 + 0,01 * Homocystein
R-Quadrat = 0,10
2,50
2,00"
£
£
©
8 1,50
N
1,00+
0,50" @

I I I I I I
10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

Homocystein

Abb. 4.10: Korrelationsanalyse zwischen Homocystein und Kreatinin (beide Gruppen)
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4.3.8 Homocystein und Lipoproteine

Auch fur die Werte der Lipoproteine und des Homeeys ergeben sich bei der
gemeinsamen Untersuchung von KHK- und Kontrollgeigforrelationen. So besteht eine
signifikante negative Korrelation der Werte fur H@Qholesterin mit den Werten fir
Homocystein. Ein hoher HDL-Cholesterinspiegel gésb anit einem niedrigen Homocystein
einher. Der Korrelationskoeffizient ist -0,368. Die Sigwihz liegt bei 0,02.

125= HDL = 54,90 + -0,55 * Homocystein
R-Quadrat = 0,07

100

757

HDL

50

25=

I I I I I I
10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

Homocystein

Abb. 4.11: Korrelationsanalyse zwischen Homocystein und dem HDL-Cholesterin (beide Gruppen)

Ebenfalls signifikant negativ ist die Korrelationwischen Gesamtcholesterin und
Homocystein. Hier zeigt die Korrelationsanalyse eit@rrelationskoeffizient von -0,236.
Die Signifikanz betragt 0,039. Hohe Homocysteinsgdidgarelieren also mit niedrigen
Werten fur Gesamtcholesterin.

Bei beiden Korrelationsanalysen zwischen Lipoprdtenzentration und Homocystein fallen
einige wenige Extremwerte auf, die die Analyse beeinflukanten.

65



% Gesamtcholesterin = 242,91 + -1,27 *

350 Homocystein

R-Quadrat = 0,04

3007

2507

Gesamtcholesterin

200+

1507 .

I 1 1 1 1 1
10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

Homocystein

Abb. 4.12: Korrelationsanalyse zwischen Homocystein und Gesamtcholesterin (beide Gruppen)

4.3.9 MTHFR-Polymorphismus und Methylierung

Da in besonderer Weise fiur den MTHFR-Genotypen Tihe e Erh6hung des
Atheroskleroserisikos diskutiert wird und MTHFR tbeeine Verstarkung des
Homocysteineffektes eine verminderte Remethylierungwirken konnte, erfolgt die
Auswertung der Ergebnisse mit einer Gruppeneimgiliei der die Genotypen CC und CT
dem Genotypen TT in Bezug auf die Methylierung gédergestellt wurden. Eine
unterschiedliche Methylierungsrate konnte wederdigr Promotormethylierung von p&%
noch fir die Methylierung von LINE-1 aufgezeigt werden.

Die Analyse der Promotormethylierung von p&én Abhangigkeit vom MTHFR-Genotyp
ergab in der Oneway ANOVA keinen signifikanten Usthied zwischen den Gruppen
MTHFR-Genotyp CC/CT (Median 18,67 [5.Perzentile 9,99;Perzentile 27,96]) und TT
(Median 16,44 [11,97; 24,05]). Abbildung 4.13 verdeutlicht das ahmich
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Methylierungsniveau in beiden Subkollektiven. Digriikanz betragt 0,365 bei 31 Personen
mit Genotyp CC, 41 Personen mit Genotyp CT und 7 Personen notygerT.

30,007

25,00™

20,00™

Methylierung p66 S"

15,00™

10,00+

cc/CcT T
MTHFR-Genotyp

Abb. 4.13: Promotormethylierung von p66ShC in Abhangigkeit vom MTHFR-Genotyp

Abbildung 4.14 zeigt die Werte fur die Methylierumg LINE-1 in Abh&angigkeit vom

MTHFR-Genotyp als Boxplot. Beim Vergleich zwischden MTHFR-Genotypen CC/CT
und TT kann auch fir die als Surrogatmarker dera@é&sethylierung analysierten LINE-1
keine signifikante Abweichung der Werte festgestgirden. Der Median der Methylierung
in LINE-1 liegt in der Gruppe der MTHFR-GenotypeR @nd CT (n=72) bei 79,14 (72,56;

86,88). Im Subkollektiv mit Genotyp TT (n=7) liegtrdermittelte Median bei 81,38 (75,01;
84,13). Hier betragt die Signifikanz 0,554.
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85,00

80,007

Methylierung LINE-1

75,00™

70,007 1 I
CC/CT T

MTHFR-Genotyp

Abb. 4.14: Methylierung in LINE-1 in Abhangigkeit vom MTHFR-Genotyp

Zwischen den Gruppen: Signifikanz

Methylierung LINE-1/ MTHFR-Genotyp 0,554

Methylierung p665hc/ MTHFR-Genotyp 0,365
Maogliche Auspréagung

Methylierung LINE-1 stetige Variable

Methylierung p66°>"™ stetige Variable

MTHFR-Genotyp CC/ICTo.TT

Tab. 4.15: Abhéangigkeit der Methylierung LINE-1 und der Promotormethylierung von p66Shc vom
MTHFR-Genotyp

Vergleicht man die Subkollektive MTHFR-Genotyp CCQ/Qund TT hinsichtlich des
Homocysteins  miteinander, zeigen beide Gruppen eime etwa (gleiche
Serumhomocysteinkonzentration. Der durchgefuhrteehevlest ermdéglicht die Annahme
gleicher Varianzen als Voraussetzung fur einen 3tTRie im T-Test ermittelte Signifikanz
liegt bei 0,301. In der TT-Gruppe liegt somit keinenibcysteinserumkonzentration vor, die
sich signifikant von der CC/CT-Gruppe unterscheiden wird
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Levene-Test der

Ve e T-Test fur die Mittelwertgleichheit

L 95%-Konfidenzintervall der Differenz S
Signifikanz T Signifikanz
Untergrenze Obergrenze
Homocystein 0,722 1,042 -3,34830 10,69372 0,301

Tab. 4.16: Ubersicht iiber Levene-Test und T-Test auf Mittelwertgleichheit im Bezug auf den

Serumhomocysteinwert in der Gruppe MTHFR-Genotyp TT gegentiber MTHFR-Genotyp CC/CT.

Abbildung 4.15 veranschaulicht die Verteilung derruBghomocysteinkonzentration in
Abhangigkeit vom MTHFR-Genotyp. Dabei liegt der Need im CC/CT-Subkollektiv bei
12,87 (5.Perzentile 6,5; 95.Perzentile 25,05) und im TT-Swdikollbei 8,99 (6,92; 22,76).

60,007

50,007

40,00

30,007

Homocystein

20,00

10,00

CC/CT T
MTHFR-Genotyp

Abb. 4.15: Homocysteinserumkonzentration in Abhangigkeit vom MTHFR-Genotyp
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4.3.10 Korrelation zwischen HDL und CRP

Bei der Spearman-Rho-Analyse zeigt sich eine sigmt negative Korrelation zwischen
HDL-Cholesterin und CRP. Der hier berechnete Koti@iakoeffizient betragt -0,452. Die
Signifikanz (2-seitig) liegt mit einem Wert von kier 0,0005 im 1%-Signifikanzniveau. In

der linearen Regressionsanalyse errechnet sich ein R&uwad 0,12 (Abb. 4.16).

125=
100™

“ HDL = 50,68 + -0,25 * CRP
75 R-Quadrat = 0,12

HDL

50™

25=

Abb. 4.16: Korrelationsanalyse zwischen CRP und HDL-Cholesterin (beide Gruppen)
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4.3.11 Korrelation von HDL mit der Methylierung des p§&ens

Bei der Spearman-Rho-Analyse lasst sich auch egrefikante Korrelation zwischen den
Werten fur HDL und der Methylierung in p88 ermitteln. Der Korrelationskoeffizient
betragt 0,248 und die Signifikanz 0,026. Die durchige#i lineare Regressionsanalyse

verdeutlicht den Zusammenhang mit einer Regresg@aden mit R-Quadrat=0,04 (Abb.
4.17).

Methylierung p66 °" = 15,61 + 0,06 * HDL
~ R-Quadrat = 0,04
30,00 &
I3} o
» 25007
©
©
o
2
S 20,007
S
2
>
e
3]
S 1500
10,00 LI o C
I T T I I
25 50 75 100 125

HDL

Abb. 4.17: Korrelationsanalyse zwischen HDL-Cholesterin und der Promotormethylierung von p66Shc
(beide Gruppen)
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4.3.12 Durchfiihrung einer riickwarts gerichteten Regresanalyse (Backward-regression)

Um Einflusse aus direkten Korrelationen zu redwrierwurden nur die Werte fur LDL-
Cholesterin, HDL-Cholesterin, Vitamin B 12, HomocysteFolsaure und Alter in die
Analyse einbezogen.

Bei der Durchfuhrung einer rickwarts gerichtetegri@ssionsanalyse fur die Methylierung in
der Promotorregion von p88 als abhangige Variable verbleiben letztendlichaiie Basis e
logarithmierten Werte flr HDL-Cholesterin. Die Signifikaliegt bei 0,08.

Fuhrt man eine rickwarts gerichtete Regressiongsedilir die Methylierung von LINE-1 als

abhangige Variable durch, verbleibt keine der unabigén Variablen im

Berechnungsmodell.
Abh. Variable/ Kollektiv Modell Parameter Standardkoeffizient § | R-Quadrat | p-Wert
Promotormethylierung p66Shc
Gesamtkollektiv 6 HDL-Cholesterin (Ig) 0,205 0,042 0,08
Methylierung LINE-1
Gesamtkollektiv 7 - - - -

Tab. 4.17: Backward regression-Analyse mit den abhangigen Variablen Promotormethylierung p66Shc

und Methylierung in LINE-1.
Einbezogene Variablen: LDL-Cholesterin, HDL-Cholesterin, Vitamin B 12, Homocystein, Folsaure,
Alter
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4.3.13 Weitere signifikante Zusammenhange nach Korrakdimalyse

Ebenfalls signifikante Korrelationen zeigen sich fur\dierte von:

Alter und Kreatinin (Korrelationskoeffizient= 0,346, Bifikanz (2-seitig) = 0,002)
HDL und Folsaure (Korrelationskoeffizient= 0,339, Siiggainz (2-s.) = 0,002)
Ejektionsfraktion und Folséure (Korrelationskoe#izi= 0,381, Signifikanz (2-s.) =
0,018)

Negativ korrelieren die Werte von

Alter und Folsaure (Korrelationskoeffizient= -0,24®rifikanz (2-seitig)= 0,026)
Kreatinin und Folséure (Korrelationskoeffizient282, Signifikanz (2-s.)= 0,038)
HDL und Kreatinin (Korrelationskoeffizient= -0,367, 8ififkanz (2-s.)= 0,001)

Alter und Gesamtcholesterin (Korrelationskoe#fiti= -0,283, Signifikanz (2-s.)=
0,011)

CRP und Folsaure (Korrelationskoeffizient= -0,302, Biiggnz (2-s.)= 0,017).

Auf einen 5%-Signifikanzniveau ergeben sich reciscér fir 12 miteinander verglichene

Werte vier rein zufallsbedingte signifikante Korrelagon
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> o =Z T iy P T - =R0) < @) = m ==

g [ &2 ] § z | 8 2 | 2 |88 & 3 | 52| 7%

a3 o X = = o & <

= Q E > .(Q 3 S S =} = =

3 S @ 5 T > : 3

c — 3 = 0 =

3 L N a
K 1| -008 199 | -,249* | ,346* | -219 | -103 | -283* | -216[ -032| -319 127
Alter Sig. -| 388 083 | 026 ,002 o051 | 371| 011] Los6 803 | 051 263
N 80 80 77 80 80 80 77 80 80 62 38 80
Methylierun K -,098 1] -o011 2108 | -129 | ,248+| -o078| ,018 ,034 -187 | 082 -,107
665% 9 | sig. 388 - 925 | 339 253 026 | s02| 876| 767 145 | 625 345
P N 80 80 77 80 80 80 77 80 80 62 38 80
K 199 | -,011 1| -185| 464 | -332% | -058| -236*| -201 152 | -,047 -,058
Homocystein Sig. ,083 ,925 - ,108 ,000 ,003 ,626 ,039 ,079 ,249 ,790 ,615
N 77 77 77 77 77 77 74 77 77 59 35 77
K 249+ | 08| -185 1| -232*| 339 | 03| ,216] ,001| -302¢] 381" ,015
Folsaure Sig. 026 | 339 ,108 - ,038 002 | 754 | 054 | 423 017 | 018 895
N 80 80 77 80 80 80 77 80 80 62 38 80
K 346+ | -129 | 464r | - 232¢ 1] -367| ,110]| -042| -o083 052 | -109 -,007
Kreatinin Sig. 002 | 253 ,000| 038 - 001 | 343| ,713| 466 688 | 514 954
N 80 80 77 80 80 80 77 80 80 62 38 80
HDL K -219 | 248+ | - 3322 | 339% | - 367+ 1| -o013] 270t | 022| -452¢| 281 ,006
Sig. 051 | 026 ,003 | 002 ,001 -| o1a| 015 845 ,000 | ,088 955
N 80 80 77 80 80 80 77 80 80 62 38 80
LDL K 103 | -o078| -o0s8| 036 110 | -013 1] 901 | 257%| -021| ,125 111
Sig. 371 | 502 626 | 754 | 343 914 | 00| 024 874 | 474 ,338
N 77 77 74 77 77 77 77 77 77 59 35 77
Gesamt. K 283 | 018 | -236¢| 216 | -042| 270 | ,901* 1| 2254 | -140| 197 ,095
Sl Sig. o011 | 876 03| o0s4| 713 015 | 000 | o4s 278 | 236 401
N 80 80 77 80 80 80 77 80 80 62 38 80
K 216 | ,034| -200| ,001| -083 022 | 257+ | ,225¢ 1 043 | 147 ,029
Vitamin B12 Sig. 055 | 767 o079 | 423 466 845 | 024 045 - 740 | 380 796
N 80 80 77 80 80 80 77 80 80 62 38 80
K 032 | -187 152 | -302¢ | 052 | -452 | -021| -140| 043 1| -307 ,029
CRP Sig. 803 | 145 249 | 017 688 000| .874| 278| 740 .| 061 822
N 62 62 59 62 62 62 59 62 62 62 38 62
Eicktions- K -319| o082 -047| ,381¢| -109 281 | 25| 97| 147 -,307 1 271
frakiion Sig. 0s1| 625 790 | 018 514 | 08| 474] 236| 380 061 - 100
N 38 38 35 38 38 38 35 38 38 38 38 38
N K 127 | -107]| -o0s8| 015| -007 006 | ,111| 005|020 029 | -271 1
LINE¥1 9 | sig. 263 | 345 615 | 895 ,954 955 | 338| 401] 796 822 | 100 -
N 80 80 77 80 80 80 77 80 80 62 38 80

Tab. 4.18: Spearman-Rho-Korrelationsanalyse (K: Korrelationskoeffizient, Sig.:Signifikanz (2-seitig),

N: Anzahl der vorhandenen Werte).

*Korrelation auf 5%-Signifikanzniveau. **Korrelation auf 1%-Signifikanzniveau
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5. Diskussion

5.1. Homocystein, globale DNA-Methylierung und Atbeklerose

Ein erh6hter Homocysteinspiegel wird als Risikofakterdig Entstehung von Atherosklerose
diskutiert. Zahlreiche Fall-Kontroll-Studien konntéei Atherosklerosepatienten signifikant
hoéhere Homocysteinspiegel nachweisen (24, 49, 82)HBirocystein wird ein Einfluss bei
Entztindungsreaktionen, bei der Vermittlung von otwesan Stress und bei der Apoptose
diskutiert. Unter anderem konnte Homocystein einelleRdei der Bildung von
Sauerstoffradikalen und fir die Funktion von Morteryund Makrophagen nachgewiesen
werden. Bis heute wird diskutiert, ob Homocysteinbseleine direkte Wirkung auf die
Atherosklerose besitzt, oder ob es einen indirekiarker fur andere biochemische Prozesse
darstellt, die mit der Atherosklerose in Zusammeagtsgtehen (61). Wahrend von der DACH-
LIGA Homocystein eine Risikoerhéhung ab einem Pksomocystein von Gber 12 pumol/l
angegeben wird (100), stellen einige in letzter ¥erbffentlichte Studien dies in Frage. Die
Untersuchungen von VISP (103), NORVIT (11) und HOQPKE64) untersuchten in der
Vergangenheit die Auswirkungen einer homocysteikseden Therapie auf die Inzidenz
atherosklerotischer Erkrankungen. Als Ergdnzung deedikamentdésen Therapie
verabreichten alle Untersucher B-Vitamine an Atbklerosepatienten. Keine der Studien,
die 3749, 3860 und 5522 Patienten umfassten, konimten eNutzen einer solchen
Zusatztherapie nachweisen. Bei genauer Betrachtueigew alle drei Untersuchungen
methodische Schwéchen auf, die die negativen Ergebriraglich erscheinen lassen. Eine
durch Wang et al. durchgefihrte Metaanalyse, di¢ @tdomisierte Studien mit insgesamt
16841 Patienten umfasst, konnte eine 18%ige Vermundedes Risikos fiur Schlaganfalle
durch Senkung des Plasmahomocysteinspiegels Ubs&uresupplementation ermitteln
(111). Weiterhin zeigt sich eine geringere Inzid&nzSchlaganfalle in Landern mit erhéhter
nutritiver Folsaurezufuhr, wie in den USA und Kanada (116).

Alles in Allem scheint eine Erhéhung der Homocysiedrte bei Atherosklerosepatienten
sicher zu sein. In einer epidemiologischen Studienken bei 20% der dort untersuchten
KHK-Patienten erh6hte Homocysteinwerte ermitteltdes, wahrend nur 5% der gesunden,
altersentsprechend gleichverteilten Kontrollen atbdVerte aufwiesen (109). Das Vorliegen
erhohter Serumhomocysteinspiegel konnte in der hd@ftihrten Untersuchung
nachvollzogen werden. In der KHK-Gruppe lag der Madmit 15,42 pmol/l signifikant
hoher als bei den Kontrollpatienten, bei denen eedisih von 11,4 pmol/l berechnet wurde
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(s. Tabelle 4.2). Bereits in der vorausgegangeneersinthung des gleichen Subkollektivs
durch Geisel et al. (33) konnten fur die KHK-Patemsignifikant hdhere Homocysteinwerte
gemessen werden. Das aus diesem Patientenkreidies¢éelProbenmaterial zeigt also im
Vergleich zu den ebenfalls aus dieser Studie stardere Kontrollen erwartungsgemal eine
erhdohte Serumhomocysteinkonzentration.

Die Auswirkungen dieser Erhdhung der Homocysteigkotration sind weitgehend
unbekannt. Der in diesem Zusammenhang wichtige isafauf die Genfunktion lasst sich
durch regulatorische Einfliisse von S-Adenosylhorataig (SAH) und S-Adenosylmethionin
(SAM) erklaren (96).

Da Homocystein entweder durch Transsulfurierungebbgt oder zu Methionin remethyliert
wird, kommt es bei Mangel der beteiligten Vitamineeinem erhéhten Homocysteinspiegel
und nachfolgend zu einer Uberforderung der  Trafssetungs-  und
Remethylierungreaktionen. Unter anderem entstel éare Umkehrung der Hydrolyse von
SAH zu Homocystein und die Konzentration von SAgigitan. SAH und SAM spielen eine
wichtige Rolle bei Methylierungsprozessen und Ipggenetischen Modifikationen. Wahrend
SAH die scheinbar bedeutsamere Rolle als starkieibitor von Methylierungsprozessen
zukommt, ist SAM Methylgruppendonor im Rahmen vieler Me#nyhgsvorgange (14, 118).
In einer Arbeit von Liu et al. wird SAH als eigenstiger Marker fur die Atherosklerose
diskutiert. Im Versuch mit Knock-Out-Mausen fur Appalprotein E konnten Liu et al. fur
SAH sogar eine starkere Aussagekraft im Hinblick éen Gefal3status ermitteln, als fur
Homocystein (61).

Auch fir SAH und SAM sind die genauen Wirkmechamsmicht eindeutig geklart. Unter
der Annahme einer starken Hemmung der Methylierthgch SAH scheint der
Zusammenhang zur Atherosklerose Uber die DNA-Methyhg hergestellt werden zu
kénnen. Die DNA-Methylierung kdnnte der Mechanisnse#, Uber den Homocystein und
SAH auf die Atherosklerose wirken. Eine Untersuchwmog Castro et al. analysiert den
Zusammenhang zwischen globaler DNA-Methylierung und Hystein. So sinkt in vitro die
DNA-Methylierung bei  hdéheren Homocysteinwerten ab. ntdd Zugabe des
Hydrolaseinhibitors Adenosin-2,3-dialdehyd (ADA) legm die Homocysteinwerte und die
DNA-Methylierung nimmt ab (15).

Eine weitere Untersuchung von Castro et al. zurdpdaysiologie der Atherosklerose legt den
Schwerpunkt auf die oben genannten vermuteten megigehen Wirkungen von
Homocystein und zusatzlich der im Homocysteinstetfiasel beteiligten SAH und SAM
(14).
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In der Studie von Castro et al. konnte erstens digothese einer pathologischen Wirkung
von SAH aufgestellt und zweitens eine DNA-Hypomé&#ryng bei hohen
Homocysteinwerten nachgewiesen werden. Wahrend lastr@C et al. 17 mannliche
Atherosklerosepatienten, bei denen sich ein Schfaljaoder Myokardinfarkt ereignet hat,
und 15 gesunde mannliche Kontrollen verglichen eeyderfolgte aktuell ein Vergleich
zwischen 40 an Koronarer Herzerkrankung leidendaghersklerosepatienten und 40
gesunden Kontrollen. Fur die aktuelle Studie konaiso bei einer groReren Anzahl an
Patienten und Kontrollen genetisches Material untersuehden.

Im Gegensatz zur Untersuchung von Castro et allgéef&eine Ermittlung von SAH oder
SAM. Da es sich bei SAH und SAM theoretisch nur umszhengeschaltete Molekile im
Regulationsweg Homocystein-SAH/SAM-Methylierung tialh und Homocystein und SAH
in der Regel parallel erhéht sind, kann darauf verzichtedeve(118).

Wahrend die Studie von Castro et al. die oben gaaahimeorie bestétigt, kann dies in der
aktuellen Untersuchung nicht nachvollzogen werdete Dntersuchten KHK-Patienten
wiesen, im Vergleich mit den gesunden Kontrollen,nksignifikant niedrigeres globales
Methylierungsniveau auf. Eine weitergehende Untdrsng der Zusammenhange von
Homocystein, SAH und DNA-Methylierung scheint gelmpteda auch andere Autoren
entsprechende Daten publizieren konnten. Im Jahd R6@nten von Yi et al. (118) ahnliche
Ergebnisse, wie bei Castro et al. vorgelegt werderchAuer zeigten sich mit einer DNA-
Hypomethylierung in lymphozytdrer DNA einhergehendehdhte Plasmaspiegel an
Homocystein und SAH. Im Gegensatz dazu konnte eindi&svon Kok et al. bei gesunden
Probanden keinen Zusammenhang zwischen der Serumelgsteinkonzentration und der
globalen DNA-Methylierung ermitteln (55), was auchi den aktuell ermittelten Ergebnissen
Ubereinstimmt.

Die Wahl verschiedener Methoden kénnte ein Grund fir dierschiedlichen Ergebnisse von
Castro et al. in Bezug auf die Messung der Methytigrdes Gesamtgenoms sein. Das bei
Castro et al. und Yi et al. festgestellte Ergebfiisdie Methylierung des Gesamtgenoms
beruht auf Einsatz der Endonuklease Hpall, wahireaeddie DNA-Methylierung anhand der
Methylierung in den LINE-1 gemessen wird. Die LINEtinfassen mit rund 500.000
repetitiven Elementen circa 21% der gesamten DNd liggen in einer Lange von einigen
Hundert bis zu ungefahr 9000 Basenpaaren vor (52).

Der grof3e Anteil dieser repetitiven Elemente an@esamt-DNA erlaubt die Methylierung in

den LINE-1 als reprasentativ fur die Methylierurgsdgesamten Genoms zu betrachten. Die
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Bisulfit-Modifikation und anschlieRende Pyrosequernung sind einfach durchzufiihrende

und aussagekraftige Methoden zu ihrer Quantifizierung, (115).

Ein weiteres im Homocysteinstoffwechsel wichtigaszym, dem ebenfalls eine schwache,
aber nachgewiesene Rolle bei der Atherosklerosedmisg zuzukommen scheint, ist die
Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR). Die MTHR® an der Remethylierung von
Homocystein beteiligt. Homocystein wird in Methioramgewandelt. Der Polymorphismus
des MTHFR-Gens an Position 677%C) konnte mit einer reduzierten Enzymaktivitat und
erhohten Homocysteinwerten assoziert werden, voremalldann, wenn niedrige
Folsaurespiegel vorliegen (13). Es besteht eine dain Genotypen TT einhergehende
Erhdhung der Homocysteinwerte um durchschnittlic/s 2imol/l im Vergleich zum
Genotypen CC. Untersuchungen von Perna et al. deskuatieine durch Homocystein
verursachte DNA-Hypomethylierung, die auch bei déeFHWR-Mutation auftreten kdnnte
(78, 79). Den Tragern des Genotypen TT sollte alse BINA-Hypomethylierung aufgrund
einer gestdrten Remethylierung nachweisbar sein, um 8teséen zu bestatigen.

Eine mit dem Genotypen TT einhergehende ErhohumgHienocysteinwerte konnte im
Rahmen meiner Untersuchung allerdings nicht daetiesterden. Die Untersuchung des
Methylierungsgrades in den LINE-1-Elementen ergabenéalls keine signifikanten
Unterschiede zwischen TT und CT/CC-Genotypen.

Wahrend eine Metaanalyse von Klerk et al. (54) #m Genotypen TT an Position 677 ein
signifikant hoheres KHK-Risiko berechnen konnte, waas in der aktuellen Untersuchung
nicht zu verifizieren. Wie Klerk et al. allerdings sdilhren lassen sich signifikante
Risikoerhdhungen nur bei einem ausreichend gro3amhpBobenumfang erwarten.
Zurlickzufiihren ist dies wohl auf eine starke Hegerotét der ermittelten Risikoerhhungen.
Die Pravalenz des Genotypen TT liegt bei etwa 10%@llen von Klerk et al. einbezogenen
Studien zusammen wurden fast 24.000 Proben unteérddiehhier betrachteten 80 Patienten
stellen maoglicherweise einen zu geringen Stichpmabdang dar, um Unterschiede sicher
detektieren zu koénnen. Ein signifikanter Untersdhikegt nicht vor und kann, die

Erkenntnisse von Klerk et al. einbeziehend, auch nicht adswzarten angesehen werden.

78



5.2. Methylierung von p68°und Atherosklerose

Neben vielen Risikofaktoren fur die Atheroskleragstehung, die in der Erndhrung, der
Lebensweise oder dem sozialen Umfeld begriindet &mahten auch genetische Faktoren
bestimmt werden. Nur ein kleiner Prozentsatz derrdikungen kann monogenetischen
Veranderungen zugeschrieben werden. Waéhrend dieseganetischen Verdnderungen
direkt zu atherosklerotischen Lasionen fuhren unddr Regel den Gesamtgefal3status eines
Patienten betreffen, kdnnen davon Ver&nderungen Suszeptibilitdtsgenen unterschieden
werden. Diese Suszeptibilitditsgene schaffen bepesteendem Genotyp ein Umfeld, in dem
die Atherosklerose beglnstigt wird. Das Vorliegenesi verdnderten Suszeptibilitatsgens
erhoht die Wahrscheinlichkeit flr entsprechendall®k_dsionen oder fir eine generalisierte
Atherosklerose. Eine atherosklerotische Gefal3ver@mg) kann aber nicht allein durch das
Vorliegen eines einzigen proatherosklerotischenz&uisbilitatsgens erklart werden. Die
Forschung auf diesem Gebiet ist umfangreich, liefember bisher keine eindeutigen
Ergebnisse. Vielmehr kdnnte die epigenetische Mkalitbn der Genfunktion eine wichtige
Rolle spielen. Die DNA-Methylierung ist eine epigésehe Modifikation, die in der Lage ist
die Genexpression zu beeinflussen (10). Es konrgeigfewerden, dass eine Stilllegung von
Genen Uber die Methylierung in deren Promotorregimdglich ist. Epigenetische
Mechanismen sind bei der X-chromosomalen Inakiivigr der genomischen Pragung, der
Zelldifferenzierung durch differentielle Genexpliessund die Repression von retroviralen
oder parasitaren DNA-Sequenzen im Genom von BedgutwZunehmend werden
epigenetische Veranderungen auch mit pathologisZlisténden in der Zelle in Verbindung
gebracht. Die epigenetische Forschung steht nochAafang und soll einen Beitrag zur
Ermittlung von weiteren, bislang unbekannten Eirdfaktoren auf die Pathophysiologie
darstellen. Hierbei ist zwischen der epigenetisdfedifikation des Gesamtgenoms und der
Promotormethylierung einzelner Gene zu unterscheid®ahrend die Methylierung im
Gesamtgenom eher allgemeinen Informationsgehaitzhegeigt die Methylierung in der
genspezifischen Promotorregion den Aktivitatszusdtatieses Gens an und hat direkte
Auswirkungen auf die Expression des Gens. Beideeepiischen Mechanismen zeigen, dass
Umweltfaktoren in der Lage sind unser Genom zu fimeien. Die Genexpression ist nicht
statisch, sondern passt sich an die unterschiedlichen 8&mt@ungen an.

Ein Beispiel fiur ein durch epigenetische Einfligsedifizierbares Gen ist das fur den
Ostrogenrezeptos. kodierende Gen ER In der Vergangenheit wurde es bereits intensiv
untersucht. ER wird eine Rolle bei der Entstehung der Atherosiderzugeschrieben (27).
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Es ist ein wirksames Wachstumssuppressorgen. Uber Riomotormethylierung im ER
Gen kann die Ostrogenwirkung vermindert werden. Burdiese verminderte
Ostrogenwirkung werden weniger proliferationsforair Mediatoren ausgeschiittet. Im Zuge
dessen kommt es auch zu einer Verminderung deifd?ation glatter Muskelzellen (SMCs)
(43).

Im Jahre 1999 wurde erstmals die Hypothese aulfjesiie einen Zusammenhang zwischen
DNA-Methylierung im ER:-Gen und dem Auftreten von Koronarer Herzerkrankung
postuliert (80). Das Beispiel ERzeigt, wie epigenetische Modifikationen einen kis$ auf
die Atheroskleroseentstehung haben kénnen. Daraigread ist es sinnvoll weitere Gene in
die Untersuchungen mit einzubeziehen. Erfolgversmed scheinen vor allem
Untersuchungen an Genen, denen eine die Gefal3funktiorflbesende Wirkung zukommit.
Chronischer und oxidativer Stress stellt einen siskutierten kausalen Risikofaktor fiir eine
verstarkte Atherosklerose dar. Die Gefal3funktiondwirer unter anderem durch Faktoren
beeinflusst, die in korpereigene Signaltransdukkaskaden eingreifen oder einen Teil von
ihnen darstellen. Dies geschieht als eine Reak#oh &uf3ere oder innere Reize. Die
epigenetischen Einflisse bei dieser Signaliibenrggbestehen in einer Uber- oder
Unterexpression von regulatorisch wirkenden Geryktah. Mehrere Gene sind hier
beteiligt. Von den Kandidatengenen wurde der Wirkuog p66"in den letzten Jahren viel
Aufmerksamkeit gewidmet (71). Bei Studien mit Knddkt-Mausen fiir p68°© konnte eine
Unempfindlichkeit gegenlber oxidativem Stress dgttitwerden. Aul3erdem zeigten diese
Mause eine um 30% verlangerte Lebendauer im Vergleich ktyynausen.

Fur p66™ werden zwei alternative Pathomechanismen diskutizer erste Mechanismus
schreibt p68™ einen Einfluss in der Signaltransduktionskaskadeer i Forkhead-
Transkriptionsfaktoren zu, der zu einer vermindertexpression antioxidant wirkender
Enzyme fuhrt. Der zweite Mechanismus wird in eingekten Stimulation mitochondrialer
H,O,-Produktion gesehen (36, 37). Bereits 2002 war di#ehtura et al. nachgewiesen
worden, dass epigenetische Modifikationen zu eirteschaltung der Genaktivitat von pb%
filhren konnen. So ist die Expression von P86vom Methylierungsgrad in seiner
Promotorregion abhangig.

Die p66"“Promotorregion umfasst acht CpG-Dinukleotide, di¢ eine Gesamtlange von
200 bp verteilt sind. Diese acht CpG-Dinukleotidgén an Position -138, -127, -78, -53, -30,
+16, +23 und +30. Bei von Ventura et al. aus dem Mdllbsolierten Lymphozyten
erscheinen vor allem die Positionen -78, +16 und é@&h ihren Methylierungsgrad im

Bereich zwischen 29% und 67% interessant. Ventush &bnnte bei 21 untersuchten Proben
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eine Methylierung in 29% der Falle an Position tftl Position +16 messen. Die Position
+23 war bei 14 von 21 Proben, also bei 67%, mettyli®8). Ein durchschnittlich hdherer
Methylierungsgrad konnte epigenetische Modifikagionverschleiern, wahrend geringere
Methylierungsgrade zu einer Uberbewertung filhren konnten

Die Ermittlung der Promotormethylierung basiert auf dessbing an den Positionen -78, +16
und +23. Fur KHK-Patienten und Kontrollen zusamméagst betragt der nicht tGber die
Prazisionskontrollen gewichtete Mittelwert fir dvethylierung an Position -78 15,0%, an
Position +16 11,5% und an Position +23 28,4%. Die Btormethylierung errechnet sich als
das arithmetische Mittel dieser drei Positionendén Auswertung der Messungen ergibt sich
eine Methylierung von 19,0% in der Kontrollgruppedwon 17,7% in der Gruppe der KHK-
Patienten. Eine signifikante DNA-Hypomethylierung in déé1“Promotorregion von KHK-
Patienten liegt nicht vor.

Bei einer Untersuchung von Post et al. zur Methyhg von ER konnte dort eine
Promotormethylierung von 10+2% bei Atherosklerosiepéen im Vergleich zu 4+1%
(p<0,01) bei gesunden Kontrollen ermittelt werde@)(8vahrend in der Untersuchung von
Post et al. die Quantifizierung mittels SoutherotBAnalyse durchgefuhrt wird, kann hier
eine Pyrosequenzierung nach vorausgegangener iBMolfifikation durchgefihrt werden.
Auch die Wahl unterschiedlichen Probenmaterials, liwmbetroffenes Gewebe im
Gegensatz zu Blutproben, stellt einen wichtigen Unteeslctiar (s. u.).

Wahrend im direkten Vergleich zur Arbeit von Post al. die unterschiedliche
Vorgehensweise die Vergleichbarkeit einschranktjdmdsich eine Studie von Geisel et al.
der exakt gleichen Methoden. Hier wird die Methylig von aus peripheren mononuklearen
Zellen isolierter DNA bei Patienten mit terminaldliereninsuffizienz (end stage renal
disease=ESRD) gemessen. Die Kontrollgruppe zeigt Bnomotormethylierung von 27,2%
und die Patientengruppe eine Promotormethylierung vet?d.834).

So scheinen die bei ESRD-Patienten gefundenenrddhiede nicht auf die KHK-Patienten
Ubertragbar. Fur ESRD-Patienten spezifische Veramden, wie die Erhdhung der SAH-
Konzentration auf das 25fache im Vergleich mit #@mtrollen, kommen bei KHK-Patienten
nicht vor. Diese Besonderheit von Patienten mit teafer Niereninsuffizienz kann die
gefundene DNA-Hypomethylierung gut erklaren. Im &egatz dazu mag der Grund fir die
nicht nachweisbare genspezifische DNA-Hypomethyhigr bei KHK-Patienten in der
Vielfaltigkeit der zur Erkrankung filhrenden Faktoreu finden sein. Die Gewichtung der
Risikofaktoren ist hochst komplex. Je hoher dielZhn Einflussfaktoren, desto schwieriger

scheint die Etablierung eines weiteren Faktors durchieaitroll-Studien zu sein.
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Ein epigenetischer Einfluss von pBBkonnte auch bei Betrachtung des Zusammenhanges
zwischen Krankheitsauspragung und Methylierung tniisgemacht werden. Die DNA-
Methylierung in p68"™ konnte nicht als altersabhéngig ermittelt werdewl @s bestand
ebenfalls kein erklarbarer Unterschied zwischeneRtn mit 1-GefaR-KHK und Patienten
mit 3-GefalR-KHK. Patienten mit zwei betroffenen Kuaaogefalien zeigen eine abweichende
Methylierung, die am ehesten durch die geringe Fallzablkdéren ist.

Ein besonders wichtiger Unterschied zur Arbeit YRwst et al. ist die Tatsache, dass dort die
Messung an direkt betroffenem Material vorgenommen wib@eUntersuchung analysiert

u. a. Material aus rechtem Vorhof, Aorta, mittelgnol¥%rterien und Venen, sowie aus
Zellkulturen stammende Gefalimuskelzellen und aoiEadothelzellen. Im Gegensatz dazu
erfolgt hier die Ermittlung des Methylierungsniveaaus Blutproben. Dies mag eine
Erklarung dafir liefern, dass Post et al. ein Nadhwen epigenetischen Einflissen bei
Atherosklerose eher moglich gewesen ist. Die Ergsienivon Geisel et al. bestatigen
allerdings die Aussagekraft von Analysen bei augpperen mononuklearen Zellen isolierter
DNA (34).

Obwohl zu Blutanalysen epigenetischer Veranderungsah weitere Forschung notwendig
sein wird, bieten sie die einzige Mdglichkeit in ghen Zusammenhang
Screeninguntersuchungen durchfihren zu konnen\{@8)es bereits beim Screening auf das
colorektale Karzinom mdglich ist (s. u.) (63).

Wahrend die Epigenetik im Rahmen der Atherosklereseen grof3en Beitrag zum
Verstandnis der pathophysiologischen Ablaufe liefieann, ist der Einsatz der Erkenntnisse
im therapeutischen Sinne noch nicht denkbar. Dieluaitigen Moglichkeiten werden
allerdings erkennbar, wenn man sich die StudierBalrandlung von Neoplasien betrachtet.
Die Behandlung mit den Methylierungsinhibitoren Agidin und Decitabin zeigen
erfolgversprechende Ergebnisse. Durchgefiihrte Plh&tadien bei Patienten mit CML und
auch bei Prostatakarzinom, Bronchialkarzinom undri@ikarzinom sind bereits erfolgt. Im
Rahmen dieser Studien konnte die Wirksamkeit degesetzten Therapeutika bei einem
geringen Nebenwirkungsspektrum gezeigt werden (92).

Die Untersuchungen bei Neoplasien zeigten eher nigggigge Reaktionen von globaler
DNA-Methylierung und Promotormethylierung. Wahredd globale DNA-Methylierung
herabgesetzt scheint, fihrt eine vermehrte Methyligr im Promotorbereich von
Tumorsupressorgenen zu neoplasiebegunstigendemdéztingen. Speziell bei colorektalen
Karzinomen kann ein Einfluss von Einzelgenen angenen und diagnostisch genutzt

werden. Eine epigenetische Modifikation Uber Me#rylng in der Promotorregion dieser
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Gene fihrt zu einer Risikoerhéhung. Dies macht ajeeielte Diagnostik mdglich. So
konnten Lofton-Day et al. eine Untersuchung vorlegbe die DNA-Methylierung von drei
spezifischen Genabschnitten in ein erfolgreicheseSung zu colorektalen Karzinomen
einbezieht. Diese epigenetischen Modifikationen weresheben vielen weiteren Faktoren
untersucht (63). Weitere flnf epigenetische Bioraakonnten durch Han et al. beschrieben
werden. Eine Entdeckung von colorektalen Karzinorberuht hier auf der Messung von
erhohter oder verminderter Genexpression. Die Seitéitvon 94% und die Spezifitat von
77% sind fur eine diagnostische Anwendung ausreichend(#6gh

Es sollte allerdings beachtet werden, dass wie b&bh-Day et al. gezeigt wurde, nur ein
kleiner Teil der Pathogenese bei Karzinomen epitismten Einflissen zugeordnet werden
kann. Aber auch von solchen, die Epigenetik einbernidén, Risikoanalysen ist man bei der
Atherosklerose noch weit entfernt.

Gerade im Rahmen der Atherosklerose bestehen immoeh zu wenige gesicherte
Erkenntnisse. Die aktuelle Forschung dient in ersieie der Klarung pathophysiologischer
Zusammenhéange (72) und liefert Erkenntnisse zunstiednis der Beeinflussung unseres
Genoms durch Umwelteinflisse. Die Versorgung, deraBedind die Sensitivitdt des
Organismus wirken sich tber DNA-Methylierung, Histdiodifikation und Verénderung der
Chromatinstruktur auf unser Genom aus. Die Voustglleiner starren Basenstruktur gehort
bereits lange der Vergangenheit an. Ein Beispieldi@ Auswirkung von Umweltfaktoren
zeigten Sinclair et al. in einer Untersuchung anaBaih Die Nachkommen von bei der
Konzeption im Bezug auf Folsaure mangelernahrteamafen zeigten nach Austragung der
Blastozyte durch gesunde Tiere nach zwei Jahrenhéimeres Gewicht mit gréf3erem
Fettanteil, eine veranderte Immunantwort, vermelstilinresistenz, haufiger Hypertonie und
einen veranderten Methylierungsstatus (97). In Zitkiresteht also die Chance diese

Umwelt-Gen-Interaktion analysieren und besser verstehéidnnen.
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5.3. Methylierung in p68° Lipoproteinstoffwechsel und CRP

Wie in den beiden vorangegangenen Abschnitten dskuBsion bereits dargestellt, sind
Homocystein und auch p88in die Regulation bzw. Vermittlung von oxidativertréds und
inflammatorischen Signalen eingebunden. Homocysiteid neben einer direkten Wirkung
Uber die Entstehung von WasserstoffperoxiddQl eine indirekte Wirkung Uber die
epigenetische Herabregulation von antioxidativ esrten Genen zugeschrieben (78). Im
Blutkreislauf kann es zur Autooxidation von Homadeys in Homocystin und 0, kommen.
Es entsteht also oxidativer Stress. Die indirektekWig scheint Uber die hemmende Wirkung
auf Enzyme wie z. B. Glutathionperoxidase oder Supercstiaigiase zu verlaufen. Aul3erdem
wird u. a. eine Verminderung der Bioverflugbarkeit \@tickstoffmonoxid (NO) diskutiert
(96). Eine weitere Wirkung, die Homocystein zugesthen wird, ist die Forderung der
Wirkung von 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Rektase (HMG-CoA-Reduktase).
HMG-CoA-Reduktase fordert die Cholesterinbiosynghés0). Dies findet allerdings keine
Bestatigung im Ergebnis meiner Analysen. Hier konméhohte Homocysteinwerte sogar mit
niedrigeren Werten fir das Gesamtcholesterin kertewerden, die aber mit einigen
extremhohen Homocysteinwerten erklart werden kénnen.

Weitere Erkenntnisse zeigen fir Homocystein audle epigenetische Herabregulation von
PPARs (Peroxisome proliferators-activated recept&s handelt sich dabei um eine Gruppe
von Rezeptoren, die eine Schlisselrolle im Glukaoset Lipidstoffwechsel spielen. PPAR-
Agonisten wie Fibrate konnen an diese Rezeptonedeni und anti-inflammatorische Effekte
auslosen. Diese Agonist-Rezeptor-Bindung wird vormidoystein kompetitiv gehemmt, da
es mit einer 10fach hoheren Affinitat an den PPARslen kann (44). Diese Wirkung flhrt
zur Dysregulation des Lipoproteinstoffwechsels. Esrden hohere Werte fur LDL und
niedrigere Werte fur HDL gemessen (99). Diese Erik@asse sind im Einklang mit den
Ergebnissen der aktuellen Untersuchung. Es bestht umgekehrt proportionaler
Zusammenhang zwischen Homocystein und HDL-Cholesterin.

Im Bezug auf die kD,-Produktion haben Homocystein und p&eeine ahnliche Wirkung.
Auch p66" stimuliert direkt die mitochondriale #,—Produktion (36, 37). Eine weitere
Wirkung von p66™ ist ein negativer Effekt auf die Signaltransduktikaskade tber die
Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK). Die MAPK-Ekade fihrt bei Ubermalligem
zytotoxischem oder oxidativem Stress zur Apoptose dée Z&L).

Ein anderer Faktor, der im Zusammenhang mit oxidatistress gesehen wird ist das HDL-
Cholesterin. Auch fur HDL ist eine Wirkung in der MK-Kaskade bekannt. Die Apoptose
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wird durch HDL-Cholesterin allerdings beginstigt 83 In dieser speziellen
Signaltransduktionskaskade scheinen®f66nd HDL entgegengesetzte Wirkungen zu haben.
Diese Annahme konnte aus den Auswertungen meimggbaisse nachvollzogen werden. Fur
HDL-Cholesterin konnte ein proportionaler Zusammnarh mit der Promotormethylierung
von p66"° ermittelt werden. Dies bedeutet niedrige P&&xpression bei hohen HDL-
Konzentrationen. Eine Erklarung fur diese Korrelatl@nn allerdings nicht sicher gegeben
werden. Die Regulation und Wirkungsvermittlung zwisie oxidativem Stress, HDL-
Cholesterin und p68%Genexpression sind zu wenig untersucht um klatéiSse ziehen zu
kénnen. Sicher ist, dass es sich nicht um einen tdineKusammenhang mit gegenseitiger
Einflussnahme handelt, sondern wohl eher um diellissé eines Systems von Signalen, in
die p66"°und HDL eingebunden sind.

So beschreibt eine von Yasunari et al. eine Relatamn oxidativem Stress zum CRP. Das
CRP wird als Mal3 fur den momentanen oxidativensStie Betracht gezogen (117) und ist
ein Zeichen fur Entzindungsaktivitat. In der durdibgen Untersuchung sinkt die HDL-
Konzentration bei steigendem CRP, so dass sichdierhEntziindungswerten ein niedriges
HDL zeigt.

Diese Korrelation zwischen HDL und CRP konnte lsréifter beschrieben werden. So
gelangten auch Kazumi et al. (53) zu vergleichb&mebnissen. Folgt man der Uberlegung,
dass p68™ ein Gen mit fordernder Wirkung im Rahmen von ofiidem Stress und
Entziindungsaktivitat sein kann, so ist die nachgssmie Korrelation zwischen hoher &6
Promotormethylierung, also geringer Genaktivitat,d uhoher HDL-Konzentration gut
nachvollziehbar. Eine direkte Korrelation zwischeRFG als Mal3 fir den oxidativen Stress
und der p68'“Genaktivitat besteht allerdings nicht, obwohl imoritext der
vorausgegangenen Diskussion ein solcher Zusammenheritada plausibel ware.

Bei all diesen Erkenntnissen sind die eigentlichethanismen unbekannt. lhre Erforschung
kénnte auch die Maoglichkeit einer therapeutischeseiBflussung bieten (5). Ungeachtet
vieler offener Fragen besteht durchaus Potentialriterventionen, die ihre Wirkung tber

HDL-Cholesterin oder p68%Expresssion entfalten.
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