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Zusammenfassung I

A Zusammenfassung

Das Apolipoprotein (Apo) B-100 ist der wesentliche Proteinbestandteil der Low Density Li-
poproteine (LDL). Es spielt als Ligand bei der rezeptorvermittelten Aufnahme der LDL aus
dem zirkulierenden Blut in die Leber und andere periphere Gewebe eine wichtige Rolle.
Erhohte Plasmakonzentrationen der LDL gelten als unabhangiger Risikofaktor in der Genese
der Koronaren Herzkrankheit (KHK). Eine gestérte Interaktion des LDL-Rezeptors mit
seinem Liganden Apo B-100 vermindert die Endozytose der im Blut befindlichen LDL und
kann damit eine primare Hyperlipoproteinamie (HLP) des Typ Ilaverursachen.

Die Rezeptorbindungsregion des Apo B-100, dessen Primarstruktur 4536 Aminosauren um-
fasst, ist im carboxyterminalen Bereich des Molekiils lokalisiert. Im Gegensatz zu einer Viel-
zahl bekannter LDL-Rezeptormutationen wurden lediglich drei Mutationen am Apo B-100
bekannt, die als Ausl6ser der Typ llaHLP in Frage kommen. Diese werden in der Literatur als
Familiar Defektes Apo B-100 (FDB) beschrieben. Bei allen drei FDB-Varianten (FDBgzsooo,
FDB3soow, FDBsssic) liegen Punktmutationen innerhalb des Exons 26 des Apo B-100 Gens
VOor.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde versucht, weitere, bisher unbekannte Punktmutationen
am Apo B-100, die als Ursache bindungsdefekter LDL in Frage kommen, zu finden und zu
charakterisieren. Die zunachst durchgefiihrte Sequenzierung der genomischen DNA einer Pa-
tientin mit bindungsdefekten LDL, die negativ fir FDB war, zeigte keine Abweichungen von
der Wildtyp-DNA-Sequenz im Bereich der Rezeptorbindungsregion. Es wurde daraufhin eine
genetische Screening-Strategie fir bindungsdefekte Apo B-100 entwickelt, die fur die Analyse
grofRerer Probenmengen geeignet erschien. Hierzu wurden zunéchst paralel zwei Verfahren,
der single-strand conformation polymorphism (SSCP) und die Temperatur Gradienten Gel E-
lektrophorese (TGGE) getestet. L etztere erwies sich al's geeignete Methode.

Ein Kollektiv von 297 Typ lla HLP-Patienten, deren LDL-Cholesterin > 1,55 g/L. und Trigly-
zerid-Konzentrationen <2,0 g/l waren, wurde zusammengestellt. Die Blutproben stammten
von nicht miteinander verwandten, im Rhein/Main-Gebiet ansdssigen Personen kaukasi scher
Abstammung.

Ein DNA Bereich von 2,8 Kilobasenpaaren korrespondierend zu den Aminosaureresten 3131-
3837 und 4269-4498 des Apo B-100 wurde in einzelnen Abschnitten amplifiziert und mit He-
teroduplex-TGGE analysiert. Es wurden neun Substitutionen identifiziert. Diese waren:
FDBg3so0q, FDBasoow, L3350L, Q3405E, R3611Q, 14287V, N4311S, A4454T, und T4457M.
Bei 21 Personen (7,1%) wurde FDBgsspq Nachgewiesen. Dies entspricht nach Extrapolation
auf die Gesamtbevolkerung einer Mutationshaufigkeit von 1,4% in unserer Region. Es konnte
festgestellt werden, dass bei allen Merkmalstrégern die R3500Q Mutation mit einem einheitli-
chen Haplotypen kosegregiert, so dass eine stammesgeschichtliche Verwandtschaft der Muta-
tionstrager belegt ist.
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FDB3s00w Wurde bei zwei HLP-Patienten diagnostiziert. Dies war insofern Uberraschend, da
diese Mutation zuvor lediglich bel einer Person kaukasischer Abstammung in Grof3britannien
gefunden worden war. Beide R3500W Mutationen waren mit unterschiedlichen, bisher unbe-
kannten Haplotypen assoziiert. LDL der beiden heterozygoten Merkmalstrager fur FDBasoow
zeigten in einem an normalen humanen Fibroblasten durchgefihrten Bindungsassay eine deut-
lich verminderte Rezeptorbindungsaffinitét, jedoch lag diese etwas hoéher als die der LDL ei-
ner FDB3so0q heterozygoten Person. Esist daher anzunehmen, dass der Austausch eines Argi-
nins durch Tryptophan an Position 3500 einen geringeren Bindungsverlust der LDL bewirkt
alsder Austausch von Arginin zu Glutamin.

Zwel der in der TGGE identifizierten Punktmutationen stellten bekannte Apo B-100 Poly-
morphismen (Msplzs1: und N4311S) dar, eine welitere stille Mutation an Kodon L3350L wur-
de bel drel Personen festgestellt. Daneben fand sich ein Merkmalstréger mit einer Punktmuta-
tion an Kodon 4457 (T4457M). Zwei zuvor beschriebene Substitutionen, Q3405E und
A4454T, traten mit einer Pravalenz von 1,3%, bzw. 6,4% im untersuchten Kollektiv auf. LDL
eines heterozygoten Merkmaltragers fur Q3405E hatten normale Bindungsaffinitét an LDL-
Rezeptoren, zeigten jedoch eine signifikant erniedrigte Internalisation und Degradation im in
vitro-Bindungstest. Schliesslich wurde eine bisher unbekannte Mutation des Apo B-100 am
Aminosdurerest 14287V, die mit einer Allelfrequenz von 1% im untersuchten Kollektiv auf-
trat, funktionell Uberprift. Dabel zeigte sich sowohl im Fibroblasten Bindungsassay als auch
in einem zweiten in vitro-Testverfahren, dem U-937 Zellen Wachstumsassay keine Assoziati-
on der 14287V Mutation mit bindungsdefekten LDL in der Familie einer heterozygoten
Merkmalstrégerin. Eine funktionelle Relevanz dieses Aminosdureaustausches ist daher un-
wahrscheinlich.

An einem Tryptophanrest an Position 4369 des Apo B-100, der bel der Formation der dreidi-
mensionalen Struktur des Proteins mit Arginin®™® interagiert, wurden Nukleotidveranderun-
gen zunéchst durch gezielte Mutagenese des Kodon 4369 erzeugt, um sicherzustellen, dass
diese Mutationen durch TGGE nachweisbar sind. Nachfolgend wurde bei den Typ lla HLP-
Patienten nach Mutationen an dieser Position gesucht. Es konnte festgestellt werden, dass im
untersuchten Kollektiv keine Punktmutationen am Aminosaurerest 4369 existierten.

Die Vermutung, dass weitere klinisch relevante Apo B-100 Mutationen mit einem dem FDB
konformen Merkmalshild bel Typ lla HLP-Patienten vorhanden sind, konnte nicht bestétigt
werden. Andererseits wurde eine Uberraschend hohe Préavalenz (1:72) des FDBssgog imM
Rhein/Main Gebiet festgestellt. Aufgrund der gemeinsamen Abstammung aller Merkmalstré-
ger und der hohen Mutationsfrequenz in dieser Region ist es denkbar, dass sich die vermutlich
vor ca. 6000 Jahren datierte Founder-Mutation in diesem Teil Deutschlands ereignete.

Da es offensichtlich auch, zwar seltener auftretende, Falle des FDBzsoow in der hier untersuch-
ten Region gibt, sind Analyse-Methoden, wie etwa die TGGE, die sich als ein hochsensibles
Nachweisverfahren multipler Punktmutationen erwies, bei der differentialdiagnostischen Ab-
klérung von Fettstoffwechsel stérungen solchen Methoden vorzuziehen, die nur auf die Substi-
tution FDBgsooq testen.
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B Abkurzungen

Apo Apolipoprotein

APS Ammoniumpersulfat

ARMS Amplification Refractory Mutation System
BSA Bovines Serumalbumin

C Cholesterin

cDNA komplementére DNA

Del Deletion

dNTP Desoxynukl eosidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

FDB Familidr defektes Apo B-100

FH Familidre Hyperchol esterinamie

HDL High Density Lipoprotein

IDL Intermediate Density Lipoprotein

Ins Insertion

IPTG Isopropyl 3-D-thiogal actopyranoside
LB Luria-Bertani

LDL Low Density Lipoprotein

Lp Lipoprotein

MOPS 3-N-(Morpholino)-Propan-Sulfonsaure
PAA Polyacrylamid

PAGE Polyacrylamidgel Elektrophorese

PCR Polymerase K ettenreaktion

RFLP Restriktionsfragment-Langenpol ymorphismus
RPM Rapid Pure Minipreps

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecyl sulfat

SP Signal peptid

TBE TrisBorat EDTA

TEMED N,N,N",N"-tetramethyl-ethylendiamin
TG Triglyzeride

TGGE Temperatur Gradienten Gel Elektrophorese
Tm Schmelztemperatur

Tris Tri-(hydroxymethyl)-aminomethan

uz Ultrazentrifugation

VLDL Very Low Density Lipoprotein

VNTR Variable Number of Tandem Repeats

X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl [3-D-galactopyranoside
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1 Einleitung

1 Einleitung

11 Hypercholesterinamie - Risikofaktor fur Atherosklerose

In den westlichen Industrieléndern sind Erkrankungen des atherosklerotischen Formenkreises
haufigste Morbiditéts- und Mortalitétsursache. Seit Beginn der 80er Jahre wird die Hypothese
diskutiert, dass Hyper- und Dyslipoproteindmien eine wichtige Rolle bel der Entstehung einer
Koronarsklerose spielen. Indiz hierfir ist der hohe Anteil an Cholesterinablagerungen in athe-
rosklerotischen Plagues der Gefél3wéande. Welche Faktoren jedoch die Entstehung atherogener
Plaques initiieren, ist gegenwaértig noch ausserst umstritten. Allein die Cholesterinkonzentra-
tion des Plasmas ist dafir keine ausreichende Erkl&rung. Dafur sprechen zahlreiche, klinisch
dokumentierte Falle von Personen mit normalen Cholesterinwerten, bei denen im friihen Le-

bensalter Myokard- oder Hirninfarkte auftraten.

Ein Beweis fur die , Lipidhypothese* der Atherogenese ist eine genetisch determinierte Stoff-
wechselerkrankung des Cholesterinmetabolismus, die sog. Familidare Hypercholesterindmie
(FH), die in ihrer homozygoten Form mit einem etwa 3-4fach erhohtem Cholesteringehalt im
Blut verbunden ist. Unbehandelt fuhrt diese Erkrankung zu einer schweren koronaren Herz-
krankheit im Kindesalter und meist schon vor dem 20. Lebengahr zum ersten Infarkt. Inzwi-
schen wurde auch an zahlreichen Tiermodellen der kausale Zusammenhang von hohem
Cholesterin und der Genese atherosklerotischer Geféaverengungen bestétigt (Bocan 1998).
Durch Interventionsstudien zur Primérpréavention der koronaren Herzkrankheit konnte
festgestellt werden, dass eine Senkung des Cholesterins um 1% eine Verminderung der
Inzidenz der koronaren Herzerkrankung um 2% bedingt (The Lipid Research Clinics
Coronary Primary Prevention Trial Results 1984, Shepherd et al. 1995). Auch in der
Sekundarprévention  fuhrten cholesterinsenkende  Malinahmen zur  Senkung  der
kardiovaskuldren Morbiditdét und zur Reduktion der Gesamtmortalitét (Scandinavian
Smvastatin Survival Sudy 1994, Plehn et al. 1999). Zahlreiche epidemiologische Studien
bewiesen, dass mit der Erhdéhung des Cholesterins auch eine Zunahme der Inzidenz von
Myokardinfarkten einhergeht (Lamarche et al. 1995, Assmann et al. 1998). Dies betrifft
Manner in etwas jungerem Alter as Frauen. Wahrend der pramenopausalen Lebensphase
besteht bei Frauen ein durch die, auch auf Lipidstoffwechsel metabolite wirkenden, weiblichen
Ostrogene ausgehender Schutzfaktor (Bush und Barrett-Connor 1985). Daher verzogert sich
der Beginn einer koronaren Herzkrankheit bei Frauen um durchschnittlich etwa 10 Jahre

gegenuber Mannern und bedingt eine niedrigere Sterblichkeit bei Frauen vor dem 70sten
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bei Frauen vor dem 70sten Lebengahr (Castelli 1984). Zahlen belegen jedoch, dass die Ge-
samtmortalitét auf Grund eines Myokardinfarktes bel Frauen wesentlich hoher ist als bel
Méannern. 1996 waren es in der Bundesrepublik 250.000 Frauen gegentiber 178.000 Mé&nnern
(Statistisches Bundesamt, Wiesbaden), die einen tédlichen Infarkt erlitten.

In einer inzwischen Uber einen Zeitraum von 50 Jahren laufenden Studie zu Risikofaktoren
der KHK (Framingham Heart Sudy) waren 27% der Erkrankungen bel Mannern und 34 %
bei Frauen auf zu hohes Cholesterin (> 2,0 g/l) zurtckzufthren (P.W. Wilson et al. 1998).

Eine Hypercholesterinamie kann zunachst einmal, und dies betrifft den tUberwiegenden Tell
der moderaten Hypercholesterindmien, erndhrungsbedingt sein. Daneben sind mangel nde kor-
perliche Aktivitat und Ubergewicht zusétzliche Komponenten, die den Stoffwechselhaushalt
insgesamt, und daher auch den normalen Lipidkatabolismus beeintréchtigen. Ein zu hoher
Plasmacholesteringehalt kann auch sekundéar durch Medikamente, eine Hypothyreose, einen
Diabetes, eine Pankreatitis oder Lebererkrankungen verursacht werden. All diese Faktoren
lassen sich durch entsprechende Anderung der Lebensgewohnheiten, bzw. die Therapie der

Grundkrankheit beeinflussen.

Ein kleiner Prozentsatz von Hyper- und Dyslipoproteindmien, zu denen auch die bereits oben
erwdhnte FH gehdrt, haben ihre Ursprung in einem genetischen Defekt. Daneben sind eine
Reihe von polygenen Faktoren bekannt, die mit erhdhten Cholesterinwerten, oder dem indivi-
duellen Risiko an einer KHK zu erkranken, assoziiert sind, deren genauen Wirkungsmecha-

nismen man jedoch noch nicht kennt.

111 Welche Rolle spielen Lipide bel der Atherogenese ?

Nicht ale der im Blut transportierten Lipide sind atherogen. Die wichtigsten Lipide im Plasma
sind Cholesterin, Cholesterinester, Triglyzeride, Phospholipide und freie Fettsauren. Auf
Grund ihrer Wasserunl¢slichkeit werden diese (mit Ausnahme der freien Fettséuren) in einer
»Verpackung® aus einem hydrophilem Phospholipid-Protein-Komplex im Blut transportiert.

Diese Komplexe bezeichnet man als Lipoproteine.

Die Lipoproteine unterscheiden sich in ihren physikochemischen Eigenschaften wie Dichte,
Partikelgrof3e, Ladung und Loslichkeit. Die gebrauchliche Einteilung der Lipoproteine erfolgt
anhand der hydratisierten Dichte. Hauptklassen sind Very Low Density Lipoproteine (VLDL),
Intermediate Density Lipoproteine (IDL), Low Density Lipoproteine (LDL) und High Density
Lipoproteine (HDL); letztere zerfallen noch in die Subklassen HDL, und HDL 3 (Tabelle 1.1).
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Das Lipoprotein (a) [Lp(a)] ist ein besonderes Lipoprotein. Vieles spricht heute dafur, dass es
eigenstandiger Risikofaktor fur die Atherogenese ist. Strukturell ist es den LDL ahnlich. Sein
Apo (a) weist ausgeprégte Homologien zum Plasminogen auf. Die Lp(a) Konzentration im
menschlichen Blut ist interindividuell dusserst variabel und genetisch pradisponiert. Sie
schwankt zwischen <0,2 g/l (bei 70% der Bevolkerung) und 0,3 bis zu 1,5 g/l (bei 30% der
Bevolkerung). Die Mechanismen der Atherogenitét von Lp(a) sind noch nicht klar. Hohe
Konzentrationen (>0,3 g/l) des Lp(a) sollen besonders dann atherogen sein, wenn gleichzeitig
das LDL-Cholesterin erhtht ist (Cremer et al. 1997).

Tab. 1.1 Lipoproteinklassen des menschlichen Plasmas.
Dichte (kg/l)  Elektro- Partikel - Zusammensetzung

phoret. durch- (% Masse)

Beweglichkeit messer (nm) TG FC CE PL Pr
Chylomikronen < 0.95 - >1000 0 1 2 5 2
VLDL < 1.006 pre-i3 95 54 7 13 16 10
IDL 1.006-1.019 pre-Bbisi 25 20 9 34 20 17
LDL 1.019-1.063 3 20 4 11 41 21 23
Lp(a) 1.080-1.100 pref3 24 3 9 36 18 34
HDL, 1.063-1.125 11 5 5 13 35 42
HDL3 1.125-1.210 9 3 3 15 23 56

TG = Triglyzeride, FC = freies (nicht verestertes) Cholesterin, CE = Chol esterinester,
PL = Phospholipide, Pr = Protein

Den Proteinanteil der Lipoproteine bezeichnet man als Apolipoproteine. Viele Lipoproteinpar-
tikel enthalten mehr als ein Apolipoprotein. Apolipoproteine stabilisieren die Struktur der Par-
tikel, vermitteln Uber Rezeptoren deren zelluldre Aufnahme und beeinflussen die Aktivitéten

von Enzymen.

Im Stoffwechsel der Plasmalipoproteine werden ein exogenes, ein endogenes und ein reverses
Cholesterin-Transportsystem unterschieden. Der exogene Weg transportiert Lipide (in Form
von Chylomikronen), die mit der Nahrung aufgenommen wurden. Der endogene Weg wird
von den Lipoproteinen hepatischen Ursprungs beschritten. Dazu gehéren die VLDL, IDL und

LDL. Der reverse Cholesterintransport dient dem Transport von Cholesterin aus der Periphe-
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rie zur Leber, Uber die Cholesterin ausgeschieden wird. Dieser wird mal3geblich von den HDL
beschritten, denen daher eine protektive Funktion fur die Atherosklerose zukommt. Der In-
termediarstoffwechsel der Lipoproteine stellt ein auf3erordentlich komplexes System dar, der
zu einem hohen Anteil Gber Zelloberflachenrezeptoren bestimmt wird. Insbesondere die LDL-
Rezeptoren haben eine zentrale Stellung in der Regulation des Lipoproteinstoffwechsels und
des zelluldren Cholesterinhaushalts. Das Cholesterin in Form des LDL-Cholesterins (LDL-C)
ist wesentliche Komponente bei der Entstehung atherosklerotischer Plagues und steht daher
als Risikofaktor innerhalb der Lipide an erster Stelle.

1.1.2 Die Klasssifikation der Hyperlipoproteinamien

Der Schwellenwert fir ein atherogenes Risiko wurde 1988 von der European Atherosclerosis
Society bei einer Konzentration des LDL-Cholesterins von 1,55 g/l festgelegt (Carmena et al.
1988). Diese LDL-Cholesterinkonzentration wird von nahezu 40% aller Deutschen im Alter
zwischen 40 und 60 Jahren Uberschritten. Gleichzeitig erhoht sich das kardiovaskulére Risiko
bei HDL-Konzentrationen von unter 0,4 g/l. Ungeféhr 7% der Bundesbiirger haben ein stark
erniedrigtes HDL-Cholesterin, so dass die Pravalenz von Dys- bzw. Hypercholesterinamien
ca. 45% in der genannten Altersgruppe betrégt. Richtlinien amerikanischer Experten (National
Cholesterol Education Program 1994) legen einen LDL-Cholesterin Wert von 1,3 g/l als obe-
re Grenze der Normalkonzentration fest, Werte zwischen 1,3 und 1,6 g/l werden a's ,,border-
line" bezeichnet und ab 1,6 g/l bei einem HDL-Cholesterin von <0,40 g/l geht man von einer
»high risk’ Hyperlipoproteinamie (HLP) aus. Diese Einschétzungen gelten fir gesunde Er-
wachsene. Bei Vorhandensein eines oder mehrerer zusétzlicher Risikofaktoren sollte das
LDL-Cholesterin unter 1,3 g/l gehalten werden. Bei schon vorhandenen Symptomen einer
KHK wird eine optimale LDL-Cholesterinkonzentration von < 1,0 g/l empfohlen. Triglyze-
ridkonzentrationen werden im Schwankungsbereich von 2,0 - 4,0 g/l as geringfugig erhoht

angesehen und liegen bel < 2,0 g/l im Normalbereich.

Eine heute noch hdufig verwendete Klassifizierung der Fettstoffwechsel stérungen stammt aus
dem Jahr 1967 (Fredrickson et al. 1967). Die nach dem Erstautor benannte Einteilung der Hy-
perlipoproteindmien richtet sich nach den im Plasma erhohten Lipoproteinfraktionen und hat

rein deskriptiven Charakter. Es werden sechs Typen unterschieden (Tabelle 1.2).
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Tab. 1.2 Einteilung der Hyperlipoproteindmien nach Fredrickson (1967)

Typ nach Erhohte Erhohte
FREDRICKSON Plasmalipide Lipoproteinfraktion
I Triglyzeride Chylomikronen
la Cholesterin LDL
b Cholesterin u. LDL u. VLDL
Triglyzeride
Il Triglyzeride u. Chylomikronen-
Cholesterin Remnants u. IDL
v Triglyzeride VLDL
\% Triglyzeride u. VLDL u.
Cholesterin Chylomikronen
113 Der Stoffwechsel der LDL

60-70% des Cholesterins im Plasma werden in den LDL transportiert (Scott 1989). Die Leber
ist Dreh-und Angelpunkt des Cholesterinstoffwechsels (Abbildung 1.1). Durch sie wird so-
wohl Produktion als auch Abbau der LDL reguliert. Beim Stoffwechsel gesunden werden etwa
zwel Drittel der LDL Uber LDL-Rezeptoren in der Leber abgebaut (Brown und Goldstein
1986), der Rest wird in nicht-hepatischen (peripheren) Geweben verstoffwechselt. Diese ver-
werten Cholesterin al's Membranbaustein und als Ausgangssubstanz fir die Synthese von Ste-
roidhormonen und des Vitamin D. Defekte des LDL-Rezeptors sind Ursache der familiéren
Hypercholesterindmie. Die Interaktion der LDL mit dem LDL-Rezeptor wird durch das Apo-
lipoprotein (Apo) B-100 vermittelt (Goldstein et al. 1983, Scott 1989, Myant 1990). Jeder
LDL-Partikel besitzt nur ein einziges Apo B-100 Molekil auf seiner Oberflache.

LDL -Rezeptoren kommen in unterschiedlicher Zahl auf fast allen Zelltypen vor (glatte Mus-
kelzellen, Endothelien, Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten, Adipozyten, Hepatozyten,
Zellen der Nebennierenrinde, der Ovarien und der DUnndarmmukosa). Fibroblasten besitzen
zwischen 15 000 und 70 000 Rezeptoren pro Zelle. Die Expression des LDL-Rezeptors unter-
liegt einer feed-back Kontrolle durch den zellularen Cholesteringehalt (Brown und Goldstein
1986). Die Regul ationsmechanismen der zelluldren Cholesterinhomdostase sind im Folgenden

kurz zusammengefasst:
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ﬁ—q"“=' 3
ap LDL-Rezeptoren

Abb. 1.1 Lipide aus der Nahrung werden in der Darmschleimhaut enzymatisch gespalten
und gelangen in Form von Chylomikronen Uber den Blutkreislauf in die Leber.
Dort vermischen sie sich mit den endogen aufgebauten Fetten und werden mit
Apoproteinen zu Lipoproteinen (VLDL) zusammengebaut. Die Leber gibt diese
triglyzeridreichen VLDL an das Blut ab. Sie werden dort rasch von Lipasen ange-
griffen, ihr Triglyzeridanteil wird gespalten, es entstehen die IDL. Diese werden
entweder direkt von der Leber aufgenommen und abgebaut, oder nach weiterer
Delipidierung in die cholesterinreichen LDL umgewandelt. VLDL haben eine
Halbwertszeit von wenigen Stunden, wahrend LDL drei bis funf Tage im Blut zir-
kulieren kénnen. (Abbildung aus. D.Voet, J.G. Voet ,Biochemie*, Kap. 11-4: Li-
poproteine, VCH V erlagsgesel I schaft mbH Weinheim, 1. Auflage 1992).

Die Regulation der zellulédren Chol esterinhomdostase

Cholesterin und andere Isoprenoide sind essentielle Bestandteile der Zelle. Fast alle Gewebe
tierischer Organismen konnen Cholesterin aus aktivierter Essigsaure (Acetyl-CoA) syntheti-
sieren. Ein Erwachsener synthetisiert bei cholesterinarmer Erndhrung etwa 1 g taglich. Das

Schrittmacherenzym des Synthesewegs ist die mikrosomale HM G-CoA-Reduktase.

Die HMG-CoA-Reduktase ist eines der am starksten regulierten Enzyme der Zelle; ihre Akti-
vitdt kann um den Faktor 200 variieren (Brown et al. 1978, Nakanishi et al. 1988, Goldstein
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und Brown 1990). Die Kontrolle erfolgt auf transkriptionaler, translationaler und post-
trandationaler Ebene (Goldstein und Brown 1990) durch das Angebot des Uber den LDL-
Rezeptor in die Zelle eingeschleusten Cholesterins. Ist gentigend LDL in den Zellen vorhan-
den, wird durch das aus den Cholesterinestern der Partikel enzymatisch abgespaltene freie
Cholesterin die mRNA-Synthese der HM G-CoA -Reduktase supprimiert. Auch die Expression
des LDL-Rezeptors wird gedrosselt, um eine Uberversorgung mit Cholesterin zu vermeiden.
Versiegt das Angebot extrazelluldren Cholesterins, wird die Synthese der Reduktase stimuliert
und so die Cholesterineigensynthese hochreguliert. Die Cholesterinbiosynthese unterliegt ei-

nem circadianen Rhythmus. Sieist mittags minimal und maximal um Mitternacht.

114 Das Apolipoprotein B

Das Apolipoprotein (Apo) B ist obligater Proteinbestandteil der Chylomikronen, VLDL, IDL
und LDL. In den VLDL, IDL und LDL liegt es als Apo B-100, in den Chylomikronen als
Apo B-48 vor. Apo B-48 entspricht dem amino(N)-terminalen Ende (48%) des Apo B-100.
Die Primérstruktur des Apo B ist seit 1986 bekannt (Yang et al. 1986, Law SW et al. 1986,
Knott et al. 1986, Chen et al. 1986, Cladaras et al. 1986). Das Apo B-Gen liegt auf dem kur-
zen Arm des Chromosoms 2 (2p23-p24). Es ist 43 Kilobasenpaare lang und besteht aus 29
Exonen. Apo B-48 mRNA entsteht durch eine posttranskriptionale Modifikation aus Apo
B-100 mRNA (Chen et al. 1987, Powell et al. 1987, Chan und Seeburg 1995, Chan et al.
1997). Im Gegensatz zur transkriptionellen Expressionskontrolle des LDL-Rezeptors wird das
Gen fur Apo B scheinbar konstitutiv exprimiert. Die Regulation der Apo B Sekretion findet
auf trandationaler und posttranslationaler Ebene statt; die Hélfte bis zu zwei Drittel der de no-
vo synthetisierten Apo B Molekile werden bei in vitro Versuchen humaner Hepatom Zellen

intrazelluldr degradiert (Jim-Y eung und Chan 1998).

Abbildung 1.2 zeigt die Struktur des Apo B-Gens. Fir zahlreiche Positionen sind Sequenzun-
terschiede beschrieben. Einige dieser Polymorphismen, die zum Teil mit LDL-Konzentratio-
nen oder der koronaren Herzkrankheit assoziiert sind (Berg 1986, Hegele et al. 1986, Law A
et al. 1986, Tamud et al. 1987, Monsalve et al. 1988, Myant et al. 1989, Aalto-Setda et al.
1991, Renges et al. 1991, Tybjaerg-Hansen et al. 1991, Saha et al. 1992, Bohn et al. 1993,
Hansen et al. 1993, Visvikis et al. 1993, Bohn und Berg 1994, Turner et al. 1995), sind in
Abbildung 1.2 bezeichnet.
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Apo B-100 Gen (~43 kb)

Xbal Mspl EcoRI
Ins/Del
Signalpeptid 2488 A 3611 4154
[_:H:.ﬂR
, Exon 26
S —1kb 7572 bp 3

Abb. 1.2 Polymorphismen des Apolipoprotein-100 Gens (43 Kilobasenpaare). Am Signal-
peptid des Apo B befindet sich eine 9 Basenpaar Deletion (Del), bzw Insertion
(Ins). Der 3'VNTR (variable number of tandem repeats) Polymorphismus erzeugt
bis zu 14 diskrete Allele einer repetitiven Sequenz. Alle tGbrigen Polymorphismen
(Xbal, Mspl und EcoRlI) sind diallele Spaltstellenpolymorphismen. Unterhalb der
Restriktionsenzymbezeichnung sind die Aminosdurepositionen (Kodon 2488,
3611 und 4154) der Sequenzénderung angegeben. Dunkel markierte Abschnitte
stellen Exonbereiche dar, nicht ausgefillte Genbereiche symbolisieren Introns. A:
Bereich der fUr die LDL-Rezeptorbindung kodierenden Doméne.

An der Bindung von Apo B-100 an den LDL-Rezeptor sind Doméanen im carboxyterminalen
Bereich des Molekils beteiligt (Aminosduren 3000-3700) (Scott 1989). Diese Abschnitte feh-
len im Apo B-48; es bindet daher nicht an den LDL-Rezeptor. Uber die dreidimensionale
Struktur der rezeptorbindenden Doméne des Apo B-100 ist wenig bekannt. Diesist zum einen
auf die enorme Grof3e des Proteins (4536 Aminosauren) zuriickzuftihren und zum anderen
darauf, dass es vollsténdig wasserunléslich ist und aus diesem Grund in nicht-Lipid-
assoziiertem Zustand aggregiert. Einige Erfolge in der strukturellen Aufkl&rung der Rezeptor-
bindungsdoméne des Apo B-100 wurden erst in den letzten Jahren gemacht. Zu Beginn der
90er Jahre ging man davon aus, dass basische Aminosaurereste die Wechselwirkung zwischen
dem Apo B-100 auf der einen Seite und funf negativ geladenen Cystein-reichen repeats des
LDL-Rezeptors auf der anderen Seite vermitteln (Weisgraber et al. 1978, Russell et al. 1989).
Mit Hilfe monoklonaler Antikérper (Milne et al. 1989, Pease et al. 1990) und auf der Basis
von Homologien mit der Apo E Rezeptorbindungsregion (Knott et al. 1986) wurde ein Modell
erstellt, in dem zwei kurze Abschnitte zwischen den Positionen 3147 und 3157 (A) und 3359
und 3367 (B) fur die Rezeptorbindung der LDL verantwortlich sind. Beide Bindungsbereiche
(A) und (B) sind Uber eine Disulfidbriicke zwischen Cystein 3167 und Cystein 3297 verknipft
und werden durch eine dazwischen liegende Prolin-reiche Sequenz im richtigen Abstand zu-
einander gehalten (Milne et al. 1989).
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1.2 Das Familidr Defekte Apo B-100 (FDB) - haufigste monogene
Stoffwechselkrankheit in der Westlichen Welt

» FDB isan experiment of nature that provides us with information about several aspects of

the normal and abnormal physiology of human lipoproteins.” (N.B. Myant)

Vor etwa 13 Jahren beschrieb Dr. Innerarity vom Cardiovascular Research Institute der Uni-
versity of California in San Francisco erstmalig menschliche LDL, deren Bindungsfahigkeit
an die LDL-Rezeptoren intakter Fibroblasten um etwa 70% vermindert waren (Innerarity et al.
1987). Die von ihm untersuchten LDL stammten von einem Patienten mit priméarer Hypercho-
lesterindmie und reduziertem hepatischem LDL-Katabolismus, ohne dass bei diesem eine
funktionelle Beeintrdchtigung des Rezeptors nachgewiesen werden konnte. Die biochemi-
schen Analysen und die daraufhin angestellten Familienuntersuchungen legten den Verdacht
nahe, dass der auddsende Faktor eine genetische Verdnderung am Apo B-100 ist. Innerarity
nannte die von ihm beschriebene Apo B-100-Abnormalitét , familial defective apoB-100*
(FDB). Zwei Jahre spéter erschien unter dem Titel ,, Association between a specific apoli-
poprotein B mutation and familial defective apolipoprotein B-100“ (Soria et al. 1989) die
Entschltisselung der genetischen Veranderung der bindungsdefekten Apo B-100 Molekiile: as
Ursache des Bindungsverlustes wurde eine Punktmutation am Aminosaurekodon 3500 in E-
xon 26 des Apo B-100 identifiziert, die zum Austausch eines Argininrests durch Glutamin
fuhrt. Sie wird as FDB Arg®™®—GIn, oder auch FDBaspo bezeichnet. Neben der FDBaspog
Mutation wurden 1995 (Pullinger et al. 1995, Gaffney et al. 1995) noch zwei weitere Apo B
Substitutionen (FDBg3spow Und FDB3s31r) entdeckt, die ebenfalls in bindungsdefekten LDL re-
sultieren. Thnen kommt unter klinischen Aspekten geringere Bedeutung zu, da sie bis dato we-
sentlich seltener vorgefunden wurden. Schétzungen Anfang der 90er Jahre zufolge tritt die
FDB3s00q Mutation mit einer Prévalenz von 1:500 bis 1:700 in Westeuropa und Nordamerika
auf (Tybjaerg-Hansen und Humphries 1992, Rauh et al. 1992). In diesen Regionen stellt der
familigre Apo B-100 Bindungsdefekt die haufigste monogen verursachte Stoffwechsel erkran-
kung dar. FDB wird in autosomal kodominanter Weise vererbt. In dem Klassifikationssystem
nach Fredrickson ist die aus dem Bindungsdefekt resultierende Erhohung des Plasma

Cholesterins einer Typ Ila Hyperlipoproteinamie zuzuordnen.

In der Differentialdiagnostik familidrer Hypercholesterinamien wurden eine Reihe unter-
schiedlicher molekulargenetischer Nachweisverfahren der FDBaspoo Mutation entwickelt:
ASO-Hybridisierung (Tybjaerg-Hansen et al. 1990, Eggertsen et al. 1994), RFLP-Analysen
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PCR-generierter Restriktionsenzymspaltstellen (Hansen et al. 1991, Geisdl et al. 1991, Ma-
motte und van Bockxmeer 1993), Allel-spezifische PCR (ASP od. ARMS) (Ruzicka et al.
1992, Schuster et al. 1992) und Mutagenically Separated (MS)-PCR (Rust et al. 1993), eine
Verfeinerung der Allel-spezifischen PCR, die es erlaubt, die Analyse einer Probe in einem
Reaktionsgefal? durchzufthren.

121 Klinische M anifestation der Erkrankung

Die Expressivitéat der FDB-Mutation konnte zunéchst nur durch Untersuchungen an heterozy-
goten Merkmalstrégern ermittelt werden. Es stellte sich heraus, dass die phanotypische Aus-
prégung der FDBgspoo Mutation sehr variabel ist. Tybjaerg-Hansen et al. (1990) beobachteten,
dass die mittlere Cholesterinkonzentration bel zehn FDB-Heterozygoten mit 3,69 g/l etwa so
hoch war wie bei FH-Heterozygoten. Einen dhnlich hohen Wert (3,5 g/l) fand Defesche et al.
(1993) bel 18 niederlandischen FDB-Heterozygoten. Schuster et al. (1990) ermittelte einen
Durchschnittswert von 3,08 g/l bei 54 heterozygoten FDB-Patienten in Deutschland. In einer
anderen Studie war die mittlere Cholesterinkonzentration der FDB-Heterozygoten hingegen
2,69 g/l, digenige der FH-Heterozygoten aber 3,60 g/l (Innerarity et al. 1990). Die Unter-
schiede sind zum Tell auf unterschiedliche Screening-Strategien zurtickzufihren. Tybjaerg-
Hansen et al. (1990) und Schuster et al. (1990) haben Patienten untersucht, die klinisch zuvor
als FH-Heterozygote klassifiziert worden waren, wahrend andere Autoren auch Patienten mit
niedrigeren Gesamtcholesterin-, bzw. LDL-Cholesterinkonzentrationen untersuchten. Eine va
riable Expression der FDB Mutation wurde auch von Friedl et al. (1991) und Myant et al.
(1991) beobachtet, die heterozygote Merkmalstrager mit normalem LDL-Cholesterin be-
schreiben. Hansen et al. (1994) haben in ihrem Kollektiv von 45 danischen FDB-Patienten
ermittelt, dass ein Drittel der FDB-Heterozygoten Cholesterinkonzentrationen unter der 95sten
Percentile der alters- und geschlechtsgleichen Normalbevdlkerung hatten. Das genetische

Merkmal FDBgssoog zeigt somit 100%ige Penetranz, ist jedoch in seiner Expressivitét variabel.

Mittlerweile sind funf Patienten mit homozygotem FDBsspoq bekannt geworden (Mérz et al.
1992, Funke et al. 1992, Gallagher und Myant 1995, Horinek et al. 1999). Bei diesen Patien-
ten war die Hypercholesterinamie deutlich weniger ausgepragt as bei homozygoten FH-
Patienten (LDL-Cholesterin Konzentration FDB 2,9-4,6 g/l versus FH 5,0-10,0 g/l). Unter
steady state Bedingungen sind etwa 75% der im Blut zirkulierenden LDL-Partikel bel hetero-
zygoten FDB-Patienten bindungsdefekt, wahrend nur 25% aus der Synthese des normalen
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Apo B-Allels stammen (Arnold et al. 1994). Die Verweildauer der LDL im Blut ist bei FDB-
Homozygoten im Vergleich zu normolipidamischen Personen um das 3,6 fache erhoht (8,3
Tage versus 2,3 Tage) (Schéfer et al. 1997).

Der milder ausgepragte Phanotyp wird auf zwei kompensatorische Effekte zurtickgefuhrt.
Zum einen werden wahrscheinlich VLDL-Remnants verstarkt katabolisiert und somit die Pro-
duktion von LDL zuriickgeschraubt (Maher et al. 1993), zum anderen scheinen einige LDL-
Partikel auf Grund eines zusétzlich vorhandenen Apo E noch tber LDL-Rezeptoren internali-
siert werden zu kénnen (Mé&rz et al. 1993). Daneben kénnten im Einzelfall auch andere regu-

latorische M echanismen der Cholesterinhomoostase eine Rolle spielen.

Klinische Merkmale einer starken Hypercholesterinamie, etwa der klassischen FH, sind
Xanthome (Lipidablagerungen in der Haut oder den Sehnen), Xanthelasmen (flache, gelbliche
Lipideinlagerungen in der Orbita), Arcus lipoides corneae (weissliche, sichelformige Lipidein-
lagerungen in der Hornhaut des Auges) und “early onset” KHK. Insgesamt sind bei FDB-
Heterozygoten als Konsequenz einer deutlich abgemilderteren Hypercholesterindmie diese
Merkmale weniger haufig und ausgepragt als bei heterozygoten FH Patienten. Bel drei der
funf FDB-Homozygoten (31, 54 und 69 Jahre) waren keine KHK und keine Sehnen-
Xanthome feststellbar.

1.2.2 Therapeutische M 6glichkeiten

Der familiagre Apo B-100 Defekt ist therapierbar. Meist reicht jedoch die Diét als konventio-
nelle, cholesterinsenkende Mal3nahme nicht aus. Bei konsequenter Durchfiihrung der Erndh-
rungsumstellung (Ersatz geséttigter Fettséuren durch komplexe Kohlenhydrate, zusétzliche
Zufuhr einfach und mehrfach geséttigter Fettsauren, Reduktion der téglichen Cholesterinauf-
nahme) l&sst sich das LDL-Cholesterin um maximal 15% senken. Fur die Behandlung eines
heterozygoten FDB-Patienten mit Cholesterinkonzentrationen von 2,5-3,5 ¢/l ist dies nicht
ausreichend und daher wird meist ab dem frihen Erwachsenenater medikamentds interve-

niert.

Die bisher erfolgreichsten Ansétze zur Senkung erhéhter Konzentrationen der LDL bestehen
in der Steigerung der Expression von LDL-Rezeptoren durch Verminderung des regulatori-

schen Pools von Cholesterin in der Leberzelle. Hierzu gibt esdrel Klassen von Wirkstoffen:
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I.  Anionenaustauscherharze vermindern die Reabsorption von Gallensal zen
im DiUnndarm und stimulieren damit die Kon-
version von Cholesterin zu Gallenséuren in

den Leberzellen
I.  pflanzlichen Sterole (B-Sitosterin) hemmen die Absorption von Cholesterinim
Dunndarm
I1l. CSE (Cholesterin-Synthese-Enzym) = HM G-CoA-Reduktasehemmer, vermindern
Hemmer die de novo Synthese von Cholesterin.

Die Hemmstoffe der HM G-CoA-Reduktase sind die wirksamsten Pharmaka zur Behandlung
von Dyslipoproteindmien. Im Handel befinden sich derzeit Lovastatin, dessen semisyntheti-
sches Derivat Simvastatin, Pravastatin, das durch mikrobielle Transformation aus Mevastatin
gewonnen wird, sowie Fluvastatin, Atorvastatin und Cerivastatin, drel vollsynthetische Ver-
bindungen. Diese Substanzen sind hochaffine, kompetitive Inhibitoren der HMG-CoA-
Reduktase, des Schrittmacherenzyms der Cholesterin-Biosynthese. Durch die gedrosselte Ei-
genbiosynthese nimmt die Leberzelle vermehrt Cholesterin aus dem zirkulierenden Blut auf,
indem sie verstarkt LDL-Rezeptoren produziert (feed back Regulation, s. Kap.1.1.3). Die Er-
héhung der hepatischen Cholesterinaufnahme fuhrt zur Senkung der LDL-Konzentration im
Blut. Neben einem gesteigerten Abbau der LDL scheinen Hemmstoffe der HMG-CoA-
Reduktase auch die Produktion der LDL zu hemmen, indem sie den Abbau ihrer Vorlaufer,

der VLDL, bewirken.

Die medikamenttse Verabreichung der CSE Hemmer (5-40 mg/Tag) hat einen cholesterin-
senkenden Effekt von etwa 30%. Atorvastatin erzielt sogar eine Reduktion des LDL-
Cholesterins um bis zu 60% (Wolffenbuttel et al. 1998).
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2 Problemstellung und Ziel der Arbeit

Es ist sehr wahrscheinlich, dass von allen Proteinen, die an der Regulation des Lipoproteinstoff-
wechsels beteiligt sind, Strukturvarianten existieren. Bisher ist aber nur fur wenige solcher
Merkmale eine Auswirkung auf die Lipoproteinkonzentrationen des Plasmas gesichert. Trotz ei-
ner hohen Pravalenz der Hypercholesterindmie in der Normalbevolkerung - etwa jeder 4. Bun-
desblrger im Alter zwischen 40 und 65 hat nach Einschéatzung des Instituts fir Arteriosklerose-
forschung in Minster (Assmann et al. 1998) zu hohes LDL-Cholesterin - sind hereditére Ursa-
chen dieser Stoffwechselanomalie noch weitgehend ungeklart. In dieser Arbeit sollte auf moleku-
largenetischer Ebene nach Strukturvarianten des humanen Apolipoprotein (Apo) B-100 gesucht
werden, die fur eine Hyperlipoproteindmie (HLP) des Typ lla nach Fredrickson verantwortlich
sind. Da die Ursache bindungsdefekter LDL in einem Sequenzunterschied der rezeptorbindenden
Domaéne des Liganden liegen missen, sollte dieser Bereich durch gezielte Mutationsanalyse auf
Punktmutationen hin untersucht werden. Mutationen des LDL-Rezeptors, die phdnomenol ogisch
ebenfalls in die Kategorie der Typ Ila HLP gehéren, waren zum Zeitpunkt des Beginns dieser
Untersuchung schon in nahezu 200 verschiedenen Varianten (Hobbs et al. 1992) nachgewiesen
worden. Es war daher anzunehmen, auch auf Grund der hohen Frequenz des FDB3sp0q, dass an-
dere Mutationen des Apo B Gens existieren, die die Rezeptorbindung der Apo B Molekile an
LDL-Rezeptoren unterbinden oder beeintrachtigen. In einem Fall einer jungen Frau mit bin-
dungsdefekten LDL sollte zun&chst durch Sequenzanalyse der Apo B-100 DNA ein moglicher
genetischer Defekt nachgewiesen werden. Da die Sequenzierung in diesem Einzelfall jedoch kei-
nen erkennbaren Unterschied der genomischen DNA ergab, wurde der Weg eines genetischen
Screenings an einer grofReren Anzahl von Patientenproben eingeschlagen. Hierfir sollte eine ge-
eignete Methode des Mutations-Screenings etabliert werden. Als Untersuchungsmaterial diente
ein Kollektiv von Typ lla Patienten, die durch ein LDL-Cholesterin >1,55 g/l, einen Triglyzerid-
wert von < 2.0 g/l und einen HDL-Cholesterinwert von >0,35 g/l charakterisiert waren. Eine U-
berprifung bindungsdefekter LDL, bzw. relevanter Aminosdure-Austauschmutationen, sollte
durch in vitro Bindungsstudien mit humanen Fibroblasten-, bzw. an Hand eines Proliferationsas-
says mit U937-Zellen stattfinden.
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3

31

[0-*S]dATP (10 mCi/ml)
100 bp DNA Langenstandard
Acrylamid

Agarose, Ultra Pure
Ammoniumpersulfat
Bromphenolblau
Dimethyldichlorosilan Lésung
dNTPs

Essigsdure, 100%

Ethanol
Ethidiumbromidldsung 1%
Formaldehyd, 37%
Formamid

Fotales Kadberserum
Glycerol, UltraPure
Harnstoff

Isopropanol

Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid

Minera dl
N,N"-Methylenbisacrylamid
NaEDTAe(2H,0)
Natriumborhydrid
Natriumcarbonat wasserfrei
Natriumhydroxid Pldtzchen
Nonidet P-40
Oligonukleotide

PBS,1x

RPMI 1640 Medium

SDS

Silbernitrat

Sucrose

TEMED

Tris

Triton X-100

Tween 20 (Monolaurate)
Xylencyanol

Material

Chemikalien

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Life Technologies GmbH, Eggenstein
Life Technologies GmbH, Eggenstein
Serva Feinbiochemica GmbH, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstagt

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Linaris, Bettingen

ICN Biomedicals, Eschwege
Applichem, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Life Technologies GmbH, Eggenstein
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

MWG Biotech, Ebersberg

Life Technologies GmbH, Eggenstein
Life Technologies GmbH, Eggenstein
USBiochemicals, Cleveland, Ohio, USA
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Serva Feinbiochemica GmbH, Heidelberg
USBiochemicals, Cleveland, Ohio, USA
Serva Feinbiochemica GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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Material

3.2

10x TBE-Puffer

50x TAE-Puffer

Diffusions-Puffer

50x M E-Puffer

Acrylamid Stock
(30:0,5)

DR-Puffer

Farbmarker (6x)

Puffer und M edien

0,9M Tris-Borsdure0
0,02M EDTA

108 g Tris, 55 g Borsdure und 9,3 g NaogEDTA ¢(2H,0) auf 1 | ddH,O
auffllen, pH 8.3

2 M Tris-acetat
0,1M EDTA

242 g Trisund 37,3 g NaoEDTAe(2H,0) in 900 ml ddH,0 lésen, 57,1 ml
Essigsdure zugeben und auf 1 | mit ddH,O auffillen, pH 8.5 einstellen.
Lagerug bel RT.

0,5 M Natriumacetat

10 mM Magnesiumacetat
1 mM EDTA pH 8.0
0,1% SDS

8,2 g Natriumacetat/100 ml (1 M), 2,45 g Magnesiumactat/100 ml

(200 mM) und 0,372 g EDTA/100 ml (10 mM) separat ansetzen und au-
toklavieren. 50 ml 1 M Natriumacetat, 10 ml 100 mM Magnesiumacetat,
10 ml 10 mM EDTA und 1 ml 10 % SDS (28,8 g/l) auf 100 ml ddH,O
auffllen.

1M MOPS
50 mM EDTA pH 8.0

52,3g MOPS, 4,65 g Na;EDTA(2H,0), 9 g NaOH auf 250 ml mit
ddH»,0 auffillen, filtrieren.

60 g Acrylamid und 1 g N,N"-Methylenbisacrylamid auf 200 ml
mit ddH,O auffillen.

8 M Harnstoff

400 mM MOPS

20 mM EDTA pH 8.0
0,01 % Bromphenolblau
0,01 % Xylencyanol

4,8 g Harnstoff in 4 ml 50x M E-Puffer und 2 ml ddH,O lésen, mit 1 ml
0,1% Farbstofflésung (und restlichem ddH,0 auf 10 ml auffillen.

0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol
40% Sucrose (W/v)

4 g Sucrose, 2,5 mg Bromphenolblau und 2,5 mg Xylencyanol in 6 ml
ddH,0 I6sen und auf 10 ml mit ddH,O auffllen. Lagerung bei +4°C.
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For mamid-
Farbmarker

10x PCR-Puffer

25 mM MgCl,
Deter gens-Puffer

10 % (w/v) APS

40 % (v/v) Glycerol
0,1 % (v/v) Triton
LB Medium

SOC-Medium

LB (Ampicillin/
Tetracyclin) Agar

Ampicillin
Chloramphenicol
10mM IPTG
2% X-gal

95 % (v/v) Formamid

0,05 % (w/v) Bromphenolblau
0,05 % (w/v) Xylencyanol
20mM EDTA

Lagerung bei -20°C.
500 mM KClI
100 mM Tris-HCI pH 8.3

3,73gKCIl, 1,21 g Trisin 100 ml ddH,O lésen, pH 8.3 einstellen, auto-
klavieren. Lagerung bei +4°C.

1,19 g MgCl, in 500 ml ddH,0 |6sen, autoklavieren. Lagerung bel +4°C.
50 mM KCl

2,5 mM MgCl,

10 mM Tris-HCl pH 8.3

0,45 % Tween 20
0,45 % Nonidet P-40

3,73 g Kaliumchlorid, 0,24 g MgCl, und 1,21 g Trisin 990 ml ddH,O |6-
sen, pH 8.3 einstellen, autoklavieren. 4,5 ml Tween 20 und 4,5 ml Noni-
det P-40 zugeben. Lagerung bei +4°C.

1 g Ammoniumpersulfat in 10 ml ddH,O l6sen. Alle 3 Tage frisch anset-
zen.

40 ml Glycerol (99 %) in 60 ml ddH,O |6sen, autoklavieren.
100 pl Triton X-100 in 100 ml ddH,0 |dsen.

10 g Trypton, 5 g Hefe-Extrakt und 10 g NaCl in 950 ml ddH0O |6sen,
mit 5 N NaOH auf pH 7.0 einstellen, mit ddH,O auf 1 | auffillen, auto-
klavieren.

20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 ml 1M NaCl, 2,5 ml 1M KCI, pH
7.0, in 980 ml ddH,0O |6sen, autoklavieren auf RT abkihlen lassen. 10 ml
2M Magnesium stock [1IM MgCl,/IM MgSO,] und 10 ml 2M Glukose-
|6sung zugeben. Zuletzt das Medium durch einen 2 um Filter sterilfiltrie-
ren. Bei RT in 50 ml Aliquots aufbewahren.

LB Medium herstellen, 15 g/l Agar zugeben, dann auf gewinsch-
tes Endvolumen mit ddH,O bringen, autoklavieren. Auf 55°C abkihlen
lassen, 5 ml 10 mg/ml Ampicillin und 3ml 5 mg/ml Tetracyclin zugeben.

10 mg/ml in ddH0O, sterilfiltrieren.

10 mg/ml in Ethanol (absolut).

in sterilem H,0. Lagerung bei -20°C.

20 mg/ml in Dimethylformamid. Lagerung bei -20°C, Licht-empfindlich!
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3.3 Enzymeund Kits

GENECLEAN II Kit

Pfu DNA-Polymerase
pT7Blue T-vector Kit
QIAamp Blood Kit

QIAEX Il Gel Extraction Kit
QIAquick™ Kit

Restiktionsenzyme

Ribonuklease | "A”

RPM® Kit

Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit
ssPHAGE™ DNA Spin Kit
Tag-DNA-Polymerase

Dianova, Hamburg
Stratagene, La Jolla, USA
Novagen, Madison, WI, USA
QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden

New England Biolabs, Beverly, USA
Boehringer Mannheim, Mannheim
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
B1O 101, Vista, CA, USA
USBiochemicals, Cleveland, Ohio, USA
B1O 101, Vista, CA, USA
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

34 Spezielle Ger dte und Software

Ultrazentrifuge Typ L8-70

Tischzentrifuge Biofuge A

PCR Cycler Polychain [I

Temperatur Gradienten Gel Elektrophorese
Sequenzier Elektrophorese, Modell S3S

DNA Strider™ 1.0.1

OLIGO Primer Analysis Software

POLAND

Beckman Coulter, Krefeld

Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Polygen, Langen

QIAGEN GmbH, Hilden

Hybaid, Mddx, UK

Copyright by Christian Marck, Service de Bio-
chemie - Departement de Biologie, Institut de Re-
cherche Fondamentale, Commissariat al”Energie
Atomique - Frankreich

Copyright 1992 Wojciech Rychlik, published by
National Biosciences, Inc., Plymouth, MN, USA

Copyright 1994 G.Steger
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4 M ethoden

41 Auswahl der Patientenproben

297 Personen mit LDL-Cholesterinkonzentrationen >1,55¢g/l und Triglyzeridkonzentrationen
<2,0g/l (Typ lla Hyperlipoproteinamie) wurden untersucht. Die Personen waren Uber einen defi-
nierten Zeitraum (1992-1997) aus dem Routine-analytischen Labor fir Fettstoffwechselstorungen
aus einem gesamten Probenaufkommen (>2000) ausselektiert worden. Die Auswahl wurde aus-
schliefdlich bezlglich der LDL-Cholesterin- und Triglyzerid-Werte getroffen. Alter, Geschlecht,
HDL-Cholesterin und Lp(a) Werte, sowie die klinische Vorgeschichte der Probanden blieben unbe-
rucksichtigt. Das Kollektiv bestand aus 155 weiblichen und 142 méannlichen Patienten mit einem
Altersdurchschnitt von 41,4 + 19,1 Jahren, im Alter zwischen 4 und 84 Jahren. Die Genehmigung
zu einer DNA-Extraktion und Analyse von Punktmutationen am Apo B-100 Gen war von dem be-
handelndem Arzt bei den untersuchten Personen eingeholt worden. Die Untersuchung erfolgte in

Ubereinstimmung mit der Helsinki Declaration von 1975.

4.2 Probenvor bereitung, Bestimmung der Lipidparameter und DNA Extraktion

Die untersuchten Personen wurden morgens niichtern zur Blutentnahme gebeten. 10 ml vendses
Blut wurde in EDTA-K,-Rohrchen (Endkonzentration: 1,5-2 g/l) entnommen und 30 Minuten bei
1500 g, 20°C zentrifugiert. Der Plasma-Uberstand wurde zur Lipid- und Lipoproteinbestimmung
verwendet, und genomische DNA wurde aus dem Buffy Coat prépariert. Die Cholesterinbestim-
mung erfolgte enzymatisch mit Reagenzien der Firma Boehringer Mannheim (Mannheim, D). Das
HDL-Cholesterin wurde nach Prazipitation der Apo B-enthaltenden Lipoproteine gemessen (Mérz
und Grof3 1986). Das LDL-Cholesterin wurde nach Friedewald (Friedewald et al. 1972) berechnet.
Apo B- und Apo Al-Bestimmungen erfolgten in einem Protein-Array (Beckmann Instruments, CA,
USA) mit handelstiblichen Reagenzien. Fur die Lp(a)-Messung wurde ein RIA-Kit der Firma Phar-
macia (Freiburg, D) verwendet. Die DNA-Isolierung aus 200 ul Buffy Coat erfolgte mit dem
QIAamp Blood Kit der Firma Quiagen (Hilden, D). Die DNA wurde in 200 pl sterilem Wasser ge-
[6st und bei -20°C aufbewahrt. FUr die Ausbeute an isolierter DNA gibt der Hersteller eine Menge
von 75-125 ng/pl an (QIAamp Blood Kit Handbook). DNA-Sequenzanalysen, die Suche nach spe-
zifischen Restriktionsendonuklease-Spaltstellen und das Oligonukleotid-Primer Design erfolgte mit
Hilfe der Software DNA Strider™ 1.0.1, DNA and Protein Sequence Analysis Program, Copyright
by Christian Marck.
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4.3 Oligonukleotid-Primer Sequenzen

Q) Apo B-100 cDNA Klonierung und Sequenzierung

Bezeichn. Primer  Primer Lange
Name  Sequenz AS-Kodon [bp]

ApoB Insert] K1 5 TTGAAGGAATTCTTGAAAACGACAAAGCAA ? 3131-3396 798
K2 5 CACTTCCATATTTTTCGTGGTAAGCTCAC?

Apo B InsertIl K3 5 GAAGTTAGCCACAGCTCTGTCTCTGAGCAA ? 3366-3638 816

K4 5 AAGGATCCTGCAATGTCAAGGTGTGCCTTT @

5 GTCAGCATGCCTAGTTTCTCCATCCTAG
5 GAAGGACTGGCAGCTCTA

5 CCTACTGTCTCTTCCTCCATGGAA

5 AGGGTTCGGTTCTTTCTCG

5 GCCAAGGTCAGGGAAATCA

BraoyeRr

Hphl RFLP R1 5 CTCACAAAGCACAGCCAAAGGATTGG

(2 TGGE-Fragmente

Bezeichn. Primer  Primer Lange
Name  Sequenz AS-Kodon [bp]

Fragm. A Al(=K1) 5 TTGAAGGAATTCTTGAAAACGACAAAGCAA? 3131-3281 451
A2 5 GAAGGACTGGCAGCTCTA

Fragm. B B1* 5" cegeecgeecgeeegeccgcCGTGTGCCTTCATACACATT 3264-3337 222
B2 5" AGCAACAATATCTGACTGGT

Fragm. C C1 5 TTACCTATGATTTCTCCTTT 3310-3396 260
C2* 5" ccecgeegeecgecccgcgcCACTTCCATATTTTTCGTGG?

Fragm. D D1* 5" ceeegeegeccgecccgcgcGAAGTTAGCCACAGCTCTGT 3366-3453 261
D2 5 TTGTGGTCAACTGCTCCTTTAGCGG

Fragm. E El 5 CCTACTGTCTCTTCCTCCATGGAA 3425-3534 329
E2 5 GAATATATGCGTTGGAGTGTGGCTTCTCC

Fragm. F F1 5" CCAACACTTACTTGAATTCCAAGAGCAC 3490-3638 445
F2 (=K4) 5 AAGGATCCTGCAATGTCAAGGTGTGCCTTT?

Fragm. G G1* 5" cegeeegeegeccgecgcccGAGCTTTCCAATGACCAAGA 3622-3726 314
G2 5 AATGGGACATGGAACGTAGG

Fragm. H H1 5 AATTCAGTTCTTGTCATGCC 3714-3837 372
H2* 5" cegeecgeegeecgeegcccAATCTCAATGGTCTGCTCAG

Fragm. | 11 5 CTACGTAATCTTCAGGACCTTT 4269-4387 356
12* 5"ccegecgecegeegeccgccAGGTTCTTGATCAGACTGACTA

Fragm. J J1 5 TACAGCAGATCCATCAATACATTA 4347-4498 455

J2 5 AATGGACAGGTCAATCAATCTT
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3 Apo B-100 K odon 4369-M utagenese

Bezeichn. Primer Primer Lange
Name  Sequenz AS-Kodon [bp]

apoBexon29 A 5 GATGTATAGGGAACTGTTGAAAGA 4240-1ntron29 931
D 5 TTGGAAAAGAAGAATAAATGAAGAT
C 5 GTATAGTTGGCXXXACAGTGAAATA®
B 5 CATAATATTTCACTGTXXXGCCA °

4) RFL P-Nachweis von Punktmutationen und Haplotypisierungen

A. Haplotypisierung an Hand bekannter Apo B-100 Polymor phismen

Bezeichn. Primer Primer Lange
Name  Sequenz AS-Kodon [bp]

Mspl RFLP 5 5" CAAAGCCACCCTGGAACTCTCTCC 3558-3679 362
3 5 TTGAAACACGAAGATGCTGTCTCC

EcoRI RFLP & 5 CACTGGGACCTACCAAGAGTGG 4110-4206 288
3 5 GAATATACCTGGGACAGTACCG

Xbal RFLP 5 5 GGAGACTATTCAGAAGCTAA ¢ 2344-2581 710
3 5 GAAGAGCCTGAAGACTGACT ©

IngD€l 5 5 CAGCTGGCGATGGACCCGCCGA ¢ Signalpeptid
3 5 ACCGGCCCTGGCGCCCGCCAGCA ©

3VNTR 5 5 ATGGAAACGGAGAAATTATG® 3'nichttrang atierte Region
3 5 CCTTCTCACTTGGCAAATAC®

B. RFLP-Analyse der Apo B-100 Punktmutationen

Bezeichn. Primer Primer Lange
Name  Sequenz AS-Kodon [bp]

Mspl 3500Q 5 5" CCAACACTTACTTGAATTCCAAGAGCACCC® 3490-3534 133
3 5 GAATATATGCGTTGGAGTGTGGCTTCTCC

Tagl 3405 D3 5 CAGTGGCAACAACCACAAAAGTC*® 3397-3453 169
D2 5 TTGTGGTCAACTGCTCCTTTAGCGG

Pstl 4311 13 5 AGATGAGATCAACACAATCTGC 4303-4387 272

12 5" ceecgeegececgeegeccgccAGGTTCTTGATCAGACTGACTA

Ref.: Dunning et al. (1991), ° variable Basentripletts (s. Tab. 5.4), © Ref.: Boerwinkle et al. (1990), ! Ref.: Han-

sen et al. (1991), ® Ref.: modifiziert nach Pullinger et al. (1996)

unterstrichene Basen bezeichnen mismatch Positionen zur Einfiihrung einer Restriktionsenzym Spaltstelle
* Primer wurden mit GC-Uberhang synthetisiert (Kleinbuchstaben). Der GC-Uberhang erzeugt ein um 20 Basen-

paare verlangertes Amplifikat.
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4.4 Klonierung und Sequenzierung von Apo B-100 cDNA

44.1 Klonierung

Mit Hilfe des pT7Blue(R) T-Vektor Klonierungssystems der Firma Novagen (Madison, WI,
USA) wurde die cDNA des ApoB-100 (Kodon 3131 bis 3638, cDNA Position 9.600-11.122)
einer Patientin (S.K.) mit primérer Typ lla Hyperlipoproteinamie (HLP) in BlueScript V ekto-
ren kloniert. Die Klonierungsregion (lacZ a-Peptid "cloning site”) des Plasmids ist in Abbil-
dung 4.1 gezeigt. Die Fragmente wurden aus Produkten von zwei PCR-Reaktionen gewonnen.
Fragment | hatte eine Lange von 798 bp mit je einer Hindlll und einer BamHI Spaltstelle,
Fragment |l hatte eine Lange von 816 bp mit den Spaltstellen Pstl und EcoRI. Die Sequenzen
der Primer sind in Tabelle 4.3 (1) (Primer K1-K4) angegeben. 30 PCR-Zyklen wurden mit den
Temperaturschritten 94°C 1 Min, 55°C 1 Min und 72°C 3 Min durchgefihrt. In dem PCR An-
satz (Gesamtvolumen: 50 pl) enthaten waren: 0.3-0.5 ug genomische DNA der SK., 60 pM
Oligonukleotid Primer, 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCl pH 8.3, 2,0 mM M(Cl,, 25% Deter-
gens Puffer (50 mM KCl, 2,5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI pH 8.3, 0,45% Tween 20, 0,45%
Nonidet P-40), 200 uM je dNTP und 1,5 Units Tag DNA-Polymerase (Amersham Pharmacia,
Freiburg, D). Die Amplifikationsprodukte wurden in einem 20 g/l Agarose Gel (IXTAE-
Puffer, 0,5 pg/ml Ethidiumbromid) sichtbar gemacht, die Banden ausgeschnitten und mit den
Reagenzien des Geneclean Il Kits (Dianova, Hamburg) gereinigt. Nach der Reinigung wurden
die PCR Produkte in 20 pl sterilem Wasser eluiert.

Die Ligation der gereinigten PCR Fragmente wurde mit 50 ng pT7Blue T-Vektor, 1 ul DNA
(ca. 80 ng), 20 MM Tris-HCI pH 7.6, 5mM MgCl,, 5mM DTT, 0,5 mM ATP und 2-3 Weiss'
Einheiten T4 DNA Ligase in einem 10 pl Reaktionsvolumen Uber 5 Stunden bel 16°C durch-
gefuhrt. Die Ligationseffizienz wurde mit einem Kontroll Insert (50 bp, 10 ng) in einem Paral-
lelansatz getestet. Bel der anschlieffenden Transformation wurden kompetente Zellen (No-
vaBlue Competent Cells, 1 ml, CatNo. 69835-4) verwendet, die bei +4°C (auf Eis) langsam
aufgetaut wurden. Ein Mix aus 30 pl Bakterien und 5 pl Ligationsmix wurde in zuvor auf Eis
gekuhlten, sterilen Polypropylenréhrchen (14 ml, Falcon 2059, Becton Dickinson, Lincoln
Park, NJ, USA) hergestellt und 30 Minuten auf Eis gestellt. Dann wurde die Transformation
40 Sekunden bel 42°C durchgefuihrt und die Zellen sofort nochmals fir 2 Minuten auf Eis ge-
stellt. AnschliefRend wurde 120 pl SOC Medium zugegeben und 1 Stunde bei 37°C und 200-
250 rpm geschiittelt. Agar Platten (15 g/l LB-Medium) mit 50 pg/ml Ampicillin und 15 pg/ml

! Weiss et al. 1968 J. Biol. Chem. 243:4543
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Tetracyclin wurden 30 Minuten vor Gebrauch mit je 35 pl 50 mg/ml X-gal und 20 pl 100 mM
IPTG bestrichen. Anschlief3end wurden je 50 pl transformierte Zellen ausplattiert. Der Trans-
formationserfolg wurde an Hand einer mit 0,2 ng Testplasmid (pT7Blue T-vector Kit) versetz-
ten Bakteriensuspension getestet. Nach 30 Minuten Absorption durch den Agar wurden die
Platten umgedreht und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

Auf Grund der nicht mehr vorhandenen [3-Gal aktosidase Aktivitét rekombinanter Zellen sind
die transformierten Bakterien als weisse Kolonien zu erkennen. Mehrere Kolonien wurden in
sterile Polypropylenrohrchen mit 5 ml LB-Medium (+ 100 pg/ml Ampicillin) transferiert und

Uber Nacht, oder evt. langer angezogen.

lacZ Start

-z T7 Promoter--------- HindllI
ATGACCATGATTACGCCAAGCTCTAATACGACTCACTATAGGGAAAGCTTGCA

Pstl EcoRV  BamHI
TGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCTACTAGTCATATGGATATCGGATCCCC

EcoRl 2
GGGTACCGAGCTCGAATTCACT T-Vektor Klonierung
.tatggatT atcggat...
..ataccta  Ttagccta..

Abb. 4.1 Klonierungsregion des pT7Blue(R) Vektors (Novagen, Madison,USA). Fur die
Ligation eines PCR Produktes steht der an einer ECORV Spaltstelle erzeugte T-
Uberhang zur Verfligung.

4.4.2 Plasmidpr&par ation

2 x 1,5ml Bakteriensuspension wurden nach einer Methode von Stowers et al. (1992) in
SDS-NaOH lysiert, und die Plasmid-DNA durch Binden an eine Silica-Matrix aus dem neut-
ralisierten Lysat extrahiert. Reagenzien und Anwendungsprotokoll (RPM®-Kit) slammten von
der Firma BIO101, Inc. USA. Die Plasmid-DNA wurde in 50 pl sterilem Wasser eluiert. 5 pl
Plasmid DNA wurden mit 8-12 Units Restriktionsenzym (Amersham Pharmacia Biotech, D)
und 0,04 Kunitz Units Ribonuklease | A (Amersham Pharmacia-Biotech, D) tber Nacht bel
37°C inkubiert. Die entstandenen Restriktionsfragmente wurden in einem 20 g/l Agarose Gel
(Laufzeit 3 Stunden, 55 V) Uberpriift. Je nach Einbaurichtung (—: 5°-3"; «<—: 3-5") der Inserts

kam es zu unterschiedlichen Restriktionsfragment-Langen:
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Apo B Insert I: 5-3(-) Pstl — 696 bp EcoRl — 820 bp
3-5(«) < 178 bp <« 36bp

Apo B Insert II: 5-3(-) Hindlll — 310 bp BamHI — 11 bp
3-5(«) « 606 bp « 813 bp

Klone mit in 5"-3"Richtung eingebauten Apo B-100 PCR Inserts wurden sequenziert. VVon den
entsprechenden rekombinanten Bakterienstdmmen wurden Glycerol-stocks (Sambrook,
Fritsch, Maniatis 1989, Appendix 5) angelegt, die in Flissigstickstoff schockgefroren und an-
schlief3end bei -80°C gelagert wurden.

4.4.3 Didesoxy-Sequenzierung klonierter Apo B-100 DNA

Die Sequenzierung erfolgte nach dem Kettenabbruch-Verfahren (Sanger et al. 1977) mit Hilfe
eines Sequenzier Kits (Sequenase® Version 2.0) der Firma USB, Ohio, USA. Bei dem Enzym
handelte es sich um eine aus Bakteriophagen T7 gewonnene und chemisch modifizierte DNA-
Polymerase, deren 3"-5"Exonuklease Aktivitét eliminiert worden war. Das Enzym verfugt ne-
ben einer hohen Prozessivitét Uber die Fahigkeit, Nukleotid-Analoge ( ddNTPs, o-thio
dNTPs, dITP, 7-deaza-dGTP u.a.) bei der Polymerisierung einzubauen. Als radioaktives Iso-

top wurde [0-**S] ATP bei der Sequenzierung verwendet.

4431 Denaturieren doppelstrangiger Plasmid-DNA

Das Apo B-Insert | und Il der rekombinanten Plasmide konnte direkt sequenziert werden, in-
dem die Plasmide zuvor durch akalische Denaturierung (Lim und Pene 1988) in Einzelstran-
ge separiert wurden: 16 ul gereinigte und RNAse behandelte Plasmid DNA wurde mit 2 pl
frisch angesetztem 2M NaOH und 2 ul 2 mM EDTA gemischt und 30 Min bei 37°C inku-
biert. Anschlief?end wurden 1/10 Volumen 3 M Natrium Acetat pH 5.0 und 3 VVolumen 95%
Ethanol (eiskalt) zugefugt, durch vortexen gemischt und zur Prézipitation der DNA bei -20°C
Uber Nacht inkubiert. Die DNA wurde am nachsten Tag durch 30-minltige Zentrifugation
(12.000g, +4°C) pelletiert, der Uberstand verworfen und anschlieRend mit 0,5 ml 70% Etha-
nol (eiskalt) gewaschen. Der Waschschritt wurde wiederholt und das DNA-Pellet schliefflich
bei Raumtemperatur (RT) getrocknet. Die DNA wurde in 7 pl sterilem Wasser euiert und
gegebenfalls bei -20°C gelagert.
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4432 Superinfektion mit Helfer Phagen R408

Als zweite Methode der Einzelstrang Préparation der Plasmid DNA wurde das Transferieren
des Plasmid-Vektors in ein Phagen Genom durchgefihrt: 5 pl rekombinante, in Glycerol-
stocks gelagerte Bakterien wurden Uber Nacht in 5 ml LB-Medium + Ampicillin (100 pg/ml)
angezogen. 100 pl der Ubernacht-Kultur wurden mit 4 ml LB-Medium fir 4 Stunden inku-
biert und anschliefiend mit 25 pl Interference-Resistant Helfer Phagen (R408) (Stratagene,
Heidelberg, D) infiziert. Die Zellen wurden nochmals tber Nacht kultiviert. Die Phagen-DNA
wurde am folgenden Tag mit dem ssPHAGE™ DNA Spin Kit (BIO 101, USA) isoliert und in
50 pl sterilem Wasser eluiert.

4.4.3.3 Sequenziergele

Eine 8 %ige Polyacrylamidgellésung (100 ml) wurde in folgender Zusammensetzung herge-
stellt: 20 ml 400 g/l Acrylamid-bis (Acrylamid:N,N"-Methylenbisacrylamid 19:1), 48 g Harn-
stoff (8 M), 10 ml 10x TBE (90 mM Tris-Borsaure, 2 mM EDTA) und ddH,0 ad 100 ml. Zur
besseren Ldsung des Harnstoffs wurde das Becherglas auf einem beheizbaren (45°-50°C)
Magnetrihrer gestellt. Nachdem die Losung wieder auf RT abgekihlt war, wurde sie filtriert,
und 1 ml 10% APS und 30 ul TEMED wurden zugegeben. Die Gellésung wurde vorsichtig
mit einer 60 ml Spritze zwischen die Glasplatten (35x40 cm) injiziert. Die Geldicke betrug
0,4 mm. Der Kamm wurde plaziert und die Glasplatten flach auf der Laborbank abgelegt.
Nach 1-2 Stunden wurden die Klebebander entfernt und das Gel in die Elektrophorese Appa
ratur eingebadi.

4434 Sequenzierreaktion

Die einzelnen Schritte einer Sequenzierung nach Sanger sind:

- Primer Hybridisierung = "Annealing

- Markierung

- Termination

In den Annealing Mix der Sequenzierreaktion wurden 5 pl denaturierte Plasmid DNA, 0,5 pM
Primer (Primersequenzen s. Kap.4.3 (1)), 2 pl 5x Sequenase® Puffer (200 mM TriseHCI
pH 7.5, 100 mM MgCl,, 250 mM NaCl) und ddH,O in einem Reaktionsvolumen von 10 pl

gemischt. Das Reaktionsgemisch wurde in einem Wasserbad 2 Min bel 65°C erhitzt und an-
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schlief3end langsam, innerhalb von ca. 15 Min bis auf 37°C abgekihlt. Im Anschluss daran
wurde weitere 15 Min bei 37°C inkubiert. Wahrend des Hybridisierungsvorganges des Pri-
mers an den Plasmid Einzelstrang wurden vier Terminations Reaktionsgefasse vorbereitet, in
die jeweils 2,5l eines didesoxy G-, A-, C-, T-Terminations Mix (80 uM dATP, 80 uM
dTTP, 80 uM dGTP, 80 uM dCTP, 50 mM NaCl und jeweils 8 uM des entsprechenden dide-
soxy Nukleotidtriphosphats) vorgelegt wurden. Diese Gefésse wurden zunéchst auf Eis ge-
stellt. Nach Beendigung des Annealing Schrittes wurde das Reaktionsgemisch ebenfalls auf
Eis gestellt.

Fur die radioaktive Markierung der DNA wurde in den Annealing Mix 2 pl eines dNTP-
Gemisches (0,3 pM dGTP, 0,3 M dCTP, 0,3uM dTTP), 0,5l [o-°S]dATP (5uCl) und
1pl 0,1 M DTT Lésung gegeben. Das Enzym (Sequenase® T7 DNA-Polymerase) wurde im
Verhdltnis 1:8 mit entsprechendem Enzym Puffer (10 mM TriseHCl pH 7.5, 5mM DTT,
0,5 mg/ml BSA) verdinnt und 2 pl (3 Units) in die Markierungs-Reaktion eingestzt. Das Ge-
misch wurde 5 Min bei RT inkubiert, wahrend zur selben Zeit die Eppendorfgefasse mit den
Terminatoren auf 37°C vorgewarmt wurden. 3,5 pl des Sequenase Reaktionsgemisches wurde
zu jedem Terminationsansatz pipettiert und bei 37°C inkubiert. Nach 5 Min wurde die Stopl6-
sung (95% v/v Formamid, 20 mM EDTA, 0,05% w/v Bromphenolblau, 0,05% w/v Xylencya-
nol FF) zugegeben und die Reaktionsgefasse auf Eis gestellt, oder gegebenfalls bei -20°C
(max. 7 Tage) aufbewahrt.

4435 Elektrophorese und Autoradiografie

IXTBE Puffer wurde in obere und untere Pufferkammer der Elektrophoreseapparatur (Hybaid,
UK) geflllt. Ein 30mindtiger Vorlauf bei 55 Watt (1200 Volt, 45 mA) wurde gestartet. Die
Proben wurden 2 Min bel 80°C denaturiert und danach sofort auf Eis gestellt. Die Probenta-
schen wurden mit IXTBE Puffer ausgespllt, bevor je 3 ul einer Probe aufgetragen wurden.
Die Laufzeit der DNA lag zwischen 2 und 4 Stunden bei konstanter Leistung (65 Watt) und
>1600 Volt. Durch Wasserkiihlung wurde eine konstante Temperatur von 45°C erzielt. Nach
Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele 30 Min in 15% Methanol, 5% Essigsaure fi-
xiert und anschlief3end im Vakuum Trockner ca. 1 Stunde getrocknet. Mit einem Kodak X
Omat AR-5 Rontgenfilm wurden die Gele Uber Nacht oder gegebenfalls bis zu 2 Tage bei RT

exponiert.
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4.4.4 Restriktionsfragment-L &ngenpolymor phismus (RFLP) - Analyse

Die Apo B-100 cDNA Sequenz wurde mit den Autoradiografien der sequenzierten Klone ver-
glichen. Die dabei vorgefundenen Basenaberationen wurden durch Restriktionstypisierung
(RFLP) der genomischen DNA-Amplifikate Uberpruft. Fur die Restriktionen wurden die En-
zyme Hphl, Bsp12861 und BstUI (New England Biolabs, Beverly, USA) verwendet. Bei Muta-
tionen, die zur Erzeugung einer Spaltstelle gefihrt hatten, wurden zur Kontrolle der Restrikti-
on geeignete Amplifikationsprodukte anderer Genombereiche menschlicher DNA mitgespal-
ten. Fur die Reaktionsansétze der PCRs wurde die in 4.4.1 beschriebene Methode verwendet.
Oligonukleotid-Primer waren: K1 und R1 (114 bp Amplifikationsprodukt, Hphl RFLP), S1
und K2 (438 bp Amplifikationsprodukt, Bsp12861 RFLP), K3 und D2 (263 bp Amplifikati-
onsprodukt, BstUl RFLP). Primersequenzen sind in Kapitel 4.3 (1) und 4.3 (2) angegeben.
Primer R1 hat an 2.Position des 3"Endes ein mismatch, das die Spaltstellensequenz im Wild-
typ-Amplifikationsprodukt erzeugt. Das PCR-Protokoll des Bsp1286I-RFLP war 94°C 1 Min,
55°C 1 Min und 72°C 3 Min (30 Zyklen) und des BstUI-RFPL 94°C 1 Min, 58°C 1 Min und
74°C 2 Min (30 Zyklen). Fur den Hphl-RFLP wurde die DNA mit 30 Zyklen bel 94°C 1 Min,
58°C 1 Min und 74°C 4 Min amplifiziert.

45 Single-strand confor mation polymor phism (SSCP)

Fur den SSCP werden native Polyacrylamidgele verwendet. 50 ml Gellésung wurden aus
60 g/l Acrylamid mit einem Acrylamid/N,N"-Methylenbisacrylamid Verhdltnis von 29:1 in
IXTBE Puffer hergestellt. Fur die Polymerisation wurden 200 pl APS (10%) und 60 pl
TEMED zugegeben. Die Gele waren nach einer Stunde polymerisiert. In einer Vertikale-
lektrophoresekammer (Protean Il xi Elektrophoresekammer, Biorad, Muinchen) wurden
Amplifikate des TGGE-Fragments F [Kap.4.3 (2)] mit vorhandener Punktmutation am Ami-
nosaurekodon 3500 und Kontrollen ohne Mutation aufgetrennt. Die Elektrophorese wurde un-
ter variablen Bedingungen durchgefiihrt. Wesentliche Anderungen wurden bei der Temperatur
(ungekihlt: RT, gekuhlt: +10°C), der Glycerin Konzentration im Gel (0-10%) und der Frag-

mentgrofe des untersuchten Amplifikats (< 445 bp) vorgenommen.
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4.6 Temperatur Gradienten Gel Elektrophorese

4.6.1 Erstellung von Schmelzkurven doppelstrangiger DNA

Fur die Mutationsanalyse in Temperatur Gradienten Gelen eignen sich ausschliefdlich DNA
Fragmente mit reversibler Schmelzeigenschaft. Inwieweit ein Stlick doppelstréngiger DNA
(oder RNA) beim Erhitzen reversibel denaturiert, ist abhéngig von der Anzahl und Beschaf-
fenheit partieller Schmelzdomanen des Fragments. Diese lassen sich an Hand der Basenzu-
sammensetzung der Nukleinsdure theoretisch kakulieren und in einem Schmelzdiagramm
graphisch darstellen. Die Entwicklung einer hierfir geeigneten Software (POLAND) geht auf
Gerhard Steger, Abteilung Biophysik der Universitdt Dusseldorf, zurlick (Steger 1994).
POLAND ist ein Anwendungsprogramm basierend auf den von D. Poland erstellten Algo-
rithmen zur thermischen Denaturierung doppelstrangiger Nukleinsauren (Poland 1974). Hier-
mit wurden optimierte DNA Fragmente konstruiert, deren Langen zwischen 200 und 500 bp
lagen, und die Gber mindestens zwei separate Schmelzdoméanen verfigten. Sequenzen, die per
se keine deutliche Partiellierung in mehrere Denaturierungsberei che zeigten, wurden durch ei-
ne Uber PCR angefigte GC-reiche Nukleotidsequenz von 20 bp stabilisiert (s.a. Primerse-
quenzen Kap.4.3 (2)). Der GC-Uberhang an einem der beiden Enden des TGGE-Fragments
stellt eine kuinstliche Domane mit hoher Schmel ztemperatur dar, die bewirkt, dass andere Be-
reiche zu einem friheren Zeitpunkt denaturieren. Der Doppelstrang wird wahrenddessen an
dem GC-reichen 5 oder 3"Ende noch zusammengehalten; dadurch ist der Denaturierungspro-
zess reversibel. Das theoretisch kalkulierte Schmelzverhalten wurde an Hand einer senkrech-

ten Temperatur Gradienten Gel Elektrophorese anschlief3end experimentell Uberprift.

4.6.2 TGGE PCRs

Die Apo B-100 cDNA wurde im Bereich des Exon 26 (Aminosdurekodon 3131 bis 3837) und
des Exon 29 (Aminosaurekodon 4269 bis 4498) in zehn Einzelreaktionen unter Verwendung
Uberlappender Primerpaare amplifiziert. Die Primersequenzen und deren Positionen sind in
4.3 (2) angegeben. Primer A1 und F2, sowie Primer C2, dessen 3" Sequenz jedoch durch einen
GC-Uberhang ersetzt wurde, wurden in ihrer Originalsequenz aus einer bekannten Arbeit (-
bernommen (Dunning et al. 1991). Das Design aler Ubrigen Primer erfolgte mit Hilfe einer
Software (OLIGO Primer Analysis Software, Copyright 1992 Wojciech Rychlik, published by

National Biosciences, Inc. Plymouth, MN, USA). Die Oligonukleotide wurden von der Firma
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MWG-Biotech (Ebersberg, D) synthetisiert, tber HPLC gereinigt und in lyophilisierter Form
bezogen. Vor der Erstverwendung wurden sie in einer Stammkonzentration von 100 pmol/pl
in sterilem Wasser gelost und bei -20°C gelagert. Die PCR-Reaktionen hatten ein Gesamtvo-
[umen von 50 ul, darin enthalten waren: 0.3-0.5 ug genomische DNA, 60 pM Oligonukleotid
Primer, 50mM KCI, 10mM Tris-HCI, pH 8.3, 1,5mM MqgCl,, 25 % Detergens-Puffer
(50 mM KCI, 2,5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI pH 8.3, 0,45% Tween 20, 0,45% Nonidet P-
40), 200 uM je dNTP und 1,5 Units Tag DNA-Polymerase (Amersham Pharmacia, Freiburg,
D). Die PCR-Bedingungen variierten je nach Temperatur-Optimum des betreffenden Primer-

paares. Folgende Temperatur-Zyklen wurden verwendet:

PCR Fragment A,B,C,D,GH,IJ F E
Denaturieren 94°C, 1 Min 94°C, 1 Min 94°C, 1 Min
Primer-Hybridisierung 55°C, 1 Min 58°C, 1°Min 58°C, 1 Min
Extension 72°C, 3 Min 72°C, 3 Min 74°C, 2 Min
Anzahl der Zyklen 30 30 30

Alle PCR Reaktionen wurden durch Hot Sart (95°C, 3 Minuten) initiiert und anschlief3end
wurde bei 80°C die Tag DNA-Polymerase zugegeben. Der letzte Extensionsschritt jeder PCR
wurde um 10 Minuten verlangert. Generell wurde eine Negativ-Kontrolle as Kontaminations-
test bei den Amplifikationen mitgefuhrt.

4.6.3 TGGE-Apparatur und Polyacrylamidgele

Fur die Temperatur Gradienten Gele wurde die Apparatur der Firma Quiagen (Hilden, D) be-
nutzt. Es handelt sich dabei um eine Flachbett-Elektrophoresekammer mit zwei angeschlos-
senen unabhangigen Wasserheizbadern. Die Gele wurden auf Tragerfolien gegossen (210x213
mm Gelbond PAG Film, FMC Corporation, USA), die Uber eine diinnne Schicht von 0,1%
Triton mit der Heizplatte in Kontakt waren. Die Uberbriickung zu den Pufferkammern mit 1x
ME-Puffer (20mM MOPS, 1 mM EDTA, pH 8.0) fand mit einer Doppellage Filzstoff statt.
Die Gele wurden zusétzlich mit einer Lage Saran-Verpackungsfolie gegen Evaporation ge-
schitzt.

45 ml einer 8 %igen Polyacrylamidgellésung (8 M Harnstoff) wurden in folgender Zusam-
mensetzung hergestellt: 80 g/l Acrylamid mit einem Acrylamid : N,N"-Methylenbisacrylamid
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Verhdltnis von 30:0,5, 480 g/l Harnstoff, 20 mM MOPS pH 8.0, 1 mM EDTA, und 20 ¢/l
Glycerol. Als Polymerisationsstarter wurden 136 pl APS (10%) und 75 ul TEMED verwen-
det. Die Polymerisationszeit betrug 1 Stunde.

46.4 Senkrechte TGGE

Der Temperaturgradient von 20°C bis 60°C verlief senkrecht zur Laufrichtung der DNA.
40 pl PCR-Produkt wurde mit 20 ul 10x Puffer (200 mmol/L MOPS, pH 8.0, 10 mmol/L
EDTA, 0,5 g/l Bromphenolblau, 0,5 g/l Xylen Cyanol FF) gemischt und mit Wasser auf ein
Volumen von 200 pl gebracht. Uber die gesamte Gelbreite wurde eine Probe aufgetragen. Im
Vorlauf der Elektrophorese wurde die Heizplatte zunachst auf 10°C gekihlt. Nachdem die
Probe eine kurze Strecke (etwa 30 Minuten, 17 V/cm, = 1 cm) in das Gel gelaufen war, wurde
der Strom abgeschaltet und die Platte mit dem oben genannten Temperaturgradienten senk-
recht zur Laufrichtung beheizt. Nach Erreichen der entsprechenden Temperaturen wurde die
Elektrophorese ein zweites Mal gestartet und fiir ca. 1%, Stunden (15 V/cm, < 30 mA) fortge-
setzt. Die Gele wurden anschlief3end mit Silbernitrat geféarbt (s. Kap.4.5.6).

4.6.5 Parallele TGGE

Zur gleichzeitigen Analyse von bis zu 24 PCR Proben wurde der Temperaturgradient parallel
zur Laufrichtung ausgerichtet. 4 pl des PCR Produkts wurden mit 4 pil eines denaturierenden
Puffers (DR-Puffer) (8 mmol/L Harnstoff, 400 mmol/L MOPS, pH 8.0, 20 mmol/L EDTA,
0,1 g/l Bromphenolblau, 0,1 g/l Xylen Xyanol FF) gemischt. Das Gemisch wurde 5 Minuten
bei 95°C erhitzt (Denaturieren der DNA) und anschlief3end 15 Minuten bei 50°C (Renaturie-
ren der DNA) inkubiert. Dann erst wurden 6 pl der Probe auf das Gel aufgetragen. Die E-
lektrophorese wurde bei eingestelltem Temperaturgradienten nach Auftrag der Proben sofort
gestartet. Der Temperaturgradient reichte von 30°C, bzw. 35°C bis 50°C, bzw. 55°C, abhan-
gig von dem jeweilig zu untersuchenden DNA Fragment. Die Laufzeiten variierten in Abhéan-
gigkeit von den Langen der untersuchten Fragmente zwischen 3 und 4 %2 Stunden. Eine Sil-
bernitratfarbung (Kap. 4.6.6) der Gele wurde durchgefiihrt.
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4.6.6 Silbernitratfarbung der Gele

Tab.4.1 Silberfarbung nach QIAGEN, TGGE Handbook

Schritt L ésung Zeit
1. Waschen 10% Ethanol, absolut 15 Min
0,5 % Essigsaure
2. Farben 1 g/l AgNOs 10 Min
3. Waschen ddH,O 3 x 20 Sek
4. Entwickeln 15 g/l NaOH 10-20 Min
4 ml/l 37%Formal dehyd*
0,1 g/l NaBH*
5. Fixieren 7,5 g/l NaCO; 15 Min
Tab. 4.2 Silberféarbung nach Blum et al. 1987
Schritt L 6sung Zeit
1. Fixieren 50 % Methanol >1 Std
12 % Essigsaure
0,5 ml/L 37% Formaldehyd
2. Waschen 50% Ethanol, absolut 3x 20 Min
3. Vorbehandlung 0,2 g/l N&S,0305H,0 1 Min
4. Spulen ddH,0 3 x 20 Sek
5. Féarben 2 g/l AgNOs3 20 Min
0,75 ml/l 37% Formal dehyd
6. Spulen ddH,0
7. Entwickeln 60 g/l NaCO, 10 Min
0,5 ml/I 37% Formal dehyd*
4 mg/l NapS,0305H,0
8. Waschen ddH,O 2X 2 Min
9. Stop 50 % Methanol 10 Min
12% Essigsaure
10. Waschen 50% Methanol > 20 Min

* wurde erst unmittelbar vor Gebrauch zur Entwickler-L6sung gegeben

Alle Lésungen wurden mit ddH,0 angesetzt und mit Ausnahme der Farbel Gsung nur einmalig

verwendet. Die Silbernitratl6sung wurde bis zu 10 mal wiederverwendet.
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4.7 DNA-Extraktion aus PAA-Gelen und Vorbereitung fiir die Sequenzanalyse

Homoduplexbanden der mutationstragenden DNA Fragmente wurden aus den geférbten Ge-
len, diein diesem Fall nicht fixiert worden waren, ausgeschnitten, abgewogen und in 2 Volu-
men Diffusionspuffer (0.5mol/L Ammonium Acetat, 10 mmol/L Magnesium Acetat,
1 mmol/L EDTA, pH 8.0, 1 g/l SDS) 20 Minuten bel 60°C und nachfolgend 5 Minuten bel
95°C inkubiert. Anschlief3end wurde die DNA nach Anleitung (QIAEX Il Polyacrylamidgel
Extraction Kit, Qiagen, Hilden) gereinigt. Die gereinigte DNA wurde in 20 pl sterilem Wasser
eluiert und ein Aliquot von 10l in eine anschlief3ende Reamplifizierungsreaktion mit
2,5 Units Pfu DNA-Polymerase (Stratagene GmbH, Heidelberg) eingesetzt. Die PCR Zyklen
der zuvor angewandten PCR-Regime fir das jeweilige Apo B-100 DNA Fragment wurden
beibehalten. Fir die PCR Reaktion wurde der 10x Reaktionspuffer [200 mM Tris-HCI
(pH 8.0), 20 MM MgCl,, 100 mM KCI, 60 mM (NH.), SO4, 1% Triton X-100, 100 mg/ml
Nuklease-freies BSA] des Enzym-Herstellers verwendet, je 30 pmol Oligonukleotid-Primer
und eine Nukleotidkonzentration von 200 uM pro dNTP. Die erhaltenen Amplifikate wurden
erneut Uber eine Gelelektrophorese (20 g/l Agarose in 1x TAE-Puffer) gereinigt (QIAEX I
Agarose Gel Extraction) und anschlief3end in /10 Volumen 3M Natriumacetat + 2,5 Volu-
men Ethanol (absolut) gefdllt. Die Sequenzierung erfolgte mit Hilfe des Thermo Sequenase
Cycle Sequencing Kits der Firma Amersham Life Science (Braunschweig, D) unter Verwen-
dung fluoreszenzmarkierter Primer. Die Reaktionsprodukte wurden in einem ALF DNA Se-

guencer (Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg) analysiert.

4.8 RFL P-Nachweis von Punktmutationen und Haplotypisierungen

48.1 RFL P-Nachweis von Punktmutationen

Die in der TGGE identifizierten und anschlief3end sequenzierten Mutationen wurden durch
Restritionsfragment-Langenpolymorphismus (RFLP)-Detektion verifiziert. RFLP-Methoden
fur die FDB3sgoo und FDBgzspow Mutation wurden beschrieben (Ruzicka et al. 1992, Talmud et
al. 1996) und in dieser Form Ubernommen.

Die G—A Transition an Kodon 3350 (L3350L) bedingt den Wegfall einer Pstl-Spaltstelle in
Fragment C. Die Pstl-Restriktion erfolgte mit 1x Inkubationspuffer H (Boehringer Mannheim,
D), 8 ul PCR-Produkt und 10 Units Pstl Enzym (Boehringer Mannheim, D) Uber 4 Std bei
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37°C. Die Restriktionsprodukte der Wildtyp-DNA hatten eine Lange von 124 bp und 156 bp.
Die Analyse der Restriktion erfolgte in einem 20 g/l Agarosegel (5,5 V/cm, 12 Std).

Q3405E (G—C Austausch an Kodon 3405) wurde durch Amplifikation eines 169 bp Frag-
mentes unter Verwendung der Primer D3 und D2 [Kap.4.3 (4)] und anschlief}ende Restriktion
bei 65°C Uber 2 Std mit Tagl (NewEngland Biolabs, UK) nachgewiesen. Primer D3 enthalt
ein mismatch an 2. Position des 3"Endes, das eine Tagl-Spaltstelle im mutationstragenden Al-
lel erzeugt. Fir die Restriktion wurden 2 ul 10x NEBuffer Tagl (1 M NaCl, 100 mM Tris-
HCI, 100 mM MgCl,, pH 8.4), 2 ul 10x BSA, 15 ul PCR-Produkt und 20 Units Tagl Enzym
(NewEngland Biolabs, UK) verwendet. Zur Auftrennung der Restriktionsprodukte eigneten
sich 12,5% PAA-Gele. Bei einer Spannung von 10 V/cm betrug die Elektrophoresezeit 2 Y/
Std. Die Gele wurden mit Ethidiumbromid (0,5 pg/ml H,O) gefarbt.

Der A—G Austausch an Kodon 4311 (N4311S) wurde durch RFLP einer PCR-generierten Pstl-
Spaltstelle nachgewiesen. Das Amplifikat wurde mit den Primern 13 und 11 [Kap. 4.3 (4)] er-
zeugt. Die Restriktion wurde wie oben beschrieben (Q3405E RFLP) durchgefiihrt. Die A—G Transi-
tion bedingt die enzymatische Spaltung des Amplifikats (272 bp) in zwei Fragmente (249 bp, 23 bp).
Wildtyp-DNA wird nicht gespalten. Die Analyse der Restriktionsprodukte erfolgte in 8% PAA-Gelen.
Die Elektrophorese wurde 1% Std bei 10 V/cm ausgefihrt, und die Gele mit Ethidiumbromid
gefarbt.

Die Mutation G—A an Kodon 4454 (A4454T) bedingt den Wegfall eine Haelll-Spaltstelle im
Amplifikat des TGGE-Fragments J. Die Restriktion wurde mit 1x NEBuffer2 (50 mM NaCl,
10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, pH 7.9), 10 Units Haelll Enzym (NewEngland
Biolabs, UK) und 8 pul PCR-Produkt bei 37°C Uber Nacht durchgefuhrt. Amplifizierte Wild-
typ-DNA wird an zwel Positionen gespalten; die resultierenden Restriktionsprodukte waren
294, 136 und 25 bp lang. Der Verlust einer Haelll-Spaltstelle bei Vorhandensein der Mutation
an Kodon 4454 erzeugte zwei, 430 und 25 bp, Restriktionsfragmente im Amplifikat. Fur die
Auftrennung der Spaltprodukte wurden 20 g/l Agarosegele verwendet.

Die A—G Substitution an Kodon 4287 (14287V) konnte durch Maell Restriktion des TGGE-
Fragments | detektiert werden. 9 pul PCR-Produkt wurden mit 10 pl 2x Enzympuffer (100 mM
TrissHCI, 440 mM NaCl, 12 mM MgCl,, 14 mM 2-Mercaptoethanol, 200 pug/ml BSA, pH
8.8) und 1 pl (2 Units) Maell Enzym (Boehringer Mannheim, Mannheim) Uber Nacht bei
50°C inkubiert. Die Mutation erzeugt eine zweite Spaltstelle im Amplifikat. Die Restrik-
tionsprodukte (Mutation: 324, 50 und 2 bp, Wildtyp: 374 und 2 bp) wurden in einem 20 g/I
Agarosegel (5,5 V/cm, 2 Std) aufgetrennt.
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4.8.2 Haplotypisierung

Funf Apo B-100 Genpolymorphismen - (Signalpeptid (SP): Insertion (Ins) oder Deletion
(Del), Xbal (ACT—ACC, Thr*®_Thr) RFLP, Mspl (CGG—CAG, Arg®"'—-GIn) RFLP,
EcoRl (AAA—GAA, Lys*™—Glu) RFLP und die 3" hypervariable Region (3'VNTR) - wur-
den analysiert. Der Signal peptid-Polymorphismus (Boerwinkle und Chan 1989) und der Xbal-
RFLP (Priestley et al. 1985) wurden nach Bedingungen von Boerwinkle et al. (1990) be-
stimmt. Zur Genotypisierung des EcoRI- und Mspl-Polymorphismus (Priestley et al. 1985)
wurde wie folgt vorgegangen: Primersequenzen sind in Kapitel 4.3 (4) angegeben. Die Reak-
tionsvolumen (20 pl) enthielten 20 pmol/I Primermix, 80 umol/I der einzelnen dNTPs, 20-
40 ng genomische DNA und 0.5 Units Tag-DNA-Polymerase. Reaktionsbedingungen waren:
35 Zyklen, Denaturierung: 95°C, 30 Sekunden, Annealing: 60°C, 1 Minute und Elongation:
72°C, 15 Sekunden. Die PCR-Produkte wurden bei 37°C fir 3 Stunden mit 10 Units des ent-
sprechenden Restriktionsenzyms und 10x Enzym-Puffer inkubiert und anschlief?end in einem
20 g/l Agarosegel aufgetrennt. Die Bestimmung der Anzahl repetitiver Sequenzen des
3'VNTR-Polymorphismus erfolgte wiein Mé&rz et al. (1993) beschrieben.

49 Oligonukleotid-gesteuerte M utagenese

Am Aminosdurekodon 4369 (Tryptophan) im Exon 29 des Apo B-100 wurden durch Oligo-
nukl eotid-gesteuerte M utagenese sieben unterschiedliche Punktmutationen eingeftigt. Hierbei
wurden alle Varianten einer Substitution mit Ausnahme der fur Transkriptions-Stop kodieren-
den zwei Tripletts (TAG und TGA) erzeugt. Das Prinzip der von Ho et al. (1989) beschriebe-
nen Methode ist in Abbildung 4.2 dargestellt. Es beruht auf der Durchfiihrung zweier aufein-
anderfolgender PCR-Reaktionen. In einer ersten PCR wurde das 3"Ende von Exon 29 (Apo B-
100 cDNA: 12929-13817(+43)) in zwei Uberlappenden Fragmenten (AB und CD) mit Pfu
DNA-Polymerase (Stratagene, Heidelberg) amplifiziert. 0,3-0,5 pug genomische DNA wurden
in einem Reaktionsvolumen von 50 pl in die PCR eingesetzt (Amplifikationsprotokoll A
Tabelle 4.3). In der Uberschneidungssequenz wurden durch entsprechend modifizierte Primer
die gewiinschte Substitution in beide Amplifikate eingebaut. Primersequenzen (A,B,C,D) s.
Kap.4.3. (3). Die Amplifikationsprodukte wurden Uber eine Agarosegel-Elektrophorese
(20 g/l in 1IXTBE) gereinigt (QIAquick™ Kit, Qiagen, Hilden), in 30 pl ddH,O gelést und an-
schlieffend durch einen erneuten PCR-Zyklus miteinander fusioniert, wobel die komplementé-

ren Sequenzen von Fragment AB und CD als Primer dienen. Durch Zugabe der externen Pri-



M ethoden 34

mer A und D im zweiten PCR-Zyklus wurde das Fusionsprodukt, Fragment AD mit der
Punktmutation generiert (Amplifikationsprotokoll B, Tabelle 4.3). Die PCR-Produkte wurden
anschlielend (iber eine QIAquick™ Agarosegel-Extraktion (20 g/l Agarose in 1x TBE) ge-
reinigt und in 30 pl sterilem H,O gel6st. Diese dienten in einer 1:10 Verdinnung als Vorlage
fUr die Mutationsanalyse in der TGGE.

Apo B-100 Gen

4—A7
AS 4003 Exon 29 4369 AS 4536
1. PCR 4369 trp
5 "<DNA {(;3 - 3
<TACP D
A ___TGT. C
ssDNA — ACC
5
2 PCR Produkte (AB und CD) mit TGT —
Substitution G zu T an Position 3 von AB 404b ACA™
p
Kodon 4369 TGT
ACA
CD 557bp
2. PCR
»
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, >
1. Zyklus AB 3 Cb
2-30. Zyklus o -5
_> ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
4369 cys
Fusionsprodukt AD T6T 931 bp

Abb. 4.2 Einfigen einer Punktmutation G—T an Kodon 4369 des Apo B-100 Gens (Exon
29) durch Oligonukleotid gesteuerte Mutagenese (Ho et al. 1989). Beschreibung
s.Kap. 4.9. Durch die Transversion kodiert das Basentriplett an Position 4369 der
Aminosduresequenz des Apo B-100 fur Cystein an Stelle von Tryptophan. Durch
entsprechende Modifikation der Primer B und C konnten alle gewlinschten Substi-
tutionen in das Fusionsprodukt eingeflgt werden.
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Tab. 4.3 PCR-Protokolle fur die Amplifikation mit Pfu DNA-Polymerase

A (1.PCR) B (2. PCR)
Komponente Konzentration Konzentration
10x PCR-Puffer Ix 1x
MgCL, 2,0 mmol/l 2,0 mmol/Il
Detergens-Puffer 25 % 25 %
dNTPs 0,8 mmol/Il 0,8 mmol/I
Primer 60 pmol/I (A und B, 60 pmol/l (A und D)
bzw. C und D)
Templat DNA genom. DNA (~500 ng) 0,5 ul PCR Produkt
Pfu DNA-Polymerase 25U 25U
Reaktionsvolumen 50 pl 50 pl
Anzahl der PCR-Zyklen 30 30
Denaturieren: 94°C 1Min
Primer-Hybridisierung: 54°C 1Min
Extension: 72°C 3 Min
abschlief3ende Extension: 72°C 10 Min

49.1 Analyseder durch Mutagenese erzeugten Punktmutationen in der TGGE

Je 1 ul Wildtyp AD-PCR Produkt und 1 pl Fusionsprodukt AD wurden als Vorlage in die Re-
aktion der TGGE-PCR J eingesetzt, um das Vorhandensein einer heterozygoten Mutation zu
simulieren. PCR-Protokoll s. Kap.4.6.2. Das entstandene PCR-Fragment hatte eine Lange von
455 bp und umfasste den Bereich von Kodon 4347-4498 des Apo B-100. 3 pl einer 1:10 Ver-
dinnung der nested-PCR wurden in 3 ul DR-Auftragpuffer gel6st, zunéchst de-und renaturiert
(95°C 3 Min, 50°C 15 Min) und anschliefRend auf das Gel aufgetragen. Die TGGE wurde bei
15 V/em (<30 mA) und einem Temperaturgradienten von 30°C - 55°C (iber 3 %/, Stunden
durchgefiihrt. Drei der sieben Mutationen (CGG, TCG und TGT) konnten zusétzlich durch
RFLP-Analyse verifiziert werden. Die Transition TGG—CGG (Trp®®—Arg) erzeugt fiinf
Restriktionsstellen: Mspl, Hpall, Haelll, Gdill und Eael. Von diesen wurde die Mspl Restrik-
tion durchgefiihrt. Die Substitution TGG—TCG (Trp™*—Ser) erzeugt eine Tagl-Spaltstelle,
und TGG—TGT (Trp**—Cys) war durch Rsal RFLP nachweisbar.

4.10 In vitro Bindungs Assay von ?I-markierten L DL

LDL (1,019< d> 1,063 g/ml) wurden aus frischem EDTA Plasma durch Ultrazentrifugation
(Kap. 4.11.2) isoliert und nach der Jod-Monochlorid Methode (Goldstein und Brown 1974)

mit *?°I markiert. Humane Fibroblasten Zellen wurden von Haut-Biopsien normolipidami-
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scher Personen kultiviert. Die Zellen wurden in 24-Loch Polystyrenplatten angezogen und 40
Stunden vor Beginn der Bindungsexperimente in 10% (v/v) humanem lipoproteindefizientem
Medium kultiviert, um die LDL-Rezeptor-Synthese zu stimulieren. Bindung, Aufnahme und
Degradation der *?°I-markierten LDL wurde nach der Methode von Goldstein et al. (1983) un-
ter geringfligigen Abanderungen (Méarz et al. 1993) gemessen.

411 U-937 Zellen Wachstums Assay

4111 U-937 Lymphom Zellen

Die humanen Lymphom Zellen wurden 1976 charakterisiert (Sundstrom und Nilson 1976).
Als bindegewebsspezifische Makrophagen (Histozyten) geben sie ein weites Spektrum phy-
siologischer Spezifikationen, so unter anderen auch den Verlust der zelleigenen Cholesterin-
biosynthese (Bilheimer et al. 1987). U-937 Zellen wachsen konfluent und bendtigen fétales
Kéber Serum (FCS) (enthdlt durchschnittlich 31 mg/ dl Cholesterin) zum Wachstum. Ihre
Verdopplungszeit betragt 48 Stunden. Die Zellen wurden ale 3-4 Tage in frisches Medium
(90% RPMI 1640 Medium, 2 g/l Glucose, 10 mM HEPES, 1 mM Natrium Pyruvat, 10%
hitzeinaktiviertes FCS und 100 U/ml Penicillin/Streptomycin) transferiert und bei einer Zell-
dichte von maximal 2x10° Zellen/ml in 185 cm? Flaschen (Nunc, Wiesbaden) kultiviert. Ein
Vitalitéts-Test der Zellen wurde durch Trypanblau Farbung vorgenommen ( 0,5 ml 0,4% Try-
panblau Losung + 0,3 ml Hanks™ Balanced Salts + 0,2 ml Zellsuspension). Zellzahl und Farb-

stoffanreicherung der Zellen wurde in der Neubauer-Zahlkammer bestimmit.

4.11.2 L DL -l solation und Reinigung

Die LDL wurden aus frisch abgenommenem EDTA-Plasma durch Ultrazentrifugation (UZ)
isoliert. Zunéchst mussten die VLDL/IDL Fraktionen (d < 1.019 g/ml) bei einer Dichteeinstel-
lung von 1.0189 g/ml und einer 20 Std UZ bei 44000 Min™, 15°C abgetrennt werden.. Diein
der oberen Schicht flottierten VLDL/IDL wurden mit einer Kantile abgesaugt und der Unter-
stand sorgféltig homogenisiert. Nach Zugabe einer neuen Dichtelésung (11,42 g/l NaCl,
0,1 g/l EDTAeNa, 282,27 g/l NaBr) wurde die Dichte auf 1.065 g/ml angehoben. Die LDL
wurden nach einer 22 Std UZ bei 44000 Min™, 15°C as flottierte Fraktion abgenommen.

Ein Teil der LDL wurde in 20% Glycerin bei -20°C eingefroren und 1 ml LDL wurde in Dia-
lyse Schlduchen (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) Gber Nacht in einer Lésung von 0,15 M NaCls,
0,3 MM N&EDTAe(2H,0), 20 mM TrispH 7.4 bel +4°C dialysiert. Anschlief3end wurde eine
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Cholesterinmessung durchgefiihrt. Die dialysierten LDL wurden schliefdlich sterilfiltriert
(0,2 um Minisart Sterilfilter, Satorius, Gottingen) und in einer Stammldsung von 100 pg/ml
LDL-Cholesterin mit Zellmedium ohne FCS verdinnt.

4.11.3 In vitro Proliferations Assay

Die U-937 Zelen wurden 24 Stunden vor Beginn des Assays in FCS-freies Medium transfe-
riert, um eine Entleerung der intrazelluldaren Cholesterinspeicher zu erreichen. Am néchsten
Tag wurden die Zellen 2x mit sterilem PBS gewaschen und mit einer Zelldichte von 2x10°
Zellen/ml in frischem FCS-freiem Medium aufgenommen. In einer 96-Loch Platte (0,65um
sterile Durapore Filter Platte, Millipore) wurden 100 pl FCS-freies Medium mit flnf ver-
schiedenen LDL-Cholesterin Konzentrationen (5, 10, 15, 20 und 25 pug/ml) in jeweils vierfach
Parallelansétzen vorgelegt. Je 100 ul Zellsuspension wurde anschlief3end zugegeben. Vier
Kontrollen mit Zellen ohne LDL Zusétze wurde mitgeftihrt. Die Zellen wurden 48 Stunden
bei 37°C inkubiert.

6-8 Stunden vor Ablauf der Inkubationszeit wurden 25 pl (0,5 pCi) *H Thymidin pro Loch
zugegeben. Bei der Zellteilung wird in der DNA-Synthesephase das radioaktiv markierte
Thymidin in die DNA eingebaut und nach Abtrennung des im Medium verbleibenden
3H Thymidins wird eine Messung des in den Zellen befindlichen Tritiums (*H) durchgefiihrt.
Die Zellen wurden hierzu auf speziellen 96-Loch Platten mit intergriertem Filter (0,65um ste-
rile Durapore Filter Platte, Millipore, Eschborn) angezogen. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurde das Zellmedium tber eine Vakuum Apparatur abgesaugt. Die auf dem Filter zurlickge-
haltenen Zellen wurden zweima mit 0,2 ml PBS gewaschen. Durch anschlief3ende Zugabe
von 0,2 ml Ethanol und Inkubation der Zellen fur 10 Min wurden die Zellwénde permeabili-
siert und die DNA konnte prézipitieren. Die Zellen wurden anschlief3end noch dreimal kurz
mit 0,2 ml Ethanol (abs.) gewaschen. Nachdem die Filter nach etwa einer halben Stunde bei
RT getrocknet waren, wurden sie aus den Platten entfernt und einzeln in 7 ml Szintillationsge-
fasse mit 0,5 ml Natriumhypochlorid (0,4%) gegeben. Die Gefél3e wurden verschlossen und
30 Min geschuttelt. Durch das Natriumhypochlorid wird die Freisetzung der radioaktiven
Nukleinsduren aus den Filtermembranen unterstitzt (Millipore Corporation 1991). Die Mes-
sung erfolgte nach Zugabe von 5 ml Szintillationsfltssigkeit in einem Beckmann Szintillator
(Typenbezeichnung: LS 6000 IC).
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5 Ergebnisse

|. TEIL

Mutationsanalyse der Apo B-100 DNA einer Patientin mit primarer Typ
Ila Hyperlipoproteinamie im Bereich der rezeptorbindenden Domane (K o-
don 3131-3638)

51 Vor geschichte

Im Dezember 1994 wurde dem Labor fir angewandte Biochemie die Blutprobe einer jungen
Frau (SK., 25 Jahre) zugesandt, deren LDL eine deutlich verminderte Bindungsaffinitét an
LDL-Rezeptoren in Fibroblasten-Zellkulturen aufwiesen. Die gegen gepoolte LDL-Kompeti-
toren normolipidamischer Personen gemessene Bindungsfahigkeit ihrer LDL war in etwa der
von FDBgspoq heterozygoten LDL vergleichbar. Das bei ihr gemessene Gesamtcholesterin lag
bei 3,27 g/l, das LDL-Cholesterin (LDL-C) bei 2,33 ¢/l und ihr Apo B Wert war ebenfalls
deutlich erhéht mit 2,33 g/l. Triglyzeride (1,26 g/l) und HDL-Cholesterin (HDL-C) (0,68 g/l)
Konzentrationen lagen im Normalbereich. SK. ist negativ flr die FDB3sgoq Mutation. Sie war
normalgewichtig (160 cm, 51 kg, BMI = 20 kg/m?) und zeigte keine &uRerlichen Symptome
(Arcus lipoides, Xanthelasmen, Xanthome) einer Hypercholesterinamie. Alle Gbrigen Labor-
befunde der S.K. (Leberfunktionsproben, harnpflichtige Substanzen, Blutzucker, Schilddri-
senhormone) lagen im Normbereich. Auch fanden sich normale Konzentrationen der Cho-
lesterinprakursoren Cholestanol, Campesterin und Sitosterin im Blut. Die Familienmitglieder
der S.K. wurden ebenfalls zu einer Blutentnahme gebeten. Der 54-jghrige Vater zeigte eine
Typllb Hyperlipoproteinamie (HLP) mit erhdhten Cholesterin- (3,36 g/l) und Triglyzerid-
(2,81 g/l) Werten. An beiden Augenlidern wurden Xanthelasmen diagnostiziert. Sein Vater
(GroRvater der S.K.) war im Alter von 68 Jahren einem Myokard Infarkt (M) erlegen. Die 49-
jahrige Mutter der Patientin hatte einen altersentsprechenden Normalbefund mit auffallend gu-
tem HDL-C Wert. Der Bruder der SK. (31 Jahre) hatte ein LDL-C von 1,42 g/l (Gesamtcho-
lesterin 2,24 g/l), das im oberen Bereich normaler Werte liegt. Die Patientin SK. erhielt nach
den zunéchst empfohlenen diétischen Behandlungsmalinahmen, die jedoch erfolglos waren,
eine medikamenttse Therapie. Unter der Behandlung mit Pravastatin (20 mg/Tag) Uber einen
Zeitraum von 4 Wochen fiel die LDL-C Konzentration bei S.K um 21% auf 1,85 g/I, der Apo
B Wert sogar um 29% auf 1,65 g/l. Das HDL-C stieg leicht (um 4%) und die Triglyzeride
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wurde um 14% gesenkt. Da aus dem vorhandenen Bindungsdefekt der LDL von SK. auf eine
Mutation am Apo B-100 geschlossen werden konnte, wurde der zu diesem Zeitpunkt vermute-
te LDL-Rezeptorbindungsbereich der Apo B-100 DNA der Patientin kloniert und anschlie-
[3end sequenziert.

5.2 Klonierung und Sequenzierung

Fur die Sequenzanalyse wurde die cDNA des Apo B-100 im Bereich der Nukleotidpositionen
9.600-11.122 (Aminosaurekodon 3131-3638) amplifiziert. Dieser Bereich umfasst die fur die
Rezeptorbindung kodierende Region des Apo B-100 (A) Kodon 3147-3157 und (B) Kodon
3359-3369 weitlaufig und schliesst den carboxyterminal davon befindlichen Aminosaurerest
3500 ein, dessen Mutation beim FDBgssooq zur verminderten Rezeptoraffinitét fuhrt. Fir die
PCR wurden zwei Primerpaare aus einer bekannten Arbeit Gbernommen (Dunning et al.
1991), mit denen zwei Uberlappende PCR-Fragmente generiert wurden (Langen: 798 und 816
Basenpaare). Beide PCR-Fragmente (hier as Insert | und Insert |1 bezeichnet) wurden durch
dT-Klonierung in Bluescript Vektoren eingebaut und nach der Transformation in E.coli ver-
vielfédltigt. Die durch akalische Denaturierung der Plasmid DNA erhaltenen DNA Einzel-
strange wurden nach dem von Sanger et al. (1977) beschriebenen Didesoxynukleotid-
Verfahren sequenziert. Insgesamt wurden 19 rekombinante Plasmide nach der Transformation
erhalten: 10 Klone (Nr. I-X) des Inserts | (798 Basenpaare) und 9 Klone (Nr. 1-9) des Inserts
I (816 Basenpaare). Abbildung 5.1 zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung der nach
Plasmidpraparation und anschlief3ender Restriktion erhaltenen Klon-Fragmente: Klon I, V,
VIII, IX und X hatten in 5-3'Richtung eingebaute Insert I-DNA und in ebenfalls 5 Klonen
(Nr. 4,5, 6, 7, 8) hatte Insert 11 die korrekte Einbaurichtung. Die Sequenzier-Primer wurden so
gewdhlt, dass eine Strecke von maximal 200 Basenpaaren pro Sequenzierreaktion ausgewertet
werden musste. Einige Abschnitte lagen indes wesentlich darunter, so dass in sehr engem Be-
reich und mit kurzen Elektrophoreselaufzeiten (2-3%, Stunden) sequenziert werden konnte.
Pro Fragment wurden vier Klone sequenziert, um statistisch die Mdglichkeit der Entdeckung
eines heterozygoten Gendefektes zu ermdglichen. Dabei konnten an drei Basentripletts Se-
guenzunterschiede festgestellt werden: ein A — T Austausch am Aminosaurekodon 3160 fir
Threonin, ein G — A Austausch an Position 3356 (Glycin) und eine Transition (A — G) bel
3391 (Threonin) des Apo B-100. In Abbildung 5.2 sind die entsprechenden Ausschnitte der
Sequenziergele gezeigt. Alle drel Punktmutationen traten nur in jeweils einem der vier se-

guenzierten Klone auf.
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Insert | Plasmide

I I i Iv V VI VI VI
M ab ab ab ab ab ab ab ab M

800 bp
100 bp
Insert Il Plasmide
1 2 3 4 5 6 7 8 9 IX X

Mcdcd cdcd cd cd cd M dc dc ab ab

e .
- re R b us

i-w“"""-'“““"'
2| <
=

= 800 bp G e gég i) gzo bp
- - 310 bp
100 bp

Abb.5.1 Restriktionsanalyse der rekombinanten Plasmidvektoren. Die Plasmide wurden
mit Pstl/EcoRI (Apo B Insert I) und Hindlll/BamHI (Apo B Insert 1) gespalten
und die Restriktionsprodukte in einem 20 g/l Agarosegel (5,5 V/cm) Uberpriift.
M = 100 bp DNA Leiter, a = EcoRI-, b = Pstl-, ¢ = Hindlll-, d = BamHI-
Restriktion, T = rekombinante Plasmide mit in 5-3" Richtung eingebauter Apo B-
100 DNA.
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Klon | KlonV  KlonVIlIl  KlonIX

GATC GATC GATC GAT
Sequenz mit 3160 ACA zu TCA Substituti-

Klon | KlonV Klon X Klon VIl

CTAG CTAG CTAG CTA
Sequenz mit 3356 GGC zu GAC Substituti-

Klon 4 Klon 6 Klon 7 Klon 8

GATC GATC GATC GAT
Sequenz mit 3391 ACG zu GCG Substituti-

Abb. 5.2 Autoradiografien der Sequenzierungen klonierter Apo B-100 cDNA der Patientin
SK.. Diein 95% Formamid-Puffer gel6ste [o-°>S]dATP markierte ssSDNA wurde
in 80 g/l PAA Gelen (8 M Harnstoff) bel 65 Watt (> 1600 V) und einer konstanten
Temperatur von 45°C elektrophoretisch getrennt. An den markierten Nukleotiden
befinden sich die Substitutionen Apo B 3160aca—1ca, ApO B 3354¢ec_cac und

ApO B 3391ACG—>§CG-
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53 Auswertung und Beurtellung

Zur Uberprifung der gefundenen Sequenzaberationen wurde die genomische DNA der Patien-
tin in den Bereichen der Basenveranderungen amplifiziert und anschlief3end mit einem fir die
Mutationsstelle spezifischen Restriktionsenzym (Tabelle 5.1) gespalten. Abbildung 5.3 zeigt
die gelelektrophoretische Auftrennung der drei RFLPs. Fir die PCR des Hphl-RFLP wurden
der 5'Primer K1 und der 3"Primer R1 mit einem mismatch an Position 2 des 3"Endes [Se-
guenzen s. Kapitel 4.3 (1)] verwendet. Bei Vorhandensein des A—T Basenaustausches am
Aminosdurekodon 3160 entfdlt die Uber PCR generierte Hphl-Spaltstelle im Amplifikati-
onsprodukt. Die Restriktionsfragmentlangen der Wildtyp-DNA sind 85 und 29 Basenpaare
(Tabelle 5.1). Der Bspl1286I-RFLP wurde mit dem Primerpaar S1 und K2 und der BstUI-
RFLP mit dem 5 Primer K3 und dem 3'Primer D2 [Kapitel 4.3 (2)] durchgefiihrt. Die PCR-
Bedingungen waren wie in Kapitel 4.4.4 beschrieben. Die Transition an Position 3356 fihrt
zum Verlust der Bspl2861-Spaltstelle. Die Restriktion mit BstUI sollte bel Vorhandensein der
Mutation erméglicht werden. Wildtyp-DNA verfugt Uber keine Spaltstelle. Die BstUI-
Restriktion wurde daher an Hand eines Amplifikats (244 Basenpaare, Abb. 5.3 C, Bahn 7) mit
bekannten BstUI-Spaltstellen kontrolliert. Das 244 Basenpaar-Fragment hat vier Enzymspalt-
stellen, die zu Restriktionsprodukten der Langen 93, 59, 52, 21 und 19 Basenpaare fihren. Im
Elektropherogramm (Abb. 5.3 C, Bahn 8) sind die drei langeren Spaltprodukte deutlich zu er-
kennen, die kirzeren, 19 und 21 Basenpaar Fragmente migrieren mit den Oligonukleotid-
Primern. Die RFLP-Analysen wurden auch bel den Familienmitgliedern der S.K. durchge-
fuhrt.

Tab.5.1 Sequenzaberationen im sequenzierten DNA Bereich der S.K. und der durch RFLP
fuhrbare Nachweis der betreffenden Substitutionen.

Enzymspalt-
stelle geht Restriktions-
ApoB-100  Sequenz Léange des Restriktions-  verloren (-)  fragmentlangen (bp)
ASKodon WT—Mutation Amplifikats(bp) endonuklease entsteht (+) WT M utation
3160 ACA—-TCA 114 Hphl - 85/29 114
3356 GGC—-GAC 438 Bsp1286I - 314/ 124 438

3391 ACG—GCG 261 BstUI + 263 187/ 74
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LM 1 SK.V M B T G 2 LM 1SK.V M B T G 2

438 bp

300 bp 314 bp

114 bp

124
100 bp bp
85 bp

29 bp

LM SK.v M B T G Ko Ko+

— — _——

263 bp

300 bp 244 bp

200 bp

100 bp 93 bp
59/52bp

Abb. 5.3 RFLP-Analyse genomischer DNA bel S.K. und Familienmitgliedern.

A. Hphl-Restriktion am Basentriplett 3160 des Apo B-100. Zur Auftrennung der
Restriktionsprodukte wurde eine 12,5% PAGE verwendet. 1 = nicht-restrin-
giertes Amplifikat; 2 = restringiertes Amplifikat eines Nicht-Familienmitglie-
des; LM = Langenmarker (100 Basenpaar DNA Leiter); V = Vater; M = Mut-
ter; B = Bruder; T = Tante; G = Grof3muitter.

B. Bspl286l-Restriktion am Basentriplett 3356 des Apo B-100. Die Auftrennung
der Restriktionsprodukte erfolgte in einem 20 g/l Agarosegel (5,5 V/cm). Die
Reihenfolge des Probenauftrags war wiein A. angegeben.

C. BstUI-Restriktion am Basentriplett 3391 des Apo B-100. Die Elektrophorese
wurde in einem 20 g/l Agarosegel (5,5 V/cm) durchgefihrt. LM = Langenmar-
ker (100 Basenpaar DNA Leiter); V = Vater; M = Mutter; B = Bruder; T =
Tante; G = Gromutter; Ko = nicht-gespaltenes Kontrollamplifikat (244 bp);
Ko+ = BstUI-Restriktion des Kontrollamplifikats.



Ergebnisse 44

Die genomische DNA der S.K. wies bei der Uberpriifung durch Restriktionen mit spezifi-
schen Endonukleasen keine der drel sequenzierten Punktmutationen an den Positionen Apo B
3160aca—Tca; Apo B 3354ccccac und Apo B 3391acescce auf. Bel alen Familienmitglie-
dern zeigten sich identische Restriktionsfragmente der drel untersuchten RFLPs mit den der
Wildtyp-DNA entsprechenden Fragmentléngen. Dem Auftreten derartiger Sequenzierartefakte
liegen zumeist Amplifikationsfehler der Tag DNA-Polymerase zugrunde. Lediglich einer der
vier sequenzierten Klone hatte den betreffenden Sequenzunterschied in der Autoradiografie
der Sequenzierung gezeigt. Auch dies konnte as Indiz fir Polymerasefehler bei der Herstel-
lung der Insert-DNA gewertet werden, da, bei Vorhandensein einer heterozygoten Mutation
im Genom statistisch einer von zwei rekombinanten Plasmidvektoren die entsprechende Sub-
stitution hétte aufwei sen mussen.

Zunéchst erschien es plausibel, Sequenzartefakte auf zwei Sequenziergelen zu beobachten.
Die Sequenzaberationen traten jedoch nicht bel den Gegenstrangsequenzierungen auf. Die
Tatsache, dass die denaturierte DNA lediglich in angrenzende Bereiche aus 5 bzw.
3'Richtung , hinein“-sequenziert wurde, bzw. auf den Autoradiografien abgelesen werden
konnte, kann hierfir eine Erklérung liefern. Alle drei beschriebenen Basenveranderungen tra-
ten im angrenzenden Bereich zu den Positionen der Sequenzierprimer auf (Abbildung 5.4).
Bel der Gegenstrangsequenzierung wurde dieser Bereich meist gelelektrophoretisch nicht
mehr exakt getrennt. Demzufolge waren die Mutationen nur in Autoradiografien einer Se-

guenzierreaktion erkennnbar.

Bel der Patientin S.K. konnte keine genetische Veranderung in der Rezeptorbindungsdomane
des Apo B-100 festgestellt werden.

Das Ergebnis wurde als Hinweis auf eine moglicherweise sehr hochkonservierte Struktur des
untersuchten DNA-Bereiches gewertet. Zweifelsfrei war dies jedoch bei der Anamnese einer
einzigen Patienten-DNA nicht festzustellen. Es wurde daraufhin eine neue Strategie zur Muta-
tionsanalytik fir das Apo B-100 entworfen. Die konzeptionelle Anderung ging von der Mut-
mal3ung aus, dass bei einer zu untersuchenden gréfReren Probenanzahl doch Verénderungen an
der genetischen Information fur Bindungsepitope des Apo B-100 gefunden werden konnten.
Auch sollte der Uberlegung nachgegangen werden, dass mdglicherweise in anderen Bereichen
lokalisierte Sequenzvarianten des Apo B-100 ebenfalls die Bindung von Apo B-100 an LDL-

Rezeptoren beeinflussen.
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5Primer K1
1 ttgaaggaattcttgaaaacgacaaagcaatcatttgatttaagtgtaaaagctcagtataagaaaaaca
AS 3131
aca—tca (Thrye—Ser) 3'Primer R1
71 aacacaggcattccatcacaaatcctttggctgtgctttgtgagtttatcagtcagagcatcaaatcctt
141 tgacaggcattttgaaaaaaacagaaacaatgcattagattttgtcaccaaatcctataatgaaacaaaa
211 attaagtttgataagtacaaagctgaaaaatctcacgacgagctccccaggacctttcaaattcecctggat
281 acactgttccagttgtcaatgttgaagtgtctccattcaccatagagatgtcggcattcecggectatgtgtt
5 Primer S1
351 cccaaaagcagtcagcatgcctagtttctccatcataggttctgacgtceccgtgtgecttcatacacatta
3’ Primer S2
421 atcctgccatcattagagctgccagtccttcatgtccctagaaatctcaagectttcectetteccagatttea
491 aggaattgtgtaccataagccatatttttattcctgccatgggcaatattacctatgatttctcectttaa
561 atcaagtgtcatcacactgaataccaatgctgaactttttaaccagtcagatattgttgctcatctecctt
ggc—gac (Glyssse—Asp)
631 tcttcatcttcatctgtcattgatgcactgcagtacaaattagagggcaccacaagattgacaagaaaaa
5 Primer K3
701 ggggattgaagttagccacagctctgtctctgagcaacaaatttgtggagggtagtcataacagtactgt
3'Primer K2 acg—gcg (Thrasg—Ala)
771 gagcttaaccacgaaaaatatggaagtgtcagtggcaaaaaccacaaaaccggaaattccaattttgaga
5Primer S3
841 atgaatttcaagcaagaacttaatggaaataccaagtcaaaacctactgtctcttcctccatggaattta
3'Primer (BstUI Restriktion)
911 agtatgatttcaattcttcaatgctgtactctacecgctaaaggagcagttgaccacaagcttagecttgga
5Primer $4
981 aagcctcacctcttacttttccattgagtcatctaccaaaggagatgtcaagggtteggttctttectegg
1051 gaatattcaggaactattgctagtgaggccaacacttacttgaattccaagagcacacggtcttcagtga
1121 agctgcagggcacttccaaaattgatgatatctggaaccttgaagtaaaagaaaattttgctggagaagce
1191 cacactccaacgcatatattccctctgggagcacagtacgaaaaaccacttacagctagagggectcettt
1261 ttcaccaacggagaacatacaagcaaagccaccctggaactctcecteccatggcaaatgtcagetettgtte
3'Primer S5
1331 aggtccatgcaagtcagcccagttccttccatgattteecctgaccttggeccaggaagtggcectgaatge
1401 taacactaagaaccagaagatcagatggaaaaatgaagtccggattcattctgggtctttccagagccag
3'Primer K4
1471 gtcgagctttccaatgaccaagaaaaggcacaccttgacattgcaggatecctta - 37
AS 3638
Abb. 5.4 Nukleotidsequenz klonierten Apo B-100 cDNA (Kodon 3131-3638) der SK.. Die

Primer-Sequenzen sind fett gedruckt und unterstrichen. K = Klonierung, S = Se-
guenzierung, R = Restriktionsanalyse. Die bei der Sequenzierung des Klon VIII,
Klon V und Klon 4 beobachteten Substitutionen sind kursiv/unterstrichen gekenn-
zeichnet.
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. TEIL

M utations-Screening der Apo B-100 DNA (Kodon 3131-3837 und 4269-
4498) von 297 Personen mit Typ Ila Hyperlipoproteindmie

Die molekulargenetische Analyse der fir die Rezeptorbindung kodierenden Doméne des Apo
B-100 sowie angrenzender Bereiche sollte bei weiteren Personen mit Typ Ila Hyperlipoprotei-
namie (HLP) unbekannter Genese durchgefihrt werden, in der Annahme, hier Sequenzunter-

schiede nachweisen zu kénnen, die a's Ursache bindungsdefekter LDL in Frage kémen.

54 Beschreibung des Typ |la HL P-Patienten K ollektivs

Dem fur Differentialdiagnostik von Fettstoffwechselstérungen zusténdigen Labor fir ange-
wandte Biochemie der Universitatsklinik Frankfurt werden regulér Blutproben von niederge-
lassenen Arzten aus dem Frankfurter Raum, der Kinder-Poliklinik in Erlangen/Bayern, dem
Markus-Krankenhaus in Frankfurt und aus den Abteilungen Kardiologie, Endokrinologie und
Kinderheilkunde der Uniklinik Frankfurt zugesandt. Aus dem Gesamtprobenaufkommen von
5 Jahren (1992-1997) wurden digenigen Patientenproben ausgesucht, deren LDL-Cholesterin
> 1,55 g/l - bel normaler Triglyzeridkonzentration (<2,0 g/l) - und HDL-Cholesterin >0,35 g/l
war. Alter, Geschlecht und Begleiterkrankungen wurden dabel nicht berticksichtigt. Die mitt-
leren Cholesterin-, Triglyzerid- und Apo B-Konzentrationen der Typ lla HLP-Patienten sind
in Tabelle 5.2 angegeben. Anhand der Familiennamen wurde eine Doppel- oder M ehrfachana-
lyse von Familienmitgliedern ausgeschl ossen.

In der Gruppe der nach diesen Kriterien selektierten 297 Typ Ila HLP-Patienten waren 135
(45,5%) Personen mit moderater Hypercholesterinamie (LDL-C 1,55>2,0¢g/l). Be 162
(54,5%) Patienten lag der LDL-C Wert tber 2,0 g/l (bis zu einem Maximal-Wert von 6,4 g/l).
Bel extrem erhohten Cholesterin Konzentrationen ist der Verdacht auf das Vorliegen einer
LDL-Rezeptormutation naheliegend. Dem Klinischen Phanotyp einer Familigren Hypercho-
lesterindmie (FH) entsprechen bei heterozygoter Manifestation meist LDL-C Konzentrationen
von 3,5 - 4,5 g/l. Personen mit LDL-C Werten >3,5 g/l (18% der Typ |la HLP-Patienten) wur-
den dennoch mit in das Patienten Kollektiv aufgenommen, da ein doppelt vorhandener De-
fekt, sowohl am Apo B-100 as auch dessen Rezeptor, nicht ausgeschlossen werden konnte.
Einige dieser Félle sind in der Literatur beschrieben worden (Rubinsztein et al. 1993, Benlian
et al. 1996).
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Den Familiennamen zu Folge war der Uberwiegende Teil (96%) der Patienten deutscher Ab-
stammung. Unter dem Anteil ausléandischer Personen waren mehr als 90% kaukasisch-
européischer Herkunft (Italiener, Griechen, Tlrken etc.). Lediglich eine Person war asiatischer
Abstammung, so dass von einem weitgehend ethnisch homogenem Kollektiv ausgegangen
werden konnte.

Bel 94,5% der Patienten war mit hoher Wahrscheinlichkeit eine primére Hyperlipoproteiné
mie des Typ lla vorhanden. Bei 5,5% der Personen kam auf Grund einer Schilddrisenunter-
funktion eine sekundér bedingte HLP in Frage.

11% der Typ lla HLP-Patienten waren zusétzlich Diabetiker, davon hatten dreiviertel einen
Typll- und einviertel einen Typl-Diabetes mellitus. Vier mannliche und eine weibliche Person
unter 40 Jahren hatten Symptome einer KHK. Bel den >40-Jahrigen waren 11 Manner (5,6%)
und 18 Frauen (9,1%) an KHK erkrankt. Eine 43jahrige mannliche Person hatte einen Schlag-
anfall erlitten und drei weitere Personen wiesen Symptome einer arteriellen Verschlusskrank-
heit (AVK) auf.

62 von 198 Personen (31%) nahmen zum Zeitpunkt der Blutabnahme lipidsenkende Medika-
mente ein. In acht Fallen war vom behandelnden Arzt eine cholesterinarme Didt empfohlen

worden.

Tab. 5.2 Lipid-, Lipoprotein-und Apolipoprotein-Konzentrationen der Typ llaHLP-

Patienten
Ges. Chal LDL-C  Triglyzeride HDL-C ApoB
[mg/dl] [mg/dl] [mg/dl] [mg/dl] [mg/dl]
Mittelwert 298,7 2234 107,6 53,7 173,1
Standardabw. 66,0 65,4 349 13,9 47,0
Maximum 737,1 643,3 193,8 106,3 466,0

Minimum 209,3 155,0 23,6 38,1 101,0
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55 Single-strand confor mation polymor phism (SSCP)

Der SSCP hat neben der denaturierenden Gradienten Gel Elektrophorese (DGGE) und der
TGGE d's Detektionsmethode fir Punktmutationen der DNA einen hohen Stellenwert.

Die durch eine Basensubstitution hervorgerufene Konformationsanderung der DNA-
Einzelstange sollte im SSCP-Gel anhand unterschiedlicher elektrophoretischer Mobilitét der
Moleklle erkennbar sein. Generell werden bei dem SSCP native PAA-Gele in Sequenzier-
gelgrofie (= 40x30 cm) verwendet, mit entsprechend langen Laufzeiten und der Notwendigkeit
des Einsatzes radioaktiver Markierungssubstanzen. Die Handhabung der relativ dinnen Se-
guenziergele und die 6- bis 20-stiindigen Elektrophoreselaufzeiten waren von vornherein kri-
tisches Anwendungskriterium fur den SSCP bei den hier erwarteten, hohen Probenzahlen.
Aus Griinden der technischen Vereinfachung wurde eine SSCP-Analyse der Apo B-100 DNA
in 6% PAA-Gelen mit den Mal3en 20x18x0,2 cm durchgefiihrt. Die DNA wurde anschlief3end
mit Silbernitrat geféarbt. Es wurden zunachst Amplifikate des TGGE-Fragmentes F (Apo B
cDNA : 10.678-11.122) mit heterozygoter, bzw. homozygoter FDBssoog Mutation untersucht.
Fragment F hatte eine Lange von 445 Basenpaaren. Bei einer maximalen Laufzeit von 5 Stun-
den bel Raumtemperatur (RT) blieb die Auftrennung von mutationstragendem Amplifikat und
Wildtypamplifikat indifferent. Daraufhin wurde das 445 Basenpaar Fragment mit der Restrik-
tionsendonuklease Hph | gespalten, und die entstehenden Restriktionsprodukte (262 und 183
Basenpaare) mit der Mutationsstelle im kirzeren Restriktionsfragment in einem 8% SSCP-
Gel aufgetrennt. Auch hier zeigte sich kein Laufunterschied bel den Amplifikaten der DNA
eines FDB3s000 HOmMozygoten, bzw. Heterozygoten und der Wildtyp-DNA. Es wurde in einem
letzten Testansatz die Glycerin Konzentration (0%, 5%, 10%), sowie die Elektrophoresetem-
peratur (RT, 10°C) variiert. Keine der vorgenommenen Modifikationen der Elektrophoresebe-
dingungen konnte jedoch eine Unterscheidung der Restriktionsprodukte mit und ohne Punki-
mutation erméglichen. Abbildung 5.5 zeigt das Elektropherogramm des letzten Modifizie-
rungsversuchs eines SSCP von 5 Stunden Laufzeit bei 10°C und einer Glycerinkonzentration
von 10%. Ein Migrationsunterschied von mutationstragendem und Wildtyp-Allel war nicht
festzustellen.

Der SSCP kam daher nicht als geeignete Methode fir ein Mutations-Screening am Apo B-100
in Frage, und eine Etablierung der TGGE-Analytik wurde diesem vorgezogen.



49 Ergebnisse

SEl
4r
—:; N
. «

l

200 bp e -
100 bp

Abb.55 8og/l SSCP Gd (10% Glycerol). Bandenmuster der mit Hph | gespaltenen Am-
plifikationsprodukte genomischer DNA mit und ohne FDBsspoq Mutation im Be-
reich der Apo B cDNA 10.678-11.122. Langen der Restriktionsfragmente: 262
und 183 Basenpaare. Die Elektrophorese wurde bel 7 V/cm, +10°C Uber 5 Stun-
den in einer vertikalen Elektrophoreseapparatur (GelgrofRe 18x20 cm) durchge-
fahrt. Die Banden wurden nach Beendigung der Elektrophorese mit Silbernitrat
gefarbt. M: Langenmarker (100 Basenpaar DNA Leiter). Bahn 1: FDB3spoq hete-
rozygote DNA Bahn 2: FDBsspog homozygote DNA Bahn 3: DNA ohne
FDBg500Q Mutation.
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5.6 Temperatur Gradienten Gel Elektrophorese (TGGE)

Die TGGE nutzt Unterschiede in den Schmelzpunkten doppel stréngiger DNA zu deren Auf-
trennung (Gotoh und Tagashira 1981, Riesner et al. 1991). Auf Grund partieller Denaturie-
rung einzelner Sequenzabschnitte von Amplifikaten in einem Temperatur Gradienten Gel ist
es moglich, einzelne Basenunterschiede in DNA-Fragmenten von einer Grof3e bis maximal
500 Basenpaare sichtbar zu machen. Insgesamt wurde die Apo B-100 DNA in 10 Teilberei-
chen (Fragment A bis J) amplifiziert (Abbildung 5.6). Fragment A bis H sind PCR-Fragmente
des Exons 26 des Apo B-100 (cDNA 9.600-11.720), Fragment | und J sind Amplifikate des
Exons 29 des Apo B-100 (cDNA 13.014-13.703). Alle TGGE-Fragmente wurden als tberl ap-
pende PCR-Fragmente konstruiert. Die Grof3e der einzelnen Fragmente lag zwischen 222 und

455 Basenpaaren.

Exon 26
AS Kodon 3131 A 3281 3310 C 3396 3425
cDNA Pos. 9.600 10.050 10.138 0.397 10.482
451 b 260 b
A AP A ..
- [ p22bp | [~ 261bp 1
Apo B 100 DNA 9.999 B p 10.220 10.307 D 261 bp 10.567
~100 bp 3264 3337 3366 3453
_>
3425 3534 3622 3726
10|..482 E 309 bp 10.?10 11,(|).73 G 314 bp 11.?86
=== e ] R |
10.567 10.678 F 445 bp 11.122 11.349 H 372 bp 11.720
3453 3490 3638 3714 3837
Exon 29
AS Kodon 4269
cDNA P0s.13.014 4387
356bp | 13.369
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 1
Apo B-100 DNA 13 ks 455bp | 1503
4347 4498

Abb.5.6 Amplifizierte Region der Apo B-100 DNA. A - J: die as Uberlappende PCR-
Fragmente amplifizierten Teilbereiche.
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Das theoretisch erwartete Denaturierungsverhalten der einzelnen Fragmente wurden mit Hilfe
einer PC-Software berechnet. Die von Gerhard Steger entwickelte POLAND-Software simu-
liert die Konformationsdnderung doppel strangiger Nukleinsauren in einem linearen Tempera-

turgradienten. In Abbildung 5.7 ist eine Denaturierungskurve am Beispiel des Fragment F dar-

gestellt. Das Temperaturprofil dieses Fragments weist flnf diskrete Schmelzdomanen auf (1-
V). Optimale TGGE-Fragmente sollten Uber mindestens drei Schmelzdoméanen verfigen, um
eine, auch als “kontinuierlich” bezeichnete, Denaturierung zu ermoglichen. Diese Form der
Hitzedenaturierung ist reversibel (Sheffield et al. 1989). Reversibilitdt der Denaturierung ist
Voraussetzung fur die erfolgreiche TGGE-Analytik eines Amplifikats. Bel Fragment B, C, G,
H und | wurde durch einen GC-reichen Uberhang (20 Basenpaar GC-Sequenz) am 5 Ende ei-
nes Primers eine Schmelzdomane mit hoher Stabilitét zusétzlich eingefihrt. Gleichzeitig er-
hoht der GC-Uberhang die Sensitivitét der Mutationsdetektion, daim Sequenzbereich, der die
hochste Thermostabilitdt aufweist, die Méglichkeit der Erkennung einer Substitution nur ge-
ring ist. Durch Harnstoffzugabe im Gel wurde die Schmelztemperatur (Ty) der dsDNA ver-
mindert (1 M Harnstoff = -2°C).

74,0 T Vv
TM/PC 6

73,0 T

72,5 1

Apo B
R3500Q
71,5 + R3500W

lll

7207 i
71,0 +
70,5 +
70,0 +

69,5 +

69,0
1 51 101 151 201 251 301 351 401

Basenpaare

Abb. 5.7 Denaturierungsprofil des TGGE-Fragments F (445 Basenpaare). Die Schmelz-
kurve zeigt funf diskrete Domanen (I-V) im Bereich der amplifizierten Apo B
cDNA 10.678-11.122 (Aminosauren 3490-3638). Die Positionen der Apo B Mu-
tationen des FDB (R3500Q, R3500W, R3531C) sind eingezeichnet. Die Berech-
nung des Schmel zprofils erfolgte ohne Berticksichtigung der Harnstoff Konzentra-
tion (8M) des Geles.
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An Hand einer senkrechten TGGE konnte das Denaturierungsverhalten jedes Fragmentes U-

berpriift werden. Lief3 sich kein reversibles Schmelzverhalten der DNA feststellen, wurde die

PCR neu konstruiert. In den meisten Félen jedoch konnte durch den Einbau eines GC-
Uberhanges am 3'- oder 5-Ende des PCR-Fragmentes eine reversible Denaturierung der
DNA erreicht werden. Abbildung 5.8 a. zeigt die senkrechte Auftrennung von Fragment B
ohne GC-Uberhang in einem Temperaturgradienten von 20°C bis 60°C. Der Ubergang von
doppelstrangiger (ds) in einzelstrangige (ss) DNA ist diskontinuierlich und weist auf ein irre-
versibles Schmelzverhalten dieses Fragments hin. Darunter (Abbildung 5.8 b.) wurde das
gleiche Fragment mit GC-Uberhang in der senkrechten TGGE analysiert. Der typische S-
formigen Verlauf der ds/ssDNA (Abbildung 5.8 b) ist kennzeichnend fir eine reversible De-
naturierung der dsDNA.

In der senkrechten TGGE lasst sich die Transition von dsDNA in ssDNA visuell Uber das ge-
samte Spektrum der intramolekularen Konformationsanderungen verfolgen: Die dsDNA hat
die hochste el ektrophoretische Beweglichkeit. Sobald die erste Doméne des Molekuls denatu-
riert, wird die Wanderung im Gel verzogert. Die dsDNA tritt in die Phase partiell fortschrei-
tender Denaturierung. Je weiter die Aufspaltung des Doppelstranges erfolgt, desto schlechter
durchlauft das Molekil die Gelmatrix: die Transitionskurve nimmt eine sigmoide Form an. Ist
die DNA schliefdlich komplett denaturiert, bricht die Transitionskurve ab, und die denaturier-
ten DNA Einzelstrénge wandern kontinuierlich linear.

Die Berechnung der Schmel zkurve und die Uberpriifung der reversiblen Denaturierung in ei-
ner senkrechten TGGE waren V oraussetzung fir eine erfolgreiche Mutationsanalyse aller

TGGE-Fragmente.

Die ldentifizierung heterozygoter Mutationstréger wird durch die Kombination der tempera-
turabhéngigen Denaturierung in der TGGE mit konformationsabhéngigen Laufveranderungen

im Gel durch Heteroduplexanalyse erleichtert. Bei heterozygotem Genotyp kénnen sich bei

der Renaturierung der zuvor erhitzten (denaturierten) dsDNA sowohl komplementére a's auch
mutati onstragende und wildtypsequenzspezifische ssDNA wieder zusammenlagern. Diese He-
teroduplex-Molekule werden auf Grund der vorhandenen Fehlpaarung (mismatch) in der
Gelmatrix zurtickgehalten und erscheinen daher deutlich abgetrennt von den Homoduplex-
Banden.

Die Laufeigenschaft einer DNA Probe (TGGE-Fragment F) mit heterozygoter FDBzsoog
Mutation ist in Abbildung 5.9 abgebildet. Eslassen sich vier Transitionskurven unterscheiden,
die den Homo- und Heteroduplex-Molekilen der DNA entsprechen.
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ssDNA

Abb.5.8 Senkrechte Temperatur Gradienten Gel Elektrophoresen. In 80g/l Poly-
acrylamidgelen (8 M Harnstoff) wurden 40 pl eines PCR Produkts 1Y/, Stunden
bei 15 V/cm Uber einen Temperaturgradienten von 20°C bis 60°C aufgetrennt. Die
Gele wurden mit Silbernitrat nach der in Kapitel 6.6, Tabelle 4.1 beschriebenen
Methode gefarbt. ds = doppelstrangig, ss = einzelstrangig.

a. diskontinuierliche Elektrophorese des Fragment B ohne GC-Uberhang.
b. kontinuierliche Elektrophorese des Fragment B mit GC-Uberhang.
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20°C 60°C
_ TP =7
Homoduplex ssDNA
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— Molekiile
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Abb. 5.9 Senkrechte Temperatur Gradienten Gel Elektrophorese des Fragment F einer Per-
son mit heterozygoter FDBsspop Mutation. In einem 80 g/l Polyacrylamid Gel
(8 M Harnstoff) wurden 40 pl PCR Produkt 1'/, Stunden bei 15 V/cm Uber einen
Temperaturgradienten von 20°C bis 60°C aufgetrennt. Die amplifizierte DNA
wurde vor der gelelektrophoretischen Auftrennung 5 Min bei 95°C denaturiert und
anschlief3end 15 Min bei 50°C renaturiert. Eine Silberférbung des Geles erfolgte
nach der in Kapitel 6.6, Tabelle 4.1 beschriebenen Methode.

Anschlief3end wurde das Proben-Screening in waagrechten (parallelen) TGGE-Gelen vorge-

nommen. Im Gegensatz zur senkrechten TGGE verlauft hier der Temperaturgradient parallel
zur Laufrichtung der DNA. In parallelen Gelen kénnen bis zu 24 Proben gleichzeitig analy-
siert werden. Der Temperaturgradient wurde Uber den Temperaturbereich von beginnender
Denaturierung bis hin zum vollstandigen Ubergang in einzelstrangige DNA des untersuchten
Fragmentes festgelegt. Dieser Temperaturbereich variierte zwischen 30°C, bzw 35°C und
50°C, bzw. 55°C. An Hand bekannter Mutationen des Apo B-100 wurde die Empfindlichkeit
der TGGE Uberpruft. Fragment F umfasst die Genregion des Apo B-100, in der die drel FDB-
Mutationen FDBgzspoq, FDBasoow Und FDB3ssic lokalisiert sind. Genomische DNA eineser he-
terozygoten FDBgsspow Patienten/tin wurde von Evelyn Koay der National University of Sin-
gapore zur Verfugung gestellt. Die DNA einer Person mit heterozygoter FDB3s3ic Mutation
wurde von Clive Pullinger vom Cardiovascular Research Institute der University of California
in San Francisco erhalten. Die haufigste FDB-Variante, die FDB3sg0q Mutation, konnte eige-
nem Probenmaterial entnommen werden.

Die Identifizierung der drei Punktmutationen des FDB gelang durch Analyse in der TGGE
(Abbildung 5.10). Die Ty Differenz von FDBgspog und FDB3sspow betrug lediglich 0,2°C am
Basentriplett 3500 der Apo B-100 cDNA. In der gelelektrophoretischen Auftrennung zeigte
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sich entsprechend ein leichter Wanderungsunterschied der Heteroduplex-Banden beider Sub-
stitutionen (Bahn 3 und 4, Abbildung 5.10). Bel der anschlief3enden Analyse der Typ lla Pati-
enten-Proben konnte zusétzlich ein weiterer, haufiger Polymorphismus des Aminosaurerest
3611 (R3611Q) des Apo B-100 in der TGGE des Fragment F detektiert werden (Bahn 6, Ab-
bildung 5.10), so dass innerhalb dieses einen DNA-Abschnittes insgesamt 4 unterschiedliche

Punktmutationen nachgewiesen werden konnten.

1 2 3 4 5 6
_ 35°C

a4 eed b

+ — 55°C

Abb. 5.10 Parallele Temperatur Gradienten Gel Elektrophorese. 3 ul PCR Produkt des Frag-
ment F wurden nach vorangegangener De- und Renaturierung in einem 80 g/l Po-
lyacrylamidgel (8 M Harnstoff) 4/, Stunden bei 15 VV/cm (< 30 mA) aufgetrennt.
Der Temperaturgradient reichte von 35°C (Kathode) bis 50°C (Anode). Die Sil-
bernitratfarbung wurde nach der in Kapitel 6.6, Tabelle 6.1 beschriebenen Metho-
de durchgefiihrt.

Bahn 1: Wildtyp-DNA

Bahn 2:  homozygote FDB3ss0o DNA

Bahn 3: heterozygote FDB3s00g DNA

Bahn 4: heterozygote FDB3sgoww DNA

Bahn 5. heterozygote FDB3s3:c DNA

Bahn 6: heterozygote R3611Q DNA (Msplss11 Polymorphismus).



Ergebnisse 56

5.7 Oligonukleotid-gesteuerte M utagenese am AS K odon Trp**° des Apo B-100

Fur den gezielten Nachweis einer mutagenen Verdnderung am Aminosaurerest 4369 (Tryp-
tophan) des Apo B-100 wurden zunéchst innerhalb eines Sequenzabschnitts der Apo B-100
DNA einer normolipidéamischen Person Punktmutationen an diesem Basentriplett kinstlich
erzeugt. Nach einer von Ho et al. (1989) beschriebenen Methode wird aus zwei Uberlap-
penden PCR-Fragmenten ein Fusionsprodukt mit der gewiinschten Mutation hergestellt (s.
Kap. 4.9, Abb.4.2). Auf eine Verwendung von Plasmidvektoren konnte auf Grund der aus-
schliefdlich analytischen Zwecke der mutagenisierten Fragmente verzichtet werden. Bel der
M utagenese wurde berticksichtigt, dass das Fusionsprodukt als Vorlage fur die Amplifizie-
rung eines optimierten TGGE-Fragmentes geeignet sein sollte. An einem Basentriplett
kommen 9 verschiedene Austauschmutationen in Frage. Im Fall des Aminosdurekodon
4369 kodieren zwei der moglichen Triplett-Varianten fir ein Stop-Kodon. Die Mutationen
far ein Stop-Kodon wurden nicht berlicksichtigt, da ein entsprechendes Trandationspro-
dukt ein um 3,7% verkirztes Apo B (Apo B-96) Protein generieren wirde, dessen Bindung
an LDL-Rezeptoren eher besser as schlechter sein sollte'. In Tabelle 5.3 sind die mégli-
chen Substitutionen mit Aminosaurecode und den Eigenschaften der entsprechenden Ami-
nosauren aufgelistet. Das TGGE-Amplifikat (Fragment J) hatte eine Lange von 455 Basen-
paaren. Die Veranderung der Schmelztemperatur an Kodon 4369 auf Grund der eingefhr-
ten Substitutionen kann Tabelle 5.4 entnommen werden. Der Ty, Wert der Base Thymin am
Basentriplett 4369 der Wildtyp-DNA ist 66,96°C. Zwel Substitutionen, TGG—CGG und
TGG—AGG, fuhren zum Austausch von Tryptophan zu Arginin. Das Amplifikat mit der
Mutation TGG—CGG (Arg*®) hat einen Ty, Wert von 67,49°C (Ty-Differenz zum Wild-
typ-Triplett: +0,53°C). Die Transversion TGG—AGG (Arg*®) verandert dagegen das
Schmelzprofil von Fragment J nicht. Die durch die Renaturierung von Wildtyp-DNA und
der mutationstragenden DNA erzeugten Heteroduplex-Molekile waren jedoch in der
TGGE eindeutig nachweisbar (Abbildung 11, Bahn 6). Die TGGE-Anayse der PCR-
Produkte mit den am Basentriplett 4369 eingefligten Punktmutationen war hochsensitiv. In
Anbetracht dessen konnte eine Uberpriifung natiirlich vorkommender Mutationen an dieser
Position mit 100% Erkennungswahrscheinlichkeit stattfinden.

Tab.5.3 Madogliche Aminosaure-Veranderungen an Position 4369 des Apo B-100.

'Andere Autoren (Parhofer et al. 1990, Krul et al. 1992, Kim et al. 1998) konnten einen be-
schleunigten hepatischen Abbau von LDL, deren Apo B eine bis zu 25% verkirzte Aminosau-
resequenz am carboxyterminalen Ende aufwiesen, feststellen.
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Basen- Enzym- Schmelz Ty [°C]
AS  Eigenschaften Triplett austausch Spaltstelle  (Diff.:WT-Mu)
WT Trp  unpolar, hydrophob  TGG Wildtyp - T : 66,961
G : 66,964
G : 66,966
1 Arg basisch CGG T—C Mspl 67,488 (+ 0,53)
2 Gly  unpolar,hydrophob GGG T-G - 67,488 (+ 0,53)
3 Cys neutral, bildet S-S TGC G—C - 67,253 (+ 0,29)
Briicken aus
4 Ser  neutral, hydrophil TCG G-C Taql 67,249 (+ 0,29)
5 Leu unpolar, hydrophob TTG G-T - 66,562 (- 0,40)
6 Arg AGG T-A - 66,961 (0)
7 Cys TGT GoT Rsal 66,505 (- 0,46)
Stop TAG G—oA*
TGA G—oA*

* bedingen ein Apo B-96 Synthese- Produkt

wr 1 2 3 4 5 6 7
30°C

| 155°C

TGG CGG GGG TGC TCG TTG AGG TGT
TrPsee  Ar0szsoGlYazse CYSize096r 4360 L €U4360AT Ua360CYSuseo

Abb.5.11 Temperatur Gradienten Gel Elektrophorese des Fragment J (Apo B-100 Exon 29
cDNA: 13.249-13.703) mit Punktmutationen am Aminosdurekodon 4369. Fusi-
onsprodukte (931 Basenpaare) mit Punktmutation wurden mit dem 931 Basenpaar
Amplifikat einer Wildtyp-DNA gemischt (1:1) und in der Fragment J-PCR
reamplifiziert. Die entstehenden Amplifikate wurden 1:10 in dd H,O verdinnt und
anschlief3end de- und renaturiert. Die Auftrennung erfolgte in einem 80 g/l
Polyacrylamidgel (8 M Harnstoff) bei 15 V/cm (<30 mA) uber 4%, Stunden. Das
Gel wurde nach der von Blum et al. (1987) beschriebenen Methode (Tabelle 4.2,
Kapitel 4.6.6) gefarbt.
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Bel dem anschlief3enden Proben-Screening von 297 Personen mit Typ lla HLP wurde je-
doch keine nattrrliche Mutation am Aminosaurerest 4369 des Apo B-100 festgestellt.

58 Mutationen des Apo B-100 bei Typ |l1a HL P-Patienten

Es wurden neun verschiedene Substitutionen bel den DNA-Analysen von 297 Typ lla HLP-
Patienten festgestellt. Bezogen auf den untersuchten cDNA Bereich von 2,8 Kilobasenpaaren
(20% der Apo B-100 cDNA, 6,5% des Apo B-Gens) entspricht dies einer Variabilitét von
0,3%. Unter den vorgefundenen neun Basenaustauschmutationen fanden sich neben der
FDB3sooo und FDBssgow Mutation zwei bekannte haufige Polymorphismen des Apo B-100
Gens (Mspl RFLP3s13 und N4311S Polymorphismus), drei schon beschriebene Mutationen
(L3350L, E3405Q und A4454T), eine bisher unbekannte Mutation des Apo B-100 am Ami-
nosaurerest 4287 (14287V), und eine Mutation bei einer einzelnen DNA-Probe (T4457M) (Ta
belle 5.4). Die Lipid-Phénotypen der entsprechenden Mutationstréger sind in Tabelle 5.5
angegeben.

Tab.54 Mutationen des Apo B-100 in Exon 26 (Aminosdurekodon 3131-3837) und Exon
29 (Aminosaurekodon 4269-4498) bei 297 Typ lla HLP-Patienten

Basen- Aminosaure- Heterozygote Homozygote
Bezeichn. Kodon austausch austausch n (Halfigkeit) n (Haufigkeit) Ref.
EXON 26
L 330L 3350 CTG—CTA Leu—lLeu 3 (0,01) n.v. Q)
Q3405E 3405 GAA—-CAA GIn—Glu 4 (0,013) n.v. (2
FDBsspog 3500 CGG—CAG Arg—GIn 21 (0,071) * ©)]
FDBssgow 3500 CGG—>TGG Arg—>Trp 2 (0,007) n.v. 4)
Msplssis® 3611 CGG—CAG Arg—GIn n.b. n.b. (5)
EXON 29
| 4287V 4287 ATT->GTT lle -»Vvad 6 (0,02 n.v. -
N4311S 4311 AAT->AGT Asn—>Ser 103 (0,347) 11 (0,037) (6)
A 4454 T 4454 GCC—ACC Ala>Thr 19 (0,064) n.v. (7)
T 4457 M 4457 ACG—HATG Thr->Met 1 (0,003) n.v. -

n.v.: nicht vorhanden, n.b.: nicht bestimmt,* Ein Fall wurde bei nachfolgend angestellten

Familienuntersuchungen festgestellt,” Apo B-100 Haplotypen Marker
(1) Ludwig et al. 1997; (2) Ludwig et al. 1987; (3) Soria et al. 1989; (4) Gaffney et al. 1995;
(5) Huang et al. 1988; (6) Navajas et al. 1990; (7) IImonen et al. 1997.
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Tab.55 Mittlere Lipid-, Lipoprotein und Apolipoprotein B-Konzentrationen bei Typ lla
HLP-Patienten (LDL-C > 1,55 ¢g/l, TG < 2,0 g/l) mit heterozygoter* Punktmuta-
tion des Apo B-100.

Ges.Chol. LDL-C Triglyzeride HDL-C ApoB
(g (9] (9] 9/ (9]

n Xts Xts Xts X £s X £s
FDB3s000 21 271+041 203+£043 10+055 048+0,11 1,62+0,39
FDB3asoow 2 259+059 19+057 10+£03 049+0,07 14+049
E 3405Q 4 264+055 181+042 132+042 056+0,18 1,63+0,15
L 3350L 3 2,73+0,17 185+016 1,14+04 065%+008 146+0,.2
| 4287V 6 2,79+036 205+034 113+£025 051+0,15 1,7+0,35
N 4311 S(+/-) 103 301+0,78 224+0,78 1,04+033 056+0,15 1,77+0,58
N 4311 S(+/+) 11 287+059 21+052 12+036 053+015 164+0,38
A4454T 19 316+112 237+108 103+032 058+014 1,85+0,68
T 4457 M 1 2,35 1,78 1,09 0,36 1,58

n: Anzahl der Merkmalstrager, LDL-C: LDL-Cholesterin, HDL-C: HDL-Cholesterin, x =
Mittelwert, s = Standardabweichung
* Ausnahme: N4311S Homozygote (+/+)

Die Identifizierung der Mutationen gelang an Hand der unterschiedlichen Migration der ent-
sprechenden PCR-Amplifikate genomischer DNA in Temperatur Gradienten Gelen. Die Ho-
moduplex-Banden mit den Mutationen wurden aus dem TGGE-Gel ausgeschnitten und gerei-
nigt, mit Pfu DNA-Polymerase reamplifiziert, ein weiteres Ma Uber eine Elektrophorese ge-
reinigt und anschlief3end im Labor fur DNA-Analytik, Freiburg, sequenziert. In der genomi-
schen DNA wurden die Substitutionen durch sequenzspezifische Restriktionen mit entspre-
chenden Endonukleasen Uberpriift. Bedeutung und Eigenschaften der gefundenen Mutationen

werden im Folgenden getrennt beschrieben.

5.8.1 FDB3s00g Und FDB3soow

Bindungsdefekte Apo B-100 sind Ursachen von priméren Hyperchol esterindmien. Bisher wur-
den drei Mutationen (R3500Q, R3500W und R3531C) am Apo B-100 beschrieben, die nach-
weislich einen Rezeptorbindungsdefekt der LDL-Partikel verursachen (Soria et al. 1989, Pul-
linger et al. 1995, Gaffney et al. 1995). Alle drei Mutationen sind im Exon 26 des Apo B-100
lokalisiert. In dem randomisierten Kollektiv von 297 Typ lla HLP-Patienten aus dem
Rhein/Main Gebiet wurden 21 Personen mit dem FDBsspoo Defekt und 2 Personen mit
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FDBssoow entdeckt. Dies entspricht einer Pravalenz von 7,1% heterozygoter FDBaspoq und

0,7% heterozygoter FDB3s0ow Merkmalstréger. Die FDB3s3:c Mutation war nicht vorhanden.

An Hand der Untersuchung von Familienmitgliedern der gefundenen FDB-Patienten konnten
insgesamt 40 Personen mit FDBssoog (19 Angehdrige aus 9 FDB3spog Familien) und 6 Perso-
nen mit FDBgsoow diagnostiziert werden. Unter den 40 Personen mit FDB3soq befand sich ei-
ne Person mit homozygoter R3500Q Mutation. In der Familie dieses Patienten fanden sich
funf weitere heterozygote Merkmalstrager. Eine detaillierte Beschreibung des homozygoten

FDB3s00q Patienten und dessen Familienmitglieder wurde friher publiziert (Mérz et al. 1992).

58.1.1 Haplotypisierung des FDBzspoq Und FDBasgow

Eine Haplotypisierung der FDB3s000 Und der FDBgsgow Mutation wurde bei allen Merkmals-
tragern durchgefihrt. Anhand von finf polymorphen Markergenorten des Apo B-100 [Signal
Peptid (SP) Insertion (Ins) oder Deletion (Del), Xbal (ACT—ACC, Thr**®*—Thr) RFLP,
Mspl (CGG—CAG, Arg®"—-GIn) RFLP, EcoRl (AAA—GAA, Lys"*—Glu) RFLP und der
3’ hypervariablen Region (3'VNTR)] kann die Assoziation der Mutation mit eéinem bestimm-
ten Alleltyp nachgewiesen werden. Der nach der bindgren Nomenklatur von Ludwig und Mc-
Carthy (1990) bezeichnete Haplotyp 194 (Xbal-, Mspl+, EcoRI-, 3'VNTR-49) wurde aus-
nahmslos bei allen 40 FDBg3sgoq Patienten festgestel|t.

Im Fall des FDB3500w Waren die beiden Mutationen mit unterschiedlichen Haplotypen assozi-
iert (Abbildung 5.12), Haplotyp: SP-Ins, Xbal+, Mspl+, EcoRI+, 3'VNTR-37 (Familie des
R.G.) und Haplotyp: SP-Del, Xbal+, Mspl+, EcoRI+, 3'VNTR-37 (Familie des M.B.).
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R.G. Familie

1 2 " u
Sp Ins/Del | Sp Ins/ Ins
N 0 ( N 0
+/+ | | +/+
EC%)RI +/- EC%)RI +/+
3IVNTR | 39/47 S 3IVNTR | 31/37
41 40
1,84 1,61
3 sp ins/ins |4 . sp Ins/ Ins
| +/+ | ' +/+
\ EcoRl | +/- \ J EooRl | +1-
- 3VNTR | 37/47 ‘.~ 3VNTR| 31/47
13 11
2,33 1,73
" [ 5 6
SP Del/Del | SP Ins/ Ins
o 0 (' N 1
+/+ +/+
Ecsé)Rl +/- ECSC?RI +/-
3VNTR | 37/47 3IVNTR | 37/49
66 72
1,73 1,59
7
Sp Ins/ Del
+/+
EcSé)RI +/+
- 3VNTR | 37/37
41
2,84
8 9
SP Ins/ Del SP Ins/ Del
na | i N 0
+/+ +/+
EC%)RI +/+ EC%)RI +/+
3VNTR 33/37 3VNTR | 33/37
13 13
1,35 1,52

Abb. 5.12 Familienstammb&ume der FDBgsoow heterozygoten Patienten R.G. und M.B..
mannliche Personen; O: weibliche Personen. Heterozygote FDB3soow Familien-
mitglieder sind durch halb gefiillte Symbole gekennnzeichnet. Unterhalb der Sym-
bole sind Alter (Jahre) der Person und die LDL-Cholesterinkonzentration (g/l) an-
gegeben. Apo B-100 Haplotypen finden sich in den Ké&stchen neben den Sym-
bolen; +: Enzym-Schnittstelle vorhanden. SP: Signal Peptid; Ins: Insertion; Del:
Deletion; 3'VNTR: 3 hypervariable Region (Zahlenangabe bezieht sich auf die
Anzahl der repetitiven Sequenz eines Allels).
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5.8.1.2 Lipid Parameter und Familienanamnese der FDB3so0w Patienten

Die beiden Patienten mit Apo B R3500W Mutation sind kaukasischer (deutscher) Abstam-
mung und nach Befragung nicht miteinander verwandt. Beide Patienten, R.G. (40 Jahre) und
M.B. (41 Jahre), zeigten keine klinischen Symptome einer KHK, oder kutane Anzeichen einer
Hypercholesterindmie (Xanthome und/oder Arcus lipoides). In Tabelle 5.6 sind Lipid-, Li-
poprotein- und Apolipoprotein- Werte der beiden FDB3s00w Patienten und ihrer Familienmit-

glieder angegeben.

In der Familie des M.B. segregiert die R3500W Mutation mdtterlicherseits (Abbildung 5.12).
Die 66jahrige Mutter des M.B. wird seit 10 Jahren mit Fenofibrat behandelt. Ein vor 5 Jahren
bei ihr diagnostizierter Diabetes wird ebenfalls medikamentts behandelt. 1hr Vater starb im
Alter von 62 Jahren an Herzinfarkt. Bei M.B. wurde eine Hyperlipoproteindmie Typ lla erst-
mals 1987 festgestellt. Im Mé&rz 1996 hatte er ein LDL-Cholesterin von 2,84 g/l. Seitdem er-
folgte eine Behandlung mit einem HMG CoA-Reduktase-Hemmer (10 mg/Tag Simvastatin).
Sein LDL-Cholesterin konnte dadurch um etwa 40% auf 1,74 g/l gesenkt werden. Als zusétz-
licher Atherosklerose-Risikofaktor kommt bei M.B. ein sehr hoher Lp(a) Wert (>100 mg/dl)
hinzu, der durch CSE-Hemmer nicht verringert werden kann. Beide Sohne des M.B. (dizygote
Zwillinge) haben den FDB-Defekt von ihrem Vater geerbt. Ihr Plasma-Cholesterin lag 32%

Uber dem Altersdurchschnitt.

In der Familie des R.G. sind offensichtlich zwei verschiedene hereditére Veranlagungen fir
einen zu hohen Plasma-Cholesterin Wert vorhanden. Wéahrend sich dieser beim Vater eindeu-
tig auf die Apo B R3500W Mutation zurtckfihren lasst, konnte bei der Mutter keine geneti-
sche Verdnderung am Apo B-100 in dem untersuchten DNA Bereich festgestellt werden. Ein
moglicherweise vorliegender LDL-Rezeptor Defekt wurde bisher noch nicht nachgewiesen.
Die Hypercholesterindmie des R.G wird schon seit langerer Zeit medikamentds behandelt. Zur
Zeit der Blutabnahme nahm er eine tégliche Dosis von 20 mg Pravastatin (CSE Hemmer) ein.
Durch eine Trennung der beiden Eltern war eine Untersuchung der Grofeltern oder eine ge-
nauere Befragung Uber deren Krankengeschichte nicht mdglich. Die 13jéhrige Tochter des
R.G., die ebenfalls heterozygot fir FDBasoow ist, hat Gberdurchschnittlich hohes Cholesterin
far ihr Alter (Gesamtcholesterin liegt 98% Uber dem Altersdurchschnitt), das sich vermutlich
durch eine gleichzeitig von der Mutter vererbte Disposition erklaren 18sst. Dies scheint sich
dadurch zu bestétigen, dass auch bei der jingeren Tochter (11 Jahre) des R.G., die negativ fir
FDB3soow it, €in zu hohes LDL-Cholesterin festgestellt wurde. Die Kinder des R.G. waren
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normalgewichtig (BMI < 25 kg/m?) und hatten keine Erkrankungen, die die Auspragung einer
HLP begunstigen (Diabetes, Hypothyreose, Erkrankungen der Leber oder Niere).

Tab.5.6 Lipide, Lipoproteine und Apolipoproteine bei FDB3ssoow heterozygoten Patienten
und deren Familienangehorigen.

Fam.Stammb. Alter GesC LDL-C TG HDL-C ApoB Lp(a) ApoE
Pos. Sex FDBaspow [Jare] BMI  [g/l] (o] [9/]  [d/] (¢ [gll Phanotyp
R.G. Familie

1 1 w Wt 41 174 28 1,84 057 0,85 146 152 33
21 m Mu 40 289 2,29 1,61 1,02 047 14 013 33

3 1 w Mu 13 20,2 311 233 1,38 0,5 1,88 1,15 33
4 1l w Wit 11 17,8 2,45 1,73 1,17 0,48 1,34 1,01 33
M .B. Familie

5 1 w Mu 66 155 2,46 1,73 057 0,62 1,11 0,67 33

6 I m Wt 72 225 2,29 159 13 045 1,06 0,68 42
7 1l m Mu 41 20,8 3,52 284 129 042 210 1,55 43

8 Il m Mu 13 nb. 2,03 1,35 097 048 0,89 0,86 43

9 Il m Mu 13 nb. 214 152 0,78 0,46 1,01 0,96 43

* Index Patient
Mu: heterozygot fur FDB3soow, Wt: Wildtyp

58.1.3 LDL-Rezeptor Bindung, Internalisation und Degradation der LDL zweier
FDB3soow heterozygoter Personen

Fur die Untersuchung der Rezeptorbindung heterozygoter Apo B R3500W LDL wurde beiden
Indexpatienten M.B. und R.G. je 40 ml Blut entnommen und aus dem Plasma-Uberstand
durch Ultrazentrifugation die LDL abgetrennt. Die frisch isolierten LDL wurden mit **°I mar-
kiert und in Zelkultur mit Hilfe normaler humaner Fibroblasten die Bindung, Aufnahme (In-
ternalisation) und Degradation der markierten LDL gemessen (Abbildung 5.13 a). In einem
zusitzlichen Test wurde die Kompetition der FDBgsgow LDL mit **°I markierten Pool-LDL
normolipidamischer Probanden untersucht (Abbildung 5.13 b.). Als Referenz wurde zusétz-
lich LDL eines heterozygoten FDBssooq Patienten getestet. Bindung, Internalisation und De-
gradation der FDBgspow LDL betrug 58% der normalen LDL, war jedoch etwas hoher als die
der FDB3s00q LDL (44% Bindungskapazitét der normaler LDL).
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Abb. 5.13 a. Interaktion und b. Kompetition der LDL zweier heterozygoter Merkmal stréger
(1, A) fir FDBssgow im Vergleich zu gepoolten LDL normolipidamischer Perso-
nen (O) und LDL einer FDB3s00q heterozygoten Person (@) mit humanen Fibro-
blasten im in vitro-Test (Methodenbeschreibung Kapitel 4.10). A. Bindung, B. In-
ternalisation, C. Degradation. Messwerte stellen den Durchschnitt aus drel Experi-
menten mit jeweils dreifachem Parallelansatz dar.* P<0.05 versus Kontrollen.
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5.8.2 Apo B L3350L

Bel drei DNA-Proben konnte eine ungewdhnliche Migration des TGGE-Fragments C beo-
bachtet werden. Die Sequenzierung der Homoduplex-DNA mit vorhandener Mutation einer
der Proben ergab den Nachweis eines Basenaustausches CTG—CTA an Kodon 3350 fir Leu-
cin (L) des Apo B-100. Wurde die nochmals aus genomischer DNA der drei Merkmalstré-
ger/Innen amplifizierte DNA (Fragment C) mit dem Restriktionsenzym Pstl fragmentiert,
konnte durch den Verlust der Spaltstelle im 3350™ Allel die Mutation bestétigt werden. Die
beiden 54 und 66 Jahre alten weiblichen Personen hatten zur Zeit der Blutabnahme weder &
therosklerotische Veradnderungen, die auf eine KHK hindeuteten, noch zeigten sie Hautzei-
chen einer Hyperlipoproteinamie. Von der dritten méannlichen Person (59 Jahre) war keine
Behandlungsakte mehr zugdngig. LDL-Cholesterin und weitere Lipid-Parameter der drel
L3350L heterozygoten Personen sind in Tabelle 5.7 angegeben. Da es sich um einen “stum-
men” Polymorphismus handelt, wurden lediglich die mit dem 3350°™
B-100 Haplotypen bestimmt. Das Apo B 3350°™ Allel war mit dem Haplotyp SP-Ins, Xbal-

Mspl+, EcoRI+, 3 -VNTR-35 assoziiert (Tabelle 5.8).

-Allel assoziierten Apo

Tab. 5.7 Alter, Geschlecht und Lipoproteine der drei heterozygoten L3350L Merkmalstré

ger/Innen.
Patient/In mit Alter Chol LDL-C TG HDL-C ApoB Lp(a)
L3350L  Geschlecht (Jahre) g/l o/l o/l o/l o/l o/l
1 w 66 2,53 1,74 0,73 0,64 1,32 0,17
2 w 54 2,81 1,77 1,52 0,73 n.b. 0,15
3 m 59 2,84 2,04 1,18 0,57 1,60 0,07

Tab.5.8 Haplotypisierung der L3350L Mutation des Apo B-100

Patient/In mit Alter SP

L3350L  Geschlecht (Jahre) Ins/Del Xbal Mspl EcoRl 3VNTR?
1 w 66 Insg/Del +/- +/+ +/- 35/49
2 w 54 Insg/Del +/- +/+ +/+ 35/37
3 m 59 Ing/Ins -/- +/+ +/+ 35/35

#Nomenklatur nach Boerwinkle et al. (1989)
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5.8.3 Apo B Q3405E

Die Transition an Aminosdurekodon 3405 (CAA—GAA) konnte in der TGGE des Fragments
D nachgewiesen werden. Sie verursacht einen Aminosdureaustausch von Glutamin (Q) zu
Glutaminsaure (E). Apo B Q3405E wurde erstmalig bei Sequenzierungen des Apo B-100
Gens entdeckt (Ludwig et al. 1987). Diese und zwel weitere Basenveranderungen innerhalb
der fur die Rezeptorbindung kodierenden Region des Apo B-100 (Kodon 3130-3630) wurden
urspringlich als bona fide Sequenzaberrationen betrachtet (Yang et al. 1989). In dem hier un-
tersuchten Kollektiv wurden jedoch 4 heterozygote Trager fur Apo B Q3405E gefunden. Dies
entspricht einer Allelfrequenz von 0,7%. Andere Autoren berichten von dhnlichen Allelfre-
guenzen: Pullinger et al. (1996): 0,9%; Ludwig et al. (1997): 1,0% und Gaffney et al. (1998):
0,8%. Damit handelt es sich beim Apo B Q3405E um einen echten Polymorphismus. Die Se-

quenzierung der aus dem Gel ausgeschnittenen Homoduplex-Bande fiir Apo B 34054

zeigte
eindeutig den C—G Austausch. Die DNA der Personen mit heterozygoter Q3405E Mutation
wurde nochmals mit einem neuen Primerpaar [Kapitel 4.3 (4)] amplifiziert, wobei der sense
Primer durch ein mismatch an zweiter Position des 3'Endes zur Erzeugung einer Tagl Restrik-
tionsstelle beitragt, die bei Vorhandensein der Mutation entsteht. Durch den Tagl RFLP wurde
die Punktmutation an Kodon 3405 bel den betroffenen Individuen bestétigt. Lipid-, Lipopro-
tein- und Apolipoproteinkonzentrationen der vier Q3405E heterozygoten Merkmalstréger sind

in Tabelle 5.9 angegeben.

Tab.5.9 Alter, Geschlecht und Lipoproteine bei heterozygoten Apo B Q3405E Typ lla

HL P-Patienten.
Patient/In mit Alter Chol LDL-C TG HDL-C ApoB Lp(a)
Q3405E  Geschlecht (Jahre) g/l o/l o/l ol g/l o/l
1 m 64 2,37 1,69 1,22 0,44 1,61 0,08
2 m 59 2,34 1,56 1,91 0,40 1,70 0,01
3 m 52 2,38 1,57 0,92 0,63 1,43 0,07
4 w 57 3,46 2,43 1,23 0,78 1,79 1,46

Tab. 5.10 Haplotypisierung der Q3405E M utation des Apo B-100.

Patient/In mit SP
Q3405E  Geschlecht (Jahre) Ing/Del Xbal Mspl EcoRl 3IVNTR

1 m 64 Ins/Del +/- +/- +/+ 35/37
2 m 59 Ing/Dél +/- +/+ +/- 37/49
3 m 52 De/Dd  +/+ +/+ +/+ 33/37
4 w 57 De/Dd  +/+ +/+ +/+ 35/37
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Bel allen Merkmalstrégern lief3 sich ein gemeinsamer Haplotyp der Q3405E M utation feststel-
len (Tabelle 5.10). Die Apo B 3405E Allel segregiert mit dem Haplotyp SP-Del, Xbal+,
Mspl+, EcoRI+ und 3'VNTR-37.

58.3.1 L DL-Rezeptorbindung, Internalisation und Degradation der LDL eines
heterozygoten Merkmaltrégers fur Apo B Q3405E

Der Glutamin zu Glutaminsaure Austausch an Position 3405 des Apo B-100, der eine zusétz-
liche negative Ladung im Bereich der Rezeptorbindungsdoméne einflgt, kénnte Konsequen-
zen auf die Bindungskapazitét der LDL haben. Die Messung der rezeptorvermittelten Auf-
nahme der LDL wurde in Zellkultur nach dem in Kapitel 4.10 beschriebenen Verfahren an
humanen Fibroblasten durchgefihrt.

Einem der vier heterozygoten Merkmal stréger, einem 52-jahrigen Mann, wurde Blut fir eine
LDL-Isolation entnommen. Die LDL wurden mit ***| markiert und in dem Bindungsassay ein-
gesetzt. In Ubereinstimmung mit drei zuvor publizierten Arbeiten (Pullinger et al. 1996, Lud-
wig et al. 1997 und Gaffney et al. 1998) fand sich keine Abnormalitét der Rezeptorbindung
von heterozygoten Apo B Q3405E LDL (Abbildung 5.14 A). Dagegen waren Internalisation
und Degradation der LDL niedriger als die normaler LDL (Abbildung 5.14 B und C). Die
Werte betrugen 85% bzw. 87,5% der Pool LDL und erreichten statistische Signifikanz
(P<0,05) bei der htchsten Ligandenkonzentration (40 mg/l LDL).

Offensichtlich ist das Apo B-100 mit der selteneren 3405E Variante in seiner
Bindungskapazitéat an den LDL-Rezeptor nicht beeintrachtigt. Dies wurde auch in anderen
Arbeiten festgestellt (Pullinger et al. 1996, Ludwig et al. 1997). Moglicherweise aber ist
3405Q an der Konformationsanderung des LDL-Rezeptor-Komplexes zu Beginn und im
Verlauf des Internalisierungsprozesses beteiligt, wodurch die in vitro beobachtete verminderte
Internalisation und Degradation der LDL des heterozygoten Q3405E HLP-Patienten zu
erklaren sein konnte. Gaffney et al. (1998) untersuchten LDL sieben heterozygoter und eines
homozygoten Merkmalstrégers des Apo B Q3405E Polymorphismus in einem U-937 Zellen
Wachstumsassay. Die Autoren berichten, dass die mit LDL Q3405E Heterozygoter
inkubierten U-937 Zellen eine geringere Vermehrungsrate (77%) zeigten. Ergebnisse deren
Untersuchungen und die hier beschriebenen decken sich in der Annahme, dass die
Rezeptorbindungsdoméne des Apo B-100 und die bel der intrazelluldren Aufnahme der LDL-
Partikel beteiligten Proteinbereiche nicht komplett identisch sind.
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Abb. 5.14
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Interaktion der LDL eines heterozygoten Merkmaltrégers fur Apo B Q3405E (M)
im Vergleich zu gepoolten LDL normolipiddmischer Personen (®) mit humanen
Fibroblasten im in vitro-Test. A. Bindung, B. Internalisation, C. Degradation.
Messwerte stellen Mittelwerte aus drei unabhangig voneinander durchgefihrten
Experimenten mit je dreifachen Parallelansédtzen dar. * P<0.05 versus Kontrollen.
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584 Apo B N4311S Polymor phismus

Der Polymorphismus am Apo B-100 Aminosaurekodon 4311, der zum Austausch der Amino-
saure Asparagin (N) mit Serin (S) fuhrt, war in der TGGE des Fragment | identifizierbar.
Durch Amplifikation mit einem modifizierten Primerpaar [Kap. 4.3 (4)] und Restriktion mit
der Endonuklease Pstl wurde eine zweite Moglichkeit zur Detektion evaluiert. Seringsi;; war
bei 21% der untersuchten 594 Chromosomen vorhanden: 103 Personen waren heterozygot
und 11 Personen waren homozygot fur die 4311S Variante. Der N4311S Polymorphismus
wurde 1990 erstmals beschrieben (Navajas et al. 1990). Die Autoren fanden die seltenere Se-
rings;; Variante in 24% der von ihnen untersuchten 162 Chromosomen. Weitere Allelfrequen-
zen bel anderen Populationen finden sich in Tabelle 5.11. Ein deutlicher populationsgeneti-
scher Unterschied der Alleldistribution zwischen Asiaten und Européern ist feststellbar. Das
Seringsy; Allel ist prozentual bel Indern/Pakistanis und Chinesen zwei- bis dreifach héher rep-
résentiert alsin der westeuropai schen Bevolkerung.

Der N4311S Polymorphismus ist mit einem immunol ogischen Polymorphismus der LDL, den
Antigen Epitopen Ag(x) und Ag(y) des Apo B-100 assoziiert (Dunning et al. 1992). Die Anti-
gen Gruppe x/y (Ag x/y) ist zugleich in Linkage diseqilibrium mit einem in Exon 26 des Apo
B-100 Gens befindlichen Polymorphismus (Proliny;1o—Leucin) (Wu et al. 1991, Dunning et
al. 1992). Ag(x) ist mit dem Seringsii/Leucingyzo Allel assoziiert und das Ag(y) Epitop wird
durch das Allel Asparagings;i/Prolingzi, repréasentiert.

Der N4311S Polymorphismus wurde in dieser Arbeit ausschliefdlich bei Patienten mit Typ lla
HLP detektiert. Da keine Erhebung in einer normolipiddmischen Kontrollgruppe stattfand,
kann keine Aussage Uber die Assoziation beider Allelvarianten mit hohen, bzw. niedrigen Li-
pidwerten gemacht werden. Dunning et al. (1992) konnte bei einer Untersuchung normolipi-
damischer Personen eine, wenn auch geringe, Assoziation (1,1% prozentuale Varianz
R* x 100) des Serini/Leucing, Allels mit niedrigerem LDL-Cholesterin und dafir eine
signifikante (P < 0,05) Assoziation (9% prozentuale Varianz R x 100) mit erhéhtem HDL-
Cholesterin feststellen. Da die Frequenz des Seringziz Allels (0.21) in dem hier untersuchten
Kollektiv von HLP-Patienten 3-5% unter den in anderen européischen Populationen mit Aus-
nahme Schwedens (s. Tabelle 5.11) errechneten Allelfrequenzen lag, sprache dies ebenfalls
fir eine mogliche Assoziation mit erniedrigten LDL-, bzw. erhéhten HDL-Cholesterin Wer-
ten. In einer Gruppe hyperlipidamischer Patienten aus England war zwar die Haufigkeit (0.26)
der Apo B N4311S Heterozygoten etwas héher als in Deutschland, es ist jedoch zu bedenken,
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dass der Stichprobenumfang (n=35) in dieser Untersuchung sehr klein ist, und ebenfalls ein

Vergleich zu einer Kontrollgruppe fehit.

Tab.5.11 Reative Haufigkeit des Seringz1; Allelsin verschiedenen Populationen

Anzahl der  Fregquenz des
Popul ation Gruppe Individuen  Serssii Allels

Franzosen® (1) 81 0.24
Finnen® 2 118 0.26
Englander® (3) 37 0.26
Schweden® 2) 186 0.9

Asiaten® (1) 152 0.48
Chinesen® 2) 82 0.71
Afro-Karibische® (1) 47 0.11
Deutsche® ©) 297 0.21

3 Ref. (Navajas et al. 1990),  Ref. (Dunning et al. 1992), € hier
(1) Lipid-, bzw. KHK Status nicht angegeben; (2) normolipidamisch; (3) hyperlipidamisch

5.85 Apo B A4454T

Der von Ilmonen et al. (1997) beschriebene Apo B Polymorphismus des Kodon 4454, der
zum Austausch der Aminosaure Alanin (A) mit Threonin (T) fahrt, wurde in der TGGE des
Fragment J detektiert. Eine Sequenzierung belegte den Guanin — Adenin Austausch, der eine
Haelll Restriktionsenzym-Spaltstelle entstehen 1asst. Dadurch konnte Apo B A4454T bei den
Mutationstrégern verifiziert werden. Threonin ist ein hydroxyliertes Valin, es ist daher sehr
viel hydrophiler und reaktiver als Alanin. Die Mutation wurde bei 19 der 297 Typ lla Patien-
ten nachgewiesen (Allelfrequenz = 0,032). Die Segregation des 4454T Allels konnte in der
Familie der SK., deren Apo B-100 DNA im ersten Teil dieser Arbeit sequenziert worden war,
bestimmt werden, da SK. heterozygot fir Apo B A4454T ist (Abbildung 5.15). Sowohl die
Mutter, als auch Tante und Grof3mutter der Indexpatientin sind heterozygote Merkmalstré-
gerinnen. Das Threonin-Allel segregiert mit dem Haplotyp: SP-Ins, Xbal-, Mspl+, EcoRI+,
3'VNTR-35 und Apo B 4311S (Tabelle 5.12). Die Lipid-, Lipoprotein- und Apolipoprotein-
Konzentrationen der SK. und ihrer Familienmitglieder sind in Tabelle 5.13 angegeben. Die
mittleren Cholesterinwerte der 19 Apo B A4454T heterozygoten Typ Ila HLP-Patienten lagen
etwas hoher (~17%) als die der FDBsspog Patienten (Gesamtcholesterin: 3,16 versus 2,71 g/,
LDL-Cholesterin: 2,37 versus 2,03 g/l) (Tabelle 5.6). In der Familie der SK. sind dennoch
zwel Apo B A4454T Heterozygote mit pathologisch nicht erhdhten Cholesterinspiegeln vor-

handen. Ilmonen et al. (1997) fanden keinen Unterschied in der Allelfrequenz von normo- und
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hyperlipoproteinamischen Personen in Finnland. Sie lag in beiden untersuchten Kollektiven
bei 0,02. Auch konnten sie keine klare Kosegregation mit dem Lipid-Phéanotyp feststellen. In
der Familie der S.KK. ist die Assoziation der A4454T Mutation mit dem Lipid-Phanotyp eben-
falls nicht nachweisbar, da sich mutterlicherseits bei allen Merkmal strégerinnen altersentspre-
chende Normalbefunde der Lipide zeigten. Aufféllig sind bei alen Merkmalstrégerinnen das
hohe HDL-Cholesterin (im Mittel 0,78 g/l). Auf Grund der vorliegenden, bisherigen Ergebnis-
se der Familienuntersuchung ist ein Verdacht auf einen ursachlichen Zusammenhang zwi-
schen dem nachgewiesenen Apo B-100 Bindungsdefekt der S.K. mit der Substitution A zu C
an Position 4454 des Apo B-100 auszuschlief3en. In einer anderen Arbeit wurde bel einer hete-
rozygoten Person mit A4454T Mutation eine funktionelle Uberpriifung ihrer LDL vorgenom-
men, die keinen Anhaltspunkt auf einen vorliegenden Bindungsdefekt gab (Meng et al. 1996).
Die Vermutung, das S.K. durch ihren Vater erblich mit einem Apo B-Defekt belastet ist, kann
dem Erbgang zufolge durch das gemeinsame (vom Vater ssammende) 3'VNTR-51 Allel der

S.K. und desihres Bruders (normolipidamisch) nicht bestatigt werden.

Tab.5.12 Apo B-100 Haplotypisierung der A4454T Mutation in der Familie der SK.

Fam.Stammb. SP

Position A4454T N4311S Ing/Del  Xbal Mspl EcoRl 3VNTR
1 Grol3m. AT N/S Ing/Ins +/- +/+ +/+ 35/37
2 Vater A/A N/S Ing/Ins -/- +/+ +/+ 35/51

3 Mutter AIT N/S Ins/Ins +/- +/+ +/+ 35/37
4 Tante AT N/S Ing/Ins -/- +/+ +/+ 35/39
5 Bruder A/A N/N Ing/Ins +/- +/+ +/+ 37/51
6* SK. AIT N/S Ins/Ins -/- +/+ +/+ 35/51

Tab.5.13 Lipid-, Lipoprotein und Apolipoprotein Konzentrationen der S.K. und ihrer Fami-
lienmitglieder

Apo4454 Alter GesC LDL-C TG HDL-C ApoB Lp(a ApoE
Position  Genotyp [Jahre] [g/l] [g/l] [g/I] [/l g/l [g/l] Phénotyp

Grof3m. A/T 78 279 164 11 0,93 13 0,04 33
Vater A/A 53 336 247 28 0,32 2,4 0,54 43
Mutter A/T 48 243 141 057 091 092 013 33
54
30

Tante A/T 211 127 138 057 097 0,56 33
Bruder AA 224 142 147 053 125 012 43
6* SK. AT 24 326 233 126 0,68 233 013 33

aa b WO N -
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1
SP Ins/ Ins
Xbal +/-
Mspl +/+
3VNTR 35/37
N4311S N/S
78
1,64
2 3 4
SP Ins/Ins SP Ins/ Ins
SP Ins/Ins Xbal +/- Xbal -/ -
Xbal -/- M3)I +/+ Ms)l +/+
Mspl +/+ 3VNTR| 35/37 3VNTR 35/39
§|43TI§ ’%15// S51 N4311S N/S N4311S N/ S
54 49 55
2,47 1,41 1,27
Xanthelasmen
5 6* . 1]
SP Ins/Ins SP Ins/ Ins
Xbal +/- Xbal -/-
Mspl +/+ Mspl +/+
3VNTR| 37/51 3VNTR| 35/51
N4311S N/N N4311S N/S
31 25
1,42 2,33

ADbDb. 5.15 Segregation der A4454T Mutation in der Familie der SK.. Unterhalb der Symbole
sind Alter (Jahre) und LDL-Cholesterin (g/l) angegeben. Halb gefiillte Symbole =
heterozygot fir Apo B A4454T. Allelvarianten funf polymorpher Apo B-100 Ge-
norte sind in Kastchen umrahmt angegeben. Als Haplotypenmarker wurden be-
stimmt: die Signal Peptid (SP) Insertion (Ins) oder Deletion (Del), der Xbal

(ACT—ACC, Thr**®_Thr) RFLP, der Mspl (CGG—CAG, Arg®"'—GIn) RFLP,
der N4311S (AAT—AGT, Asn®">  Ser)

3’ hypervariable Region (3'VNTR).
+ = Enzymspaltstelle vorhanden.

Polymorphismus und die
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5.8.6 Apo B 14287V

Neben dem N4311S Polymorphismus (Kap. 5.8.4) konnte in der TGGE des Fragment | eine
weitere Punktmutation des Apo B-100 identifiziert werden (Abbildung 5.16 A). Der Basen-
austausch von ATT nach GTT an Kodon 4287 des Apo B-100 ersetzt ein Isoleucin (1) durch
Valin (V). Die Apo B 14287V Mutation wurde in 6 DNA-Proben festgestellt (Allelfrequenz =
0,01). Lipide, Lipoproteine und Apolipoproteine der sechs heterozygoten Merkmalstra
ger(Innen) sind in Tabelle 5.14 angegeben. Bisher wurde dieser Polymorphismus in der
Literatur noch nicht beschrieben. Die Genotypisierung anderer Apo B Polymorphismen bei
Apo B 14287V Heterozygoten wies auf einen gemeinsamen Haplotyp (SP-Del, Xbal +, Mspl
+, EcoRI +, 3'VNTR-37) der Mutation hin (Tabelle 5.15). Anhand der Restriktion des TGGE-
Fragments | (376 Basenpaare) mit der Endonuklease Maell konnte die Mutation von der
Wildtyp-DNA, bei der die Spaltstelle an Position 4287 nicht vorhanden ist, unterschieden
werden (Abbildung 5.16 B.).

Tab. 5.14 Lipid-, Lipoprotein- und Apolipoprotein Konzentrationen bei Apo B 14287V hete-
rozygoten Typ Ila HLP-Patienten.

Alter GesC LDL-C TG HDL-C ApoB Lp(@ ApoE
Geschlecht [Jahre] BMI g/l [g/I] [g/l] g/l g/l [g/l] Phéanotyp
1 w 64 25,6 2,8 1,9 1,06 0,7 1,81 0,15 33
2 m 48 26,3 3,4 266 154 044 222 0,79 43
3 m 42 n.b. 2,6 2,0 1,09 0,38 168 1,03 33
4 m 37 21,7 233 169 114 041 1,45 0,72 43
5 w 26 19,0 289 226 1,19 040 165 0,27 33

6 w 8 15,9 2,7 185 0,78 0,69 1,33 0,15 33

* |ndex-Patientin

Tab. 5.15 Haplotypisierung heterozygoter 14287V Merkmalstréger.

Alter SP
Geschlecht  (Jahre) Ins/Del Xbal Mspl EcoRl 3'VNTR

1 w 64 Ing/Del +/+ +/+ +/+ 37/37
2 m 48 Ing/Del -[+ +/+ +/- 37/49
3 m 42 Ing/Del -/+ +/+ +/+ n.b.

4 m 37 Ing/Del +/+ +/+ +/+ 37/37
5* w 26 Del/Ddl +/+ +/+ +/+ 37/37
6 w 8 Ing/Del -/+ +/+ +/- 37/51

* |ndex-Patientin
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Abb. 5.16 Nachweis der Apo B 14287V Mutation in der Familie einer heterozygoten Merk-
malstragerin (5*). 1 = Vater, 2 = Mutter, 3 = Indexpatientin (5*) A. Temperatur
Gradienten Gel Elektrophorese des Fragment | (376 bp). 3 ul PCR-Produkt wur-
den in einem 80 g/l Polyacrylamidgel (8M Harnstoff) bel 15 V/cm (<30 mA)
aufgetrennt. Der Temperaturgradient reichte von 30°C (Kathode) bis 50°C
(Anode). B. Maell Restriktion des Fragment I. 9 pl PCR-Produkt wurden mit
10 pl 2x Enzympuffer und 1 pl Restriktionsenzym (2 Units) bei 50°C Uber Nacht
inkubiert und anschlief?end in einem 20 g/l Agarosegel (IXTBE Puffer) bel
5,5V/cm aufgetrennt. Restriktionsprodukte der 14287V heterozygoten DNA-
Amplifikate haben die Langen: 374, 324, 50 und 2 Basenpaare. WT-DNA wird
lediglich einmal gespalten (Lange der Spaltprodukte: 374 und 2 Basenpaare).

5.8.6.1 Proliferation der mit LDL heterozygoter Merkmal strager fir Apo B 14287V
stimulierten U-937 Zellen

Die LDL einer 26-jdhrigen Merkmalstragerin und die ihrer Eltern wurden frisch isoliert und in
einem Wachstums-Assay an einer Zéllinie (U-937) humaner Histiozyten untersucht. U-937
Zellen verfuigen Uber keine eigene Cholesterinsynthese und sind daher auf extrazellulére
Supplementation des Cholesterins angewiesen. Die Zellen wurden 24 Stunden vor Beginn des
Experimentes auf serumfreien Medium kultiviert und anschlief3end auf 96-Loch Platten mit
unterschiedlichen Konzentrationen (5-25 pug/ml) LDL-Cholesterins weitere 48 Stunden inku-
biert. Die Proliferation der Zellen wurde an Hand der Einbaurate radioaktiv markierten Thy-
midins (*H-Thymidin) in die Zellen gemessen. Uber die Wachstumsrate der Zellen konnte
darauf geschlossen werden, inwieweit die rezeptorvermittelte Aufnahme von LDL in die Zel-
len beeintrachtigt war.

Aus der Genotypisierung der 14287V Mutation (Abbildung 5.16) ging hervor, dass der
59jahrige Vater der Patientin ebenfalls heterozygoter Merkmalstréger ist. Er zeigte einen auf-
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fallend niedrigen Plasma-Cholesterinwert von 1,42 g/l. Alle anderen gemessenen Lipidpara-

meter lagen ebenfallsim Normalbereich. Er war zum Zeitpunkt der Blutabnahme gesund.

U-937 Zellen, die mit LDL der Patientin inkubiert worden waren (Abbildung 5.17 a.), zeigten
im Vergleich zu den mit gepoolten LDL normolipidamischer Personen inkubierten Zellen ein
18%iges Wachstumsdefizit. Zellen, die mit LDL eines heterozygoten FDBsspoq Patienten
stimuliert worden waren, wiesen eine um 31% verminderte Wachstumsrate auf. Die mit LDL
der Mutter der Patientin (14287V negativ) inkubierten Zellen proliferierten ebenfalls schlech-
ter (Abbildung 5.17 b.). Das Wachstum der mit LDL des normolipidamischen (LDL-
Cholesterin: 0,72 g/l, Triglyzeride: 1,04 g/l, HDL-Cholesterin: 0,49 g/l) Vaters stimulierten U-
937 Zellen war dagegen normal (Abbildung 5.17 b und c.). Daher ist ein funktioneller Zu-
sammenhang der 14287V Mutation mit der in vitro beobachteten gestorten Aufnahme der
LDL der Indexpatientin auszuschlief3en. Die Ergebnisse des an der U-937 Zelllinie durchge-
fuhrten Proliferations-Assays wurden unabhangig davon durch Bindungsversuche an humanen
Fibroblasten Zellkulturen bestétigt (Abbildung 5.18). Bindung, Internalisation und Degradati-
on der mit ***Jod markierten LDL der Indexpatientin und der ihrer Mutter waren im Vergleich
zu denen des Vaters deutlich vermindert. In dieser Bindungsstudie sind die als Kontrolle ein-
gesetzten Pool-LDL normolipidamischer Personen durch eine zu lange Lagerung modifiziert

worden, so dass sie keine exakten Referenzwerte erzeugten.
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Abb. 5.17 *H-Thymidin-Aufnahme der mit LDL der heterozygoten Apo B 14287V Person

(@), deren Eltern (Mutter:0, Vater: 0O), Kontroll-LDL (e) und LDL eines
FDBasooq Heterozygoten (a) inkubierten U-937 Zellen. 2x10* Zellen wurden mit
unterschiedlichen LDL-Konzentrationen (5-25 pg/ml) 48 Stunden in serumfreiem
Medium inkubiert. 8 Stunden vor Beendigung der Inkubationszeit wurden 0,5 pCi
*H-Thymidin zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden anschlieRend vom Medi-
um getrennt und die Menge an zellulér aufgenommenen *H-Thymidin im Szinti-
llator gemessen. Die cpm bezeichnet den aus einem quadruplikatem Ansatz ermit-
telten Durchschnittswert (zStandardabweichung). ¢ RPMI ist die in RPMI Medi-
um ohne Serumzusatz erhaltene Zellproliferationsrate.
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Abb. 5.18 Interaktion der LDL der heterozygoten Merkmalstrégerin (@) fur Apo B 14287V

und der LDL ihrer Eltern (0,0) im Vergleich zu gepoolten LDL normolipidami-
scher Personen (o) und LDL einer FDBssooq heterozygoten Person (A) mit huma-
nen Fibroblasten im in vitro-Test.
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6 Diskussion

Genetische Varianten des Apo E, des Lp(a) und des Apo B spielen neben anderen regulatori-
schen Proteinen eine bedeutsame Rolle in der Genese familiér veranlagter Hypercholesteri-
namien. An Hand allelspezifischer Distributionen vermuteten Gavish et al. (1989) und
Hasstedt et al. (1987), dass 14-20% der Varianz in LDL- und Apo B-Plasmaspiegeln auf das

Apo B Gen zuriickzufhren sind.

De facto war 1994 nur eine einzige strukturelle Variante des Apo-100 - FDB3soog- mit funkti-
onell verminderter Rezeptorbindung bekannt, die damit als Ausloser einer primaren Hyper-
cholesterindmie klinisch relevant ist. FDB3sooq beruht auf einer Punktmutation am Aminosau-
rekodon 3500 (CGG—CAG, Arginin—~Glutamin). Die Vermutung, dass weitere mutagene
Veradnderungen am Apo-100 existieren, die sich phanotypisch wie das FDBgaspog auswirken,
war Grundlage der hier vorliegenden Arbeit. Die Diversitéat der LDL-Rezeptormutationen, von
denen bis heute mehr als 400 (Wilson DJ et al. 1998) beschrieben wurden, musste die An-
nahme verstarken, dass auch das Apo B-100 als einziger Ligand der LDL genetisch instabil
ist. Auf der Grundlage eines noch wenig prazisen Wissens Uber die Lokalisation des rezeptor-
bindenden Bereiches des Apo B-100 hatte sich mit dem Fall der jungen Frau (S.K.) mit bin-
dungsdefekten LDL-Partikeln, aber nicht vorhandener FDBzsooq Mutation, ein klinischer Fall
ertffnet, der fir eine DNA-Sequenzierung des Apo B-100 geeignet erschien. Es wurde ein
dem damals vermuteten Rezeptorbindungsbereich entsprechender Sequenzabschnitt des Exon
26 sequenziert. Die DNA der S.K. zeigte jedoch keine genetische Verdnderung in dem unter-
suchten Bereich, so dass davon ausgegangen werden musste, dass hier eine strukturelle Ver-
anderung des Apo B-100 vorliegt, die sich ausserhalb der vermuteten Rezeptorbindungsregion
befindet und einen indirekten Einfluss auf die Rezeptor-Liganden Interaktion austibt. ES wur-
de daraufhin eine neue Strategie entwickelt, die das gezielte Mutations-Screening bei einer
grof3en Zahl Patienten mit bisher ursachlich nicht geklarten Typ Ila HLP-Erkrankungen zum
Ziel hatte. Fur die Messung der Bindungsaffinitét humaner LDL in einem in vitro Test stand
kein geeignetes Verfahren fur den Umsatz grof3erer Probenmengen zur Verfligung. Folglich

wurde einem genetischen Screening der V orzug gegeben.

In der Molekulargenetik stehen im Wesentlichen vier verschiedene Verfahren zur Detektion
unbekannter Punktmutationen doppelstrangiger DNA zur Verfigung: der SSCP, die DGGE,

die Heteroduplexanalyse und die TGGE. Die drei ersteren wurden fir Mutationsanalysen am
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Apo B-100 in anderen Arbeiten bereits eingesetzt (Ilmonen et al. 1994, Kotze et al. 1994, Nis-
sen et al. 1995).

M utations Detektion mit SSCP und Heter oduplex-TGGE

Es gab bisher wenige erfolgreiche Versuche, den SSCP in kleineren Gelen ohne Verwendung
radioaktiver Markierungssubstanzen zu etablieren (Nollau und Wagener 1997, Ailenberg und
Silverman 1997). Generell wird in der Literatur die Verwendung grofer Sequenziergel-
Elektrophorese-Apparaturen beschrieben. Der Versuch, die R3500Q Mutation des Apo B-100
in DNA Fragmenten <200 Basenpaare (Hphl-Restriktionsprodukt eines 445 Basenpaar Frag-
ments) in kleineren SSCP-Gelen (18x20 cm) nachzuweisen, zeitigte keinen Erfolg. Dagegen
gelang die Identifizierung der R3500Q Mutation in einem >400 bp Fragment in TGGE-Gelen
eindeutig. Im Folgenden konnten in diesem Fragment drel weitere Punktmutationen
(R3500W, R3531C und R3611Q) diskriminiert werden.

Unter optimierten Bedingungen konnen in der TGGE Punktmutationen mit nahezu 100% Er-
kennungswahrscheinlichkeit detektiert werden (Scholz et al. 1993). Beim SSCP liegt die
Wahrscheinlichkeit eines M utationsnachweli ses mit 80-90% deutlich niedriger (Sheffield et al.
1993). Optimale DNA-Fragmente in der TGGE-Analytik variieren zwischen 100 und 500 Ba-
senpaaren; in dem SSCP kdnnen dagegen nur Fragmente <200 Basenpaare (Hayashi und Y -
andell 1993) analysiert werden. Die hier beschriebene Erfahrung in der Anwendung von SSCP
und TGGE sprechen fur diese Hypothese.

Henderson et al. (1997) haben drei Methoden beim FDB Mutations-Screening verglichen.
Wahrend sie mit denaturierender Gradienten Gel Elektrophorese (DGGE) und Heteroduple-
xanalyse 11 heterozygote Mutationstrager fir FDBssoog in einer Gruppe von 432 Personen i-
dentifizieren konnten, waren vier der heterozygoten Merkmalstréger in dem SSCP nicht
nachweisbar. Die Autoren haben dafir keine Erklarung. Beim SSCP kdnnen demnach trotz
evaluiertem Anwendungsprotokol| Inkonsistenzen bel der Probenanal yse auftreten. Henderson
et al. beklagen neben der geringeren Erfolgsrate von 64% gefundenen Mutationen die im Ver-

gleich zu beiden anderen Methoden wesentlich arbeitsaufwendigere Durchfiihrung des SSCP.

DGGE und TGGE erzielen ghnliche, aber nicht unbedingt identische Resultate (Wartell et al.
1998). In der DGGE werden chemisch-denaturierende Gadienten in senkrechten PAA-Gelen
bei konstanter Elektrophorese-Temperatur (60°C) verwendet. Die Herstellung des denaturie-
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renden Gradienten Geles ist indes technisch etwas schwieriger als die eines homogenen
TGGE Geles.

Durch die Kombination einer denaturierenden Elektrophorese im Temperaturgradienten mit
der Heteroduplex-Formation der DNA-Molekile kdnnen Punktmutationen auch bei geringen
thermischen Konformationsveranderungen heterologer Allele (WT-Allel und Allel mit Substi-
tution) nachgewiesen werden. Hierflr konnte eine Reihe von Beispielen in der TGGE ver-
schiedener Apo B-100 Mutationen beobachtet werden. So etwa war der Msplsg;1-Polymor-
phismus am Aminosaurekodon R3611 des Apo B-100 erst durch Heteroduplexanalyse detek-
tierbar: beide Homoduplex-Molekile (3611 R/R, 3611 Q/Q) zeigten keinen optisch erkennba-
ren Wanderungsunterschied im Temperatur Gradienten Gel. Durch die Heteroduplex-
Formation nach vorangegangener De- und Renaturierung der untersuchten Proben-DNA wur-
de bel heterozygotem Genotyp (3611 R/Q) eine zusétzliche Bande im TGGE-Gel sichtbar. Bei
homozygoten Genotypen ist jedoch auch die Heteroduplex-Formation ineffektiv. Daher konn-
te im Fall des Msplsg;1-Polymorphismus die Allelverteilung in dem untersuchten Kollektiv
nicht festgestellt werden. Dieses Problem kann durch Mischen einer Kontroll-PCR (mit WT-
Sequenz) mit dem Amplifikationsprodukt der Proben-DNA umgangen werden. Eine Veran-
lassung hierfur gab es jedoch nicht, da die Dokumentation der Allelhaufigkeiten dieses poly-
morphen Lokus nicht erforderlich erschien: der Msplses1;-Polymorphismus des Apo B-100 ist
ein ausfuhrlich charakterisierter Genort ohne pathobiochemische Relevanz. Bel einem weite-
ren Genpolymorphismus des Apo B-100 (Apo B Q3405E) mit dhnlich indifferenter Migration
der Homoduplex-Banden konnte die Allelverteilung auf Grund der geringen Heterozygoten-
Frequenz (1,3%) bel den untersuchten Personen bestimmt werden, da angenommen wurde,
dass die Mutation kaum homozygot vorkommt. Insgesamt erzielte die Heterodupex-TGGE
prézise und reproduzierbare Ergebnisse, die zu einer verlésslichen Analytik der Punktmutatio-

nen beitrug.

Mutationen des Apo B-100

Etwa zum Zeitpunkt der ersten Etablierungsversuche des M utationsnachweises am Apo B-100
Gen mit Hilfe der TGGE wurde die Rezeptorbindungsdomane des Apo B-100 neu und genau-
er definiert (Chatterton et al. 1995, Boren et al. 1998).

Daes sich beim Apo B-100 um ein sphérisch in den LDL-Partikel integriertes Protein handelt,

das isoliert nicht analysiert werden kann, wurden insbesondere Uber die Herstellung rekombi-
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nanter LDL Erkenntnisse zu strukturellen Bindungseigenschaften des Apo B-100 an seinen
Rezeptor gewonnen. Daneben gelang es Chatterton et al. durch den Einsatz einer Vielzahl
monoklonaler Antikorper Konformationseigenschaften des LDL-assoziierten Apo B-100 im
Elektronenmikroskop darzustellen (Chatterton et al. 1995).

Die Herstellung rekombinanter Apo B-LDL bereitete zundchst grofere Schwierigkeiten. Zum
einen waren Apo B-Minigentranskripte in Zellkulturen nicht exprimierbar, zum anderen ge-
lang deren Expression in transgenen Mausen nur in sehr geringen Mengen (Chiesa et al.
1993). Erst mit Hilfe des P1 Bakteriophagen (p158) Klons, der das gesamte Apo B Gen (43
Kilobasen) einschliefdlich 19 Kilobasen der 5flankierenden und 17,5 Kilobasen der
3’ flankierenden Region umspannte, gelang die Expression humaner LDL in Mausen (Linton
et al. 1993, Callow et al. 1994). Transgene Tiere mit > 10 Kopien des Phagengenoms zeigten
humane Apo B Konzentrationen im Plasma (60-80 mg/dl), die denen normolipidamischer
Menschen entsprach (Linton et al. 1993). Uber gezielte Mutagenese des p158 Klons wurde
die Expression verschiedener Apo B Gentranskripte in den transgenen Tieren erzielt. Zunéachst
jedoch konnten nur grof3ere Deletionen Uber Transposons in die p158 DNA eingebracht wer-
den und damit verschiedene Spezies verkirzter Apo B Proteine generiert werden (McCormick
et al. 1994, Young et al. 1994). Wenig spater waren geeignete Methoden gefunden, mit denen
auch Punktmutationen in den p158 Klon eingefihrt werden konnten (McCormick et al. 1995,
Boren et al. 1996). Dadurch gelang es zum Beispiel die Bereiche des Apo B zu identifizieren,
die mit apo (a) interagieren. Apo B bindet Uber eine Disulfidbriicke am Cysteinrest 4326 an
das apo (a) (Calow et al. 1994, McCormick et al. 1995 und 1996). Daneben sind weitere A-
minosauren am carboxyterminalen (C-terminalen) Teil (4331-4397) des Apo B-100 kritisch
fur die Wechselwirkung mit apo (a) und die Formation des Lp(a) Partikels (McCormick et al.
1997). Interessante Ergebnisse aber lieferte das Maus-Modell auch fir die Neudefinition der
Rezeptorbindungsdoméne des Apo B-100: Parhofer et al. (1992), Chatterton et al. (1995) und
schliefdlich Boren et al. (1998) entwickelten kontinuierlich ein préziseres Bild der dreidimen-
sionalen Struktur des LDL-assoziierten Apo B-100 Molekils und dessen Interaktion mit dem
LDL-Rezeptor. Mit Hilfe eines von Boren et al. ibernommenen Strukturmodells wird dieses
Konzept in Abbildung 6.1 veranschaulicht. Vieles spricht heute dafur, dass die primére Re-
zeptorbindungsdomane des Apo B-100 im Proteinbereich der basischen (Arginin- und Lysin-
reichen) Aminosaurereste 3359-3369 liegt (Law und Scott 1990, Boren et al. 1998). Das ur-
spriingliche Modell einer bimodalen Bindungsregion mit einem Bereich 3147-3157 (A) und
3359-3367 (B) (Knott et al. 1986) wurde daher teilweise revidiert.



Diskussion 82

Apo-B100 Apo-B100 (FDB)  Apo-B80 (FDB)
Feinding o ++

Abb.6.1 Modell der Apo B-100 Quartiarstruktur nach Boren et al. (1998)

89% des Apo B-100 schlieffen sich ringférmig um den LDL-Partikel. Etwa am
Aminosaurerest 4050 ist der Ringschluss nahezu moglich und die verbleibenden
11% des Proteins beginnen sich in einer Schlaufe zu legen, die den Ring im Be-
reich der Aminosaure 3500-Arginin (77%) kreuzt. Die dabei mit dem Argininrest
3500 in Kontakt tretende Aminosaure liegt in den C-terminalen 8% der Amino-
sauresequenz (Aminosaurerest 4174-4536) des Proteins. Der Uberkreuzungsbe-
reich verlauft etwas C-terminal verschoben zur Rezeptorbindungsdoméne 3359-
3369 (B) des Apo B-100. LDL mit verkirzten Apo B-100 (Apo B-80), die an Po-
sition 3500 die FDB-Mutation haben, binden mit erhthter Kapazitét an den Re-
zeptor (Boren et al., 1998). Das C-terminale Ende des Apo B-100 wirkt somit als
Modulator der LDL-Rezeptorbindung. Durch die FDB-Mutationen am Amino-
saurerest 3500 werden die C-terminalen 8% des Molekils tber das Arginin- und
Lysin-reiche Cluster (B) des Rezeptorbindungsbereiches verschoben und verhin-
dern dessen Interaktion mit dem LDL-Rezeptor.

Boren et al. konnten zudem beweisen, dass nicht der Verlust einer basischen Aminosiure an
Position 3500 (im Falle der beiden FDB3500 Mutationen) die Rezeptorbindung beeintréachtigt,
sondern die spezifische Wechselwirkung des Argininrests mit einer Aminosaure der letzen 8%
des C-terminalen Bereiches die strukturelle Integritét des Bindungsepitopes des Apo B-100
bedingt. In ihrem transgenen Tiermodell tauschten sie Argin durch Lysin am Aminosaurerest
3500 aus und stellten fest, dass rekombinante Apo B-3500, s, LDL ebenfalls bindungsdefekt

waren.

Im Kontext dieser neuen Entwicklungen zur strukturellen Aufklarung der LDL-Rezeptorbin-
dung des Apo B-100 wurde die Suche nach genetischen Varianten mit Hilfe der TGGE
schrittweise ausgedehnt. Zunachst wurden Nukleotidveranderungen im Bereich der Amino-
sduren 3131-3837 (Exon 26) untersucht, die die Lysin und Arginin-reichen Cluster A (3147-
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3157) und B (3359-3369) der Rezeptorbindungsdomane nach dem Modell von Knott et al.
(1986) umfassten, sowie weitlaufig das R3500. Spéter wurden angrenzende Aminosauren
(4269-4387) der apo (a) Bindungsstelle Cystein-4326 (Exon 29) des Apo B-100 in das Scree-
ning eingeschlossen. Schliefdlich wurde ein weiteres Mal im Bereich des C-terminalen Endes
(4347-4498) des Apo B-100 (Exon 29) nach Punktmutationen gesucht. Diese Region musste
die mit dem Aminosaurerest R3500 in Wechselwirkung tretende Uberschnei dungssequenz des
C-terminalen Apo B-100 enthalten. Im Juni 1998 erklarte hierzu Dr. Innerarity auf einem
Treffen flhrender Lipidologen in Florenz (Innerarity 1998), dass seine Arbeitsgruppe die par-
tizipierende Aminosdure des Schleifenkreuzes am C-terminalen Ende des Apo B-100 an Ko-
don 4369 (Tryptophan) identifiziert hat. Analog zur R3500Q M utation wirde eine Aminosau-
reveranderung des Tryptophanrests 4369 ebenfalls die modulierende Funktion der Schlaufe
andern und moglicherweise zum Bindungsverlust der LDL an die Rezeptoren fihren. In der
TGGE konnten die durch Oligonukleotid-gesteuerte Mutagenese erzeugten Basenaustausch-
mutationen an Kodon 4369 von der Wildtyp-Sequenz unterschieden werden. Es wurden 297
Personen mit Typ lla HLP auf spezifische Substitutionen in diesem Basenbereich hin unter-
sucht. Die Suche nach nattrlich vorkommenden Nukleotidveranderungen an diesem Triplett
blieb jedoch ergebnislos. Bisher wurden drel weitere Arbeiten publiziert, in denen ein geneti-
sches Screening am 3'Ende des Apo B Genes im Exon 29 durchgefuhrt worden war (Navajas
et al. 1990, Dunning et al. 1992, IImonen et al. 1997). Eine Veranderung des Aminosaurerests
4369 wurde in keiner dieser Arbeiten beobachtet. Dafir wurden eine Reihe anderer Substitu-

tionen beschrieben, die jedoch nicht mit Lipidphanotypen korrelierten.

In dem untersuchten DNA Bereich des Exon 26 (AS 3131-3837) lief3en sich funf Punktmuta-
tionen nachweisen. Zwei der bekannten FDB-Mutationen, FDBssooo und FDBsseow, gehorten
dazu. Daneben fand sich eine stille Mutation (L3350L), ein Polymorphismus (Msplss;1) und
eine weitere, zuvor beschriebene Substitution (Q3405E). Die detaillierte funktionelle Unter-
suchung dieser strukturellen Apo B Variante mit einem Glutamin zu Glutamat Austausch am
Aminosaurerest 3405 an Hand von Bindungsstudien ergab eine signifikante Beeintrachtigung
der Internalisation, bzw. Degradation der LDL-Partikel. Auf Grund des sauren Aminosaure-
rests Glutamat an Position 3405 kann es zu einer polaren Verschiebung in diesem Proteinbe-
reich kommen, die moglicherweise zu intramembranen Mol ekilumlagerungen des Apo B-100
wahrend des Internalisierungsprozesses fuhrt. Dadurch konnte eine verzégerte Aufnahme der
LDL in die Z€ellen erklart werden. Folglich waren Apo B-100 Proteindoménen, die bei der

Bindung in Wechselwirkung mit dem LDL-Rezeptor treten und jene, die wahrend der Rezep-
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tor-Liganden-Komplex Bildung beim Internalisierungsprozess in die Zelle und der nachfol-
genden Freisetzung der komplexierten LDL eine Rolle spielen, nicht komplett identisch. Lei-
der lief3 sich eine Untersuchung an weiteren Personen mit der Q3405E Mutation nicht durch-
fuhren, da lediglich vier der 297 partizipierenden Personen heterozygote Tréger dieser Substi-
tution waren. Mit drei der betroffenen Personen konnte kein Kontakt zwecks einer zweiten
Blutabnahme hergestellt werden. Einen gesicherten Hinwels auf die vermutete Assoziation
des Glutamin zu Glutamat Austausches mit Internalisations- bzw Degradations-Defiziten der
LDL hatte sicherlich eine Uberprifung bei allen Mutationstragern erbracht. Die oben be-
schriebene Hypothese ist daher nur mit VVorbehalt aufgestellt.

Im untersuchten DNA Bereich des Exon 29 wurden vier Punktmutationen identifiziert. Auch
hier fand sich ein gangiger Polymorphismus (N4311S), der as Apo B Antigen-Epitop
(Agxly) assoziierter DNA-Polymorphismus in der Literatur bekannt war (Dunning et al.
1992). Auch zeigte sich der seltenere Fall einer Einzelmutation (T4457M) bei einem mannli-
chen Patienten, der jedoch fir eine weitere Analyse nicht zur Verfiigung stand. Im dritten Fall
konnte die Segregation eines Arginin zu Threonin Austausches (A4454T) in der Familie der
Patientin S.K., deren DNA zu Anfang sequenziert worden war, analysiert werden. Diese wies
jedoch nicht auf eine Assoziation mit erhdhtem LDL-Cholesterin hin. Schlieffdlich wurde eine
bisher nicht beschriebene Mutation am Aminosaurerest 4287, die den Austausch eines soleu-
cins mit einem Valinrest verursacht, gefunden. Die 14287V Mutation war mit einer Heterozy-
gotenfrequenz von 2% bei sechs der untersuchten Typ Ila HLP-Patienten vorhanden. LDL ei-
ner 26jahrigen heterozygoten Mutationstrégerin und die ihrer Eltern wurden in einem direkten
in vitro Bindungsassay an humanen Fibroblasten und einem indirekten in vitro Wachstumsas-
say mit der U-937-Zédlllinie auf ihre Rezeptorbindungseigenschaften hin untersucht. Beide As-
says erzielten Ubereinstimmende Ergebnisse. Es konnte festgestellt werden, dass die 14287V
Mutation, die bei Vater und Tochter vorhanden war, nicht mit einem Bindungsdefekt der LDL
assoziiert ist. Gleichwohl gab es Anhaltspunkte fur eine erblich bedingte Verminderung der
Rezeptorbindung der LDL in dieser Familie, die jedoch miitterlicherseits segregierte. Hier trat
im Verlauf der Arbeit zum zweiten Ma eine Familie mit offensichtlich erblichem Bindungs-
defekt der LDL zu Tage, dessen Ursache nicht in einer Veranderung der Primarstruktur des
rezeptorbindenden Bereiches des Apo B-100 lag. Sowohl die LDL der Patientin S.K., asauch
die der jungen Frau mit der 14287V Mutation zeigten Bindungsdefizite, deren moglicher kau-
saler Zusammenhang mit Konformationsveranderungen des Apo B jedoch nicht geklart wer-

den konnte.
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Nach den hier vorliegenden Ergebnissen muss davon ausgegangen werden, dass genetische
Ursachen einer priméaren Hypercholesterindmie des Typs lla nach Fredrickson nur sehr selten
im Bereich der Rezeptorbindungsdoméne des Apo B-100 liegen. Neben den bisher beschrie-
benen phanomenologisch relevanten Apo B-100 Mutationen, FDB3ssgoq und FDBsspow, konn-
ten keine Mutationen im rezeptorbindenden Bereich festgestellt werden, die klinisch als
Stoffwechselanomalie bedeutsam wéren. Die genetische Stabilitét des Apo B-100 weist auf
einen sensiblen Faktor dieses Liganden im Lipidstoffwechsel des Menschen hin. Méglicher-
weise sind mutagene Veranderungen der Apo B DNA in der frihen Reifungsphase menschli-
cher Embryonen von hoher Auswirkung. Nicht anders l&sst sich das offensichtlich hochkon-
servierte Arrangement der mit dem LDL-Rezeptor interagierenden Aminosaurereste des Apo
B-100 erkléren.

Nach wie vor ist die FDBgsooq Mutation haufigste Ursache bindungsdefekter LDL. Vor alem
im Mitteleuropai schen Raum, insbesondere in der Region um Frankfurt, gibt es eine sehr star-
ke Vebreitung. Mekmalstypisch sind die deutlich  erhdhten  Plasma
Cholesterinkonzentrationen, die, nach individueller Risikoabwéagung, meist eine medikamen-
tose LDL-Cholesterinsenkung ab dem mittleren Lebensater bei den Betroffenen erfordern
(Amsterdam und Deedwania 1998).

Erstmaliger Nachweis des FDB3soow in Deutschland

Die Routineanalyse des FDB3spoo War seit 1992 in der diagnostischen Beurteilung von Fett-
stoffwechselstérungen der Frankfurter Uniklinik etabliert. Nach Bekanntwerden von zwel
weiteren FDB-Mutationen im Jahr 1995 am Aminosaurekodon R3500 (FDBgzspow) und R3531
(FDBgsszic) wurden die bis dahin auf FDB3spoq hin untersuchten Patientenproben, die diesen
Defekt nicht aufwiesen, ein weiteres Mal in der TGGE analysiert. Dabel wurden zwei hetero-
zygote Merkmalstrager fir FDB3asoow identifiziert. Dies entspricht einer Haufigkeit von 0,7%
innerhalb der Gruppe der Typ Ila HLP-Patienten aller Altersgruppen (n=297). In der Alters-
gruppe der 40-60jahrigen (n=135) ist die Mutationsfrequenz ebenfalls 0,7%. Bei eéinem Min-
destanteil von 25% Typ Ila HLP-Patienten in der Gesamtbevolkerung innerhalb dieser Alters-
gruppe deutet dies auf eine Erwartungswahrscheinlichkeit von 1:600 FDB3zsoow heterozygoter

Mutationen im Frankfurter Raum hin.

In der Erstbeschreibung der R3500W Mutation (Gaffney et al. 1995) wurde in dem damals
durchgefuihrten U-937 Wachstumsassay kein Unterschied in der Rezeptorbindung der LDL
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heterozygoter FDB3sooq Und FDBasoow Patienten festgestellt. Die LDL der beiden Frankfurter
FDB3s00w Patienten zeigten jedoch in dem klassischen, direkten Bindungsassay eine deutlich
bessere Rezeptorbindung (58% verbleibende Bindungsaktivitét) as die einer FDBgsoog hete-
rozygoten Person (44%). Der hier beobachtete Unterschied ist wahrscheinlich auf methodi-
sche Differenzen beider Assays zurtickzufihren. Das U-937 Wachstumsassay ermdglicht le-
diglich eine indirekte Messung der Rezeptorbindungsaffinitét auf der Basis einer Cholesterin-
synthese-defizienten Zelllinie. Die Zellvermehrungsrate der Zellen verhdlt sich proportional
zur angebotenen Menge an LDL. Dagegen ist die an humanen Fibroblasten gemessene **Jod-
markierte LDL-Aufnahme eine direkte Methode zur Messung der Bindungsaffinitét. Bei kom-
petitiven Bindungsexperimenten mit ***Jod-markierten Kontroll-LDL wird zudem die Wirk-

samkeit nicht markierter (d.h. unmanipulierter) Proben-LDL als Kompetitor gemessen.

Die Auswirkung des Arginin- zu Tryptophan-Austausches am Aminosaurerest 3500 des Apo
B-100 hat offensichtlich einen geringeren Effekt auf funktionelle Bindungsel genschaften der
LDL as der Arginin- zu Glutamin-Austausch. Diese Beobachtung lésst sich sehr gut in das
Modell von Boren et al. (1998), bzw. Innerarity und Boren (1998) einfligen, da eine Interakti-
on des R3500 mit dem Tryptophanrest 4369 des C-terminalen Proteinbereiches durch den
Austausch mit Glutamin stérker beeintréchtigt wird als durch den Austausch eines Tryp-
tophanrests. Beide Tryptophanreste lassen auf Grund ihrer Molekulstruktur die gegenseitige

Bindung ihrer aromatischen Seitenketten zu.

FDB3soow konnte auf molekulargenetischer Ebene mit zwel unterschiedlichen Haplotypen
assoziiert werden (Ins, Xbal+, Mspl+, EcoRI+, 3'VNTR-37 und Del, Xbal+, Mspl+, EcoRI+,
3'VNTR-37). Beide Haplotypen variieren lediglich im Signal peptid-Polymorphismus. Das
Del-Allel (= 9 Basenpaar Deletion am Signal peptid des Apo B-100) ist mit einer Popul ations-
frequenz von 0,33 in Mitteleuropa die seltenere Variante dieses polymorphen Lokus. Die
R3500W Mutation der Familie des M.B., bei der das Del-Allel as genetischer Marker festge-
stellt wurde, mag daher phylogenetisch neueren Ursprungs sein.

In der kaukasischen Bevdlkerung wurde diese Mutation bisher extrem selten nachgewiesen.
Abgesehen von den beiden hier beschriebenen Féllen wurde sie lediglich bei einer Person
schottischer Abstammung bekannt (Gaffney et al. 1995). Beide Haplotypen der R3500W Mu-
tation in Deutschland unterscheiden sich von dem beschriebenen Haplotyp der R3500W Mu-
tation in Schottland, so dass sich hier im Vergleich zu der R3500Q Mutation keine gemein-

same Abstammung rekonstruieren |&sst.
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FDBgssoow it jedoch wesentlich haufiger bei Asiaten. Erstmalig wurde eine Person mit hetero-
zygotem FDBgsspow asiatischer Herkunft in Schottland identifiziert (Gaffney et al. 1995), an-
schlief3end entdeckten Choong et al. (1997) beim Mutations-Screening in eéinem malaysischen
und einem chinesischen Patientenkollektiv mit Typ lla, bzw. Typ IIb HLP vier heterozygote
R3500W Merkmalstrager (4,2%, bzw. 0,8%). Tai et al. (1998) fanden bei 373 hyperlipidami-
schen Patienten 9 Merkmal strager (2,4%). Die Haplotypenanalyse der ,, asiatischen* R3500W
Mutation deutete daraufhin, dass hier moglicherweise ein Founder-Effekt vorliegt. Bei alen
bisher beschriebenen Fallen fand sich ein identisches Haplotypenmuster, das nominiert ist mit
Ins, Xbal-, Mspl+, EcoRI+, VNTR-35. Dieses variiert an zwei polymorphen Genorten (Xbal
und 3"VNTR-Polymorphismus) von denen in den zwei deutschen Familien nachgewiesenen
Haplotypen und kann daher als stammesgeschichtlich nicht mit diesen verwandt betrachtet
werden. Die Tatsache, das die R3500W-M utation erneut in der européischen weif3en Bevolke-

rung nachgewiesen werden konnte, war daher eine Uberraschende Entdeckung.

Geographische Verbreitung der FDB M utationen

Zu Beginn der 90er Jahre konnte man davon ausgehen, dass die Verbreitung des Familidr De-
fekten Apo B-100 (FDBssooq) Wahrscheinlich in der Groenordnung zwischen 1:700 (Schus-
ter et al. 1990) und 1:500 (Innerarity et al. 1990) in Mitteleuropa und Nordamerika rangiert.
FDB3soog it die bis dato haufigste monogene Stoffwechselkrankheit bei Europaern und deren
amerikanischen Deszendenten. Zwei weitere Mutationen (FDBgspow Und FDB3s3ir), die bin-
dungsdefekte LDL zur Folge haben, wurden 1995 erstmalig beschrieben. FDBgsspog blieb je-
doch weiterhin prédominante Ursache des Familiér Defekten Apo B-100.

In den vergangenen 10 Jahren wurde diese Mutation in verschiedenen Teilen der Welt studiert
(Tabelle 6.1, Anhang 1). Als Konsegquenz zahlreicher demographischer Untersuchungen kon-
nen nunmehr genauere Aussagen uUber die Verbreitung des FDBssoog innerhalb unterschiedli-

cher ethnischer Gruppen der Weltbevolkerung gemacht werden.

In den USA (Ludwig et al. 1997), Kanada (Innerarity et al. 1990), Sudafrika (Rubinsztein et
al. 1995) und in Australien (Hosking et al. 1991, Mamotte und van Bockxmeer 1993) fanden
sich FDB3s00q Heterozygote lediglich in Familien européischer Abstammung, nicht aber in-
nerhalb der jeweiligen Urbevdlkerung. Israel (Friedlander et al. 1993), Japan (Nohara et al.
1995) und China (Myant et al. 1997, Choong et al. 1997, Ta et al. 1998) sind Lander, in de-

nen keine Merkmalstrager gefunden werden konnten. Schwartz et al. (1991) fanden in einer
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Gruppe von 120 Herzinfarkt Patienten und 130 Kontrollen aus der Stadt St. Petersburg eben-
falskein FDB3500Q.

Die geographische Distribution des FDB3soog in Europa zeigt deutliche regionale Unterschie-
de (Abbildung 6.2). Vor alem in Mitteleuropa (Belgien, Deutschland und der Schweiz) ist die
Mutation bel Typ Ila HLP-Patienten sehr haufig. Die hier erfassten Patienten hatten einen pro-
zentualen Anteill FDB Heterozygoter von 4,9% (Schweiz) bis 8,1% (Belgien) (Miserez et al.
1994, Kotze et al. 1994). Dazwischen liegt die in Frankfurt festgestellte Heterozygotenfre-
quenz von 7,1%. In Minchen waren dagegen nur 11 von 415 Typ Ila HLP-Patienten (2,7%)
positiv fir FDB3ssooq (Rauh et al. 1992). Das in Belgien untersuchte Kollektiv war mit 62 Per-
sonen wesentlich kleiner als die in Frankfurt untersuchte Gruppe. Zudem wurden belgische
Typ lla HLP-Patienten nach einem LDL-C >1,8 g/l selektiert (in Frankfurt: >1,55 g/l). Da-

durch konnte die hohere Frequenz FDB3so0q-Heterozygoter in Belgien erklart werden.

In England, Skandinavien und Stideuropa (Italien) ist FDBsspoq Wesentlich seltener alsin Bel-
gien, Deutschland und in der Schweiz. Offensichtlich stellen die Pyrengen und das Alpenge-
biet Expansionsgrenzen fur den Defekt dar. In Finnland (Hamalainen et al. 1990), Island
(Gudnason et al. 1990) und in Spanien (Myant et al. 1997) konnte FDB3sp0g hicht nachgewie-
sen werden. Das auch die Turkei ein Gebiet ohne Mutationsvorkommen darstellt (Mahley et
al. 1995), ist anthropogenetisch fur den Mutationsursprung von Bedeutung.

Aus der in Tabelle 6.1 in Anhang 1 erstellten Auflistung demographischer Untersuchungen
des FDB-Defektes geht hervor, dass sich Pravalenzen zumeist nicht auf die Normalbevdlke-
rung beziehen. Insofern sie aus ahnlichem Probenmaterial eruiert wurden - in den meisten Fal-
len beziehen sie sich auf Patienten mit Hyperchol esterindmie, Typ [la HLP oder klinisch defi-
nierter FH - wurden sie in Abbildung 6.2 als Anhaltspunkt fur Préavalenzen innerhalb der eu-

ropéi schen Bevolkerung aufgenommen.



89 Diskussion

Abb. 6.2 Geographische Verbreitung des FDBssoog in Europa. In den dunkel markierten
Landern wurde FDBgsspog Nachgewiesen. Die Intensitat der Farbung richtet sich
nach der Hohe der vorgefundenen Prévalenzen. Prozentuale Angaben beziehen
sich auf das Vorkommen der Mutation in Typ Ila HLP-, bzw. klinisch diagnosti-
zierten FH-Patienten. Lander, in denen die R3500Q Mutation nicht gefunden wer-
den konnte sind schraffiert und mit Namen gekennzeichnet. Ungefiillte Lander:
hier sind keine Angaben zur Mutationshaufigkeit vorhanden.

Das Ergebnis dieser Arbeit ist insofern interessant, als dass es eine in Deutschland bislang un-
erwartet hohe Heterozygotenfrequenz der R3500Q Mutation nachwies. Innerhalb der 297 Typ
[la HLP-Patienten aus dem Rhein-Main Gebiet wurden 21 heterozygote Trager der FDBssooo
Mutation identifiziert. Dies entspricht einer Heterozygotenfrequenz von 7,1%. In der Alters-
gruppe der 40 bis 65jahrigen Personen waren 5,5% heterozygot fir FDBasono. Ubertragt man
dies auf einen Anteil von ca. 25% Typ Ila HLP-Patienten in dieser Altersgruppe in der Ge-
samtbevolkerung, so ist die Pravalenz des FDBssoog in der Rhein-Main Region mit etwa 1,4%
(2:72) um mehr als das Doppelte hoher alsin der Schweizer Bevolkerung (1:209).



Diskussion 90

Da sich die Haufigkeit der Félle auf Mitteleuropa konzentriert, kann man von einem ,,Foun-
der” -Effekt der Mutation irgendwo im Mittel européi schen Raum ausgehen. Die Theorie einer
gemeinsamen Abstammung des FDB3spoq ist formal dadurch gesichert, dass diese bisher bei-
nahe ausnahmslos mit einer bestimmten Allelform des Apo B-100 assoziiert vorgefunden
wurde. Der nach Ludwig und McCarthy (1990) bezeichnete seltene Haplotyp 194 der
FDBssoog Mutation setzt sich aus bis zu acht variablen Genorten des Apo B-100 zusammen.
Fur die hier erstellte Haplotypisierung der FDB - und anderer Apo B-100 - Mutationen wur-
den flnf dieser polymorphen Stellen ausgewahlt und bestimmt. Bei alle 40 FDB3spoq Patien-
ten stimmten diese mit dem Haplotyp 194 Uberein. Innerhalb der weltweit bisher erfassten
mehr als 200 Merkmal stréger dieser Mutation wurden lediglich drei Ausnahmen der Haploty-
penhomologie des Apo B-100 beschrieben. Die bel einem Nordamerikaner asiatischer Her-
kunft, dem einzigen Nicht-Kaukasier mit FDB3sgoq, Und zwei weiteren Personen europaischer
Abstammung beschriebenen Abweichungen vom Haplotyp 194 des FDB (Bersot et al. 1993,
Rauh et al. 1993, Rabes et al. 1997) konnten durch Rekombinationsereignisse aus diesem

hervorgegangen sein.

Auf Grund der ethnischen Distribution der Mutation ist die Datierung der Founder-Mutation
moglicherweise zu prazisieren: In Asien und Afrika (negride Bevolkerung) ist FDBssoog Un-
bekannt. Demnach ist der Zeitpunkt der Founder-Mutation nach der ethnischen bzw. geogra-
phischen Differenzierung des Homo sapiens sapiens anzunehmen. Vorlaufer des rezenten
Menschen erreichten vor ca 40.000 Jahren auf ihrer ,, Route” vom afrikanischen Kontinent U-
ber den arabischen Raum Europa (,,Out of Africa® Theorie) und verdréngten hier den Homo
neanderthalensis vor 35.000 Jahren. Zeugnisse des anatomisch modernen Menschen konnten
auf allen Kontinenten der Erde datiert auf ein Alter von 32.000 bis 30.000 Jahren gefunden
werden. Zu einer Rassendifferenzierung kam es erst 10.000 bis 12.000 Jahre spéter as Kon-
sequenz aus der Anpassung an unterschiedliche Lebensraume. Gleichwohl Asiaten, Kauka-
sier, Afrikaner (Negride), Khoisanide und die Ureinwohner Amerikas (Indianide) und Austra-
liens (Australoide) sich erst vor 20-18tausend Jahren in ihrer Physiognomie zu unterscheiden
begannen, haben sie zuvor etwa tber den gleichen Zeitraum hinweg geographisch voneinan-
der separiert existiert. Daher kdnnte die FDB3ssgog Mutation schon vor 30.000-40.000 Jahren
bei einem Verteter des Homo sapiens sapiens in Mitteleuropa aufgetreten sein. Demnach
musste sie jedoch innerhalb aller européischen Bevdlkerungsgruppen nachzuweisen sein. Da
jedoch in einigen europaischen Staaten keine Merkmalstréager gefunden werden konnten (Ab-

bildung 6.2), ist sie mit hoher Wahrscheinlichkeit jingeren Datums.
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Abb 6.3 Die Ausbreitung des Neolithikums vom Vorderen Orient bis Nordeuropa. Zeitan-
gaben nach C'*-Jahren. (Abbildung aus: P.Breunig ,, 14C-Chronologie des vorder-
asiatischen, slidost- und mitteleuropéischen Neolithikums* 1987 Fundamenta A,
13; 86). Ob sich die Agrikultur duch V 6lkerbewegungen, oder lediglich durch die
uber Siedlungsgrenzen hin stattfindende Weitergabe von Kulturgttern in Europa
ausbreitete, ist unter Historikern/Ethnologen heute noch umstritten.

Archéologische Zeugnisse weisen auf eine grof3e und sich langsam Uber einen Zeitraum von
ca 4000 Jahren fortsetzende Ausbreitung des neolithischen Bauerntums (10.000-6000 a.D.)
aus dem mittleren Orient nach Europa hin (Abbildung 6.3). Aufgrund des damals einsetzen-
den massiven Bevdlkerungswachstums ist eine Auswanderung einzelner Gruppen aus Sldost-
europa nach Norden hin anzunehmen (Cavalli-Sforza et al. 1994). Wére die FDB-Mutation
vor 6000 Jahren schon in dieser Population prasent gewesen, missten sich wenigstens Spuren
davon in der heutigen tirkischen Bevoélkerung, insbesondere den Einwohnern Anatoliens, fin-
den lassen, da der asiatische Teil der Turkei auf der Wanderungsroute dieser Volker lag. In
der Turkei gibt es den FDBsspoo Defekt jedoch nicht (Mahley et al. 1995). Daher kann
angenommen werden, dass diese Mutation 1. europdischen Ursprungs ist und 2. sie
wahrscheinlich nicht dlter als 6000 Jahre ist. In Finnland, dessen Bevolkerung eine genetisch

et al. 1990). Finnen haben ihren genetischen Ursprung zum einen in einer aus Zentalasien
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Finnen haben ihren genetischen Ursprung zum einen in einer aus Zentalasien (Mongolei) vor
ca. 4000 nach Westen emigrierten Volksgruppe und einer ca. 2000 Jahre spéter folgenden
zweiten Einwanderungsgruppe aus Skandinavien, wahrscheinlich aus Stidschweden (Kittles et
al. 1998). Vor etwa 300 Jahren lebten in Finnland vermutlich lediglich 250.000 Menschen.
Diese Population war zuvor Gber 2000 Jahre isoliert und hat daher bis heute einen relativ ho-
mogenen Genpool. Folglich war in dem vor ca. 2000 Jahren eingewanderten Skandinavischen

Gruppe die FDB3zsp0g Mutation noch nicht vorhanden.

Auf der kleinen Insel Island , die vor etwa 1000 Jahren von einer norwegischen Population
(10.000-20.000 Menschen) besiedelt wurde (Cavalli-Sforza et al. 1994, Kapitel 5), ist
FDBgssooo ebenfalls nicht vorhanden (Gudnason et al. 1990). In Norwegen selbst wurde die
Mutation jedoch nachgewiesen (Leren et al. 1995). Daher muss angenommen werden, dass
zum Zeitpunkt der Emigration der Norweger im 9. Jahrhundert n.Chr. FDB3sp0o Norwegen
noch nicht erreicht hatte. Nach Nordamerika, Australien und Sudafrika mag der Defekt im
Verlauf der letzten 200 bis 300 Jahre durch Imigranten aus Europa “importiert” worden sein.
Leider fehlen bisher noch Erkenntnisse Uber die Prasenz dieser Mutation in Osteuropa, Nord-
und Zentralafrika und Stidamerika, sowie dem Mittleren Osten und weiten Teilen Asiens.
Myant et al. (1997) hat den genetischen Drift der FDBssgoq Mutation und deren Founder Zeit-
punkt an Hand der Rekombinationsrate zwischen dem Apo B 3500 Lokus und drei < 240 kb
entfernten Mikrosatelliten im Chromosom 2 des Menschen berechnet. Tatséchlich kommt er
dabel auf eine Datierung des Mutationsursprungs, die 267 Generationen (bel einem durch-
schnittlichen Generationszyklus von 25 Jahren entspricht dies 6675 Jahren) zurlickliegen
muss. Folgerichtig gleichen sich geographisch/historische und genetische Riickdatierung der
Ursprungsmutation nahezu an. Eine Korrektur der Hypothese ist jedoch nicht auszuschlief3en:
Rekombinations- und Linkage-Analysen sind immer Wahrscheinlichkeitsberechnungen und
vielleicht wird die Theorie des gemeinsamen Ursprungs vor 6000-7000 Jahren in Mitteleurpa
eines Tages durch das Auffinden der FDBssgoo Mutation in anderen Landern der Welt revi-
diert.
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Tab.6.1 Pravaenz der R3500Q Mutation

FDB3500Q vorhanden
Land Mutationstradger : Charakteristika Prévalenz (%) Referenz
Anzahl unter- des untersuchten des FDB3so00
suchter Personen  Kollektivs
USA 3:2859 Normaldurchschnitt 0,1 Bersot et al. 1993
12 : 1368 HLP 0,9 Pullinger €t al. 1995
5: 309 Hypercholesterindmie 1,6 Ludwig et al. 1997
4:411 KHK 1,0 Ludwig et al. 1997
Kanada 1:343 Hypercholesterindmie 0,3 Innerarity €t al. 1990
Europa
England 6:173 FH 35 Tybjaerg-Hansen et al. 1990
3:91 TypllaHLP 33 Tybjaerg-Hansen et al. 1990
17 : 562 FH 3,0 Talmud et al. 1996
Schottland/Glasgow 5. 907 Hyperchol esterinamie 0,6 Gaffney et al. 1995
Schottland/Wales 9: 412 Hypercholesterindmie 2,2 Wenham €t al. 1997
Niederlande 18:840 FH 2,1 Defesche et al. 1993
Belgien 5:62 Typ llaHLP 8,1 Kotze et al. 1994
Deutschland
Miinchen 11: 415 Typ llaHLP 27 Rauh et al. 1992
Tibingen 4:43 Typ llaund Typllb HLP 9,3 Koch et al. 1996
Frankfurt 21: 297 Typ llaHLP 71 Fisher et al. 1999
Italien 1:1 Corsini €t al. 1989
Danemark 1:80 KHK 1,3 Tybjaerg-Hansen et al. 1990
7:9255 Normaldurchschnitt 0,08 Tybjaerg-Hansen et al. 1998
Norwegen 1:208 FH 0,5 Leren et al. 1995
Schweden 2:127 FH 1,6 Eggertsen €t al. 1994
0:113 Ml Tybjaerg-Hansen €t al. 1990
Frankreich 1:56 Typ llaHLP 1,8 Avoustin €t al. 1992
2:622 MI 0,3 Brousseau €t al. 1995
1:639 Kontrollen 0,16 Brousseau €t al. 1995
2:49 FH 4,1 Rabes €t al. 1997
3:901 KHK-verdachtig 0,3 Rabes et al. 1997
Schweiz 3:728 Kontrollen 0,4 Miserez €t al. 1994
7:142 Typ llaHLP 49 Miserez €t al. 1994
Ogtereich 2:236 110 KHK+130 Kontrollen 0,8 Innerarity €t al. 1990
Tschechien 2:52 FH 38 Horinek et al. 1995
Polen 5:30 FH 16,7 Gorski €t al. 1998
Australien 2:37 FH 54 Hosking et al. 1991
Siidafrika Rubinsztein €t al. 1995

Russland (Moskau)

Nikonova et al. 1994

FDB3500Q nicht vorhanden

Land Referenz Land Referenz

Finnland Hamalginen et al.1990 Island Gudnason €t al. 1990
Japan Nohara €t al. 1995 Rusdland (St. Petersburg) Schwartz €t al. 1991
| srael Friedlander €t al. 1993 Tirkei Mahley et al. 1995

FH = Familidre Hyperchol esterinémie, HLP = Hyperlipoproteindmie, Ml = Myokardinfarkt
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