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Abstract (Englisch)

Abstract (Englisch)

Background:

Autosomal-dominant familial hypercholesterolemia (FH) leads to increased serum levels
of low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C). FH patients have therefore a substantial
risk of developing cardiovascular disease (CVD). Disease causing mutation are found in
three major genes: LDLR (low density lipoprotein receptor), APOB (apolipoprotein B), and
PCSK9 (proprotein convertase subtilisin/kexin). However, the absence of the mutation in
one of these genes, does not exclude the diagnosis of FH. Recently, STAP1 (signal
transducing adaptor family member 1) has been suggested as a fourth causative gene.
Methods:

STAP1 was analyzed in 75 hypercholesterolemic patients from Berlin, Germany, in whom
the clinical diagnosis of FH could not be confirmed by molecular genetic testing of the
three canonical genes. Additionally, ten patients with negative family history were
screened for pathogenic variants in LDLRAP1 (low density lipoprotein receptor adaptor
protein 1), associated with autosomal-recessive hypercholesterolemia. The association
of serum lipid levels according to STAP1 carrier status was evaluated. For this purpose,
data from a population-based cohort, the Cooperative Health Research in South Tyrol
(CHRIS), were included.

Results:

In the Berlin FH cohort one rare STAP1 variant, c.526C>T,p.(Pro176Ser), predicted to be
disease causing utilizing bioinformatic tools, was identified. In the CHRIS cohort further
three variants were detected: (c.619G>A,p.(Asp207Asn) [n=3]; ¢.35G>A,p.(Argl2His)
[n=14]; c.414G>C, p.(Leul38Leu) [n=2]). One further individual carried also the
previously determined variant ¢.526C>T,p.(Pro176Ser). One hundred non-carriers from
the CHRIS cohort were randomly selected as controls. There was no statistically
significant difference between carriers and non-carriers of STAP1 variants with respect
to lipid traits.

Conclusion/discussion:

According to the data, rare STAP1 variants seem not to be associated with familial
hypercholesterolemia. Comprehensive genetic analysis, such as Whole Exome or Whole

Genome Sequencing in order to identify further genes for FH is recommended.
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Abstract (Deutsch)

Hintergrund: Die familiare Hypercholesterinamie (FH) ist eine angeborene
Lipidstoffwechselstorung, welche klinisch durch einen erhdéhten LDL-Cholesterinspiegel,
sowie ein erhebliches Risiko fir Herz-Kreislauf-Erkrankungen gekennzeichnet ist. Diese
FH unterliegt einem autosomal-dominanten Vererbungsmechanismus und wird
hauptséachlich durch Mutationen im LDLR (Low Density Lipoprotein Rezeptor), APOB
(Apolipoprotein B) und PCSK9 (Proprotein Conversionase Subtilisin/kexin) verursacht.
Kirzlich wurde STAPL1 als viertes verursachendes Gen vorgeschlagen.

Methoden: Es wurde eine Sequenzierung aller 9 Exons des STAP1 Gens bei insgesamt
75 Berliner Patienten mit Hypercholesterindmie, die keine pathogene Mutation in einem
der drei Hauptgene LDLR, APOB und PCSK9 aufwiesen, durchgefuhrt. Bei 10 dieser
Patienten mit negativer Familienanamnese wurde zudem das Gen LDLRAP1 (Low
Density Lipoprotein Rezeptor Adapter Protein 1) untersucht. Zur Evaluierung potentieller
Auswirkungen von STAP1-Varianten auf den Serumlipidspiegel wurden zusatzlich Daten
aus der populationsbasierten Kohortenstudie Cooperative Health Research in South
Tyrol (CHRIS) hinzugezogen. Aus derselben Kohorte erfolgte die randomisierte Bildung
einer Kontrollgruppe von 100 Nicht-Tragern fur die statistische Analyse.

Ergebnisse: Es konnte eine seltene STAP1-Variante ¢.526C>T,p.(Prol76Ser), jedoch
keine potentiell pathogene Variante im LDLRAP1 Gen der Berliner FH-Kohorte
nachgewiesen werden. Uber die CHRIS-Kohorte wurden neben der oben Genannten
[n=1] drei weitere STAP1-Varianten identifiziert (c.619G>A,p.(Asp207Asn) [n=3];
c.35G>A,p.(Arg1l2His) [n= 14]; ¢.414G>C,p.(Leul38Leu) [n=2]). Es zeigte sich keine
statistisch relevante Erhohung der Serumlipidwerte in Abh&angigkeit vom STAP1-
Tragerstatus.

Fazit/Diskussion: Es konnte keine Assoziation zwischen Varianten im STAP1-Gen und
dem Auftreten einer Hypercholesterindmie gezeigt werden. Die vorliegenden Ergebnisse
sprechen gegen STAP1 als ein kausales FH-Gen. Aufgrund der weltweit hohen Anzahl
klinischer FH-Diagnosen ohne molekulargenetische Bestatigung ist eine Suche nach

weiteren Kandidatgenen mittels Exom- bzw. Genomsequenzierung erstrebenswert.
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1 Einleitung

1.1 Familiare Hypercholesterindmie (FH)

Die Familidre Hypercholesterindmie (FH) ist eine genetisch bedingte Krankheit mit
autosomal-dominantem Erbgang, die durch eine Erhdéhung des Serumcholesterins,
insbesondere des LDL-Cholesterins (LDL-C), gekennzeichnet ist. Die FH ist mit einer
geschatzten Pravalenz zwischen 1:250 und 1:500 weit verbreitet.2?* Patienten mit FH
neigen zur Bildung atherosklerotischer Plagues mit dem Risiko friher Herz- und
Kreislauferkrankungen, wie z. B. der koronaren Herzerkrankung (KHK) und
Myokardinfarkten (MI).1t Zur medikamentésen Therapie der FH stehen u. a. die
.Klassische® Wirkstoffgruppe der Statine und der NPCI1L1-Inhibitor Ezetimib zur
Verfligung.l” Als Reservetherapeutika haben sich die LDL-Apherese und PCSKO9-
Inhibition etabliert.*?

Klinisch suggestiv fir eine FH sind sichtbare Cholesterinablagerung im Gewebe, wie z. B.
kutane oder tendinbése Xanthome, die bevorzugt an der Achillessehne und den
Strecksehnen der Fingergelenke auftreten. Als weitere Manifestationsformen sind das
Xanthelasma palpebrarum (Ablagerung von Cholesterin um das Auge), sowie der Arcus
cornae (Ablagerung von Cholesterin im Bereich der Hornhaut des Auges) zu nennen. Zur
Identifizierung von FH-Patienten wurden klinische und laborchemische Kriterienkataloge,
wie beispielsweise der des Dutch Lipid Clinic Networks, entwickelt.” Zentrale Bedeutung
hat hierbei die Bestimmung des Nuchtern-LDL-Cholesterins im Serum, welcher ab 190
mg/dl (4,9 mmol/L) als erhdht definiert wird.

Der frihen Diagnosestellung kommt hinsichtlich der Pravention kardiovaskularer
Komplikationen eine besondere Bedeutung zu. In diesem Sinne sollte bei Erstdiagnose
eine zusatzliche Testung der erstgradigen Verwandten, sowie der weiteren
Folgegenerationen durchgefihrt werden (Kaskaden-Screening).2 Die Effizienz dieser
Strategie basiert letztlich auf dem dominanten Vererbungsmuster der Erkrankung.

1.2 Molekulargenetische Grundlagen der FH

In den meisten Fallen der autosomal-dominanten FH kann eine krankheitsrelevante
Mutation im LDLR-Gen (low density lipoprotein receptor, OMIM 606945) nachgewiesen
werden.>18 Funktionseinschrankungen dieses Rezeptors fihren zur Stérung der LDL-
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Aufnahme in die Zelle und des LDLR-Abbaus in Hepatozyten mit konsekutiver Erhéhung
des LDL-Cholesterin Spiegels im Blut.® Weiterhin findet man heterozygote Mutationen in
den Genen APOB (apolipoprotein B, OMIM 107730) und PCSK9 (proprotein convertase
subtilisin/ kexin, OMIM 607786).13° Die zugehorigen Genprodukte befinden sich in der
direkten Interaktion mit dem LDLR: APOB als Ligand und PCSK9 als katabolischer
Regulator. Klinisch werden keine Unterschiede in der Auspragung der Erkrankung in
Abhangigkeit von dem betroffenen Gen beobachtet. In einigen Fallen kénnen
Homozygotie, zusammengesetzte Heterozygotie innerhalb desselben Gens und
Doppelheterozygotie fir Mutationen in zwei dieser Gene beobachtet werden.?®
Homozygote Mutationstrager fallen durch besonders stark erhdhte LDL-C Serumwerte
von 400 mg/dl (10,3 mmol/L) bis >1000 mg/dl auf und kénnen bereits im Kindesalter
kardiovaskulare Ereignisse erleiden.

Darlber hinaus wurden Mutationen in LDLRAP1 (low density lipoprotein receptor adaptor
protein, OMIM 605747) mit einer seltenen Form der familiaren Hypercholesterindmie
assoziiert, die autosomal-rezessiv vererbt wird (ARH, OMIM 603813).16 Hierbei ist das
Kriterium der familidaren Haufung meist nicht vorhanden, da die Erkrankung erst dann
auftritt, wenn beide Allele betroffen sind. Bei einer heterozygoten Mutation handelt es sich
am ehesten um eine Anlagetragerschaft, die in der Regel nicht zum Phanotyp fuhrt. Bei
ca. 60% der Patienten mit einer klinischen Diagnose einer FH wird keine pathogene
Mutation in einem der drei Hauptgene identifiziert.3> Mit der Etablierung der
Hochdurchsatzsequenzierungstechnik (Next generation sequencing; NGS), war es
mdoglich weitere Kandidatengene zu identifizieren. Dazu gehéren STAP1 (signal
transducing adaptor family member 1, OMIM 604298)'3 , APOE (apolipoprotein E, OMIM
617347)16, LIPA (lysosomal acid lipase, OMIM 613497) und PNPLAS5 (patatin-like
phospholipase-domain-containing family, OMIM 611589).22

Neben den genannten monogenen Ursachen wurden auch polygenetische Grundlagen
der Hypercholesterindamie identifiziert. Im Rahmen einer genomweiten
Assoziationsstudie (GWAS) wurden insgesamt 95 Einzelnukleotid-Polymorphismen
(SNPs, single nucleotide polymorphisms) mit erhdhten Lipidwerten assoziiert.2® Einige

dieser SNPs wurden zur Etablierung polygener Scores verwendet.'#31
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1.3 STAP1 als FH-assoziiertes Gen

Im Rahmen einer familienbasierten Kopplungsanalyse in Kombination mit
Exomsequenzierungen bei FH-Patienten aus den Niederladen wurde STAP1 (signal
transducing adaptor family member 1, OMIM 604298) als viertes FH-Gen
vorgeschlagen.?

STAP1, auch bekannt als BRDG1 (BCR downstream signaling-1), kodiert ein
Andockprotein, welches eine prolinreiche Region, eine Pleckstrin homology domain, PH,
sowie einen carboxyterminalen Abschnitt mit Ahnlichkeit zur Src-homology 2-Doméne
SH2 enthalt. Es wurde gezeigt, dass STAP1 phosphorylierungsabhéngig als Substrat der
Tyrosinkinase Tec agiert und der Signalkaskade von Tyrosinkinase c-kit nachgeschaltet
ist.?> Der spezifische Mechanismus, den STAP1 in der Cholesterin-Homoostase spielt,
ist derzeit nicht abschlie3end geklart. In tierexperimentellen Studien wurde gezeigt, dass
c-kit defiziente Mause eine Hypercholesterinamie entwickeln. In diesem Sinne finden sich
erniedrigte Cholesterinwerte bei Leukamiepatienten im Rahmen einer Gain-of-function-
Mutation im c-kit-Gen. Interessanterweise fuhrt eine therapeutische Tyrosinkinase-
Inhibition regelhaft zur Steigerung der Lipidwerte im Blut.

Bisher wurden mehrere genetische Varianten in STAP1 bei FH-Patienten identifiziert. Die
Pathogenitat dieser Varianten wurde jedoch nach heutigem Wissenstand nicht eindeutig

belegt.

1.4 Ziel der Arbeit

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um ein Folgeprojekt unserer Arbeitsgruppe.*®
Initial wurden 206 FH Patienten fur das Vorliegen einer ursachlichen Mutation in einem
der Hauptgene LDLR, APOB und PCSK9 untersucht. Insgesamt konnten 90 Varianten in
LDLR sowie 8 Varianten in APOB nachgewiesen werden. Fur PCSK9 konnte in dem
Patientenkollektiv keine pathogene Variante gefunden werden. Die Mutationsanalyse war
jedoch insgesamt in etwa 60% der Falle negativ, trotz der klinischen Diagnose einer FH.
Das Ziel dieser Arbeit war nun, all die Patienten ohne Mutationsnachweis in einem der
bekannten FH-Gene auf das Vorliegen einer pathogenen Variante im FH-Kandidatgen
STAP1 zu untersuchen. Im Folgenden wurde der Zusammenhang zwischen der
Dyslipidamie und dem Tragerstatus verschiedener STAP1-Varianten statistisch
untersucht. Hier wurden Daten der populationsbasierten Kohorte der Cooperative Health
Research in South Tyrol (CHRIS-Studie) miteinbezogen.®?’
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2 Methodik

2.1 Rekrutierung der FH-Patienten

Die Rekrutierung der Patienten erfolgte Uber die Lipidambulanz des Interdisziplinaren
Stoffwechselzentrums der Charité-Universitatsmedizin Berlin. Bertcksichtigt wurden
Patienten mit einer klinischen FH-Diagnose in den Jahren 2012 bis 2017, welche jedoch
im Rahmen einer LDLR, APOB- und PCSK9-Analyse nicht molekulargenetisch bestétigt
werden konnte.’® Die Diagnosestellung erfolgte unter Beriicksichtigung von
laborchemischen Lipidparametern (Gesamtcholesterin (TC), LDL-Cholesterin (LDL-C),
HDL-Cholesterin (HDL-C), Triglyceride (TG) und Lipoprotein a (Lp(a)), der Eigen- sowie
Familienanamnese und des klinischen Befundes aus der korperlichen Untersuchung.
Unter Verwendung des DLCN-Scores (Dutch Lipid Clinic Network criteria) wurden die
Patienten nach FH-Diagnosewahrscheinlichkeit schlieBlich in vier Kategorien
eingeordnet (Uber 8 Punkte: ,sicher®; 6-8 Punkte: ,wahrscheinlich®, 3-5 Punkte: ,mdglich®,
unter 3 Punkte: ,unwahrscheinlich®). Die Berechnung des DLCN-Scores war jedoch keine
Voraussetzung fur die Durchfihrung der molekulargenetischen Diagnostik.

Das Forschungsvorhaben wurde von der Ethikkommission der Charité-
Universitdtsmedizin  Berlin  genehmigt  (Zulassungsnummer EA2/089/14 und
EA2/029/09).

2.2 Sanger-Sequenzierung bei FH-Patienten

2.2.1 Primerdesign

Mittels Primer3 wurden fur STAP1 (NM_012108) und LDLRAP1 (NM_015627) Primer
bestimmt (Tabelle 1). Sequenziert wurden ausschlie3lich die protein-kodierenden Exons
der oben genannten Gene, einschliel3lich von mindestens 30 Basenpaaren flankierender
intronischer Sequenz. Die Einstellungen wurden so gewdahlt, dass die
Anlagerungstemperatur beider Primer nicht zu stark divergierte und der CG-Gehalt
zwischen 40 und 60 % lag. Bei jedem Vorwartsprimer wurde zudem eine gemeinsame

Sequenz (M13 Primer) integriert, was fir den Sequenzierungsschritt relevant war.
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Tabelle 1. Primerverzeichnis.

STAP1 Sequenz (5'->3") LDLRAP1 | Sequenz (5'->3)

Exon1 F | CCAGAGATTGCCCTCTGAAA Exon 1_F | GAAACTCTTGGTGCCTGGAC
Exon1l R | TTTCAACAGAAACAAGGAGGTC Exon1_R | CCTCTTCTCCCAACCTGCAC
Exon2_F | CCTGGGGGACATATTGAGAC Exon 2_F | GAAGGCTGGTGAGAGCTGTT
Exon2_R | TCTTGGATGGCAGAAAATCC Exon 2_R | AATGGTTCCCCTCTGCCAAG
Exon3_F | AATTGGCTTTTGCAAACCTG Exon 3_F | TGCCTGACAGATAGCTGGTG
Exon 3_R | TTCAGCCACTGGATGTGAAG Exon 3_R | TCATCATGAGCCAGGTGC
Exon4_F | TTACAGCTAAGAATTGGAAGTTTCTAC | Exon4_F | TTACCCCATTCCTTCCTTCC
Exon4_R | ACCACCCGTTACTCCCTAGC Exon 4_R | AGCTACTGCCCACACAAAGC
Exon5_F | CTCTGTCAGGTAACTGTAGCCC Exon 5_F | GGGATGGAGCTGCAGAAG
Exon5_R | CCTGGCTTAACAAGAGCAAG Exon 5_R | TTTCAGATGGGAAAACCGAG
Exon 6_F | CAGGCTTGTAATAATAGAGCATTG Exon 6_F | GGCTGGAAACCTGAAACTGC
Exon 6_R | AGCCCCAACGAAACACATAG Exon 6_R | CTGCCCACAGAGTGAGAACC
Exon 7_F | TCATGACAACATAGGTTGATTATACAG | Exon7_F | TTTTCTTCTAGATATGTCCCTATGC
Exon 7_R | ATATCTGCCACATTCAGGGC Exon 7_R | CTGCCACACCAAGAACAAGG
Exon 8_F | CATTGAAGTGAAGTAATGACAGTAATC | Exon 8_F | GTCTCCAGCTTTGGGTCCTT
Exon 8_R | GCCTGGCTGGTACTATCAATC Exon 8_R | CGGAGGAAATCAACTTGAGC
Exon9 F | ACCAGCAATGTTCCACACAC Exon 9_F | GGAGGTGCTTTGATCTGAGG
Exon9 R | CCATCTTTGTAAGGAAATAATGGG Exon 9_R | CAGGCTGACAATGCTGAGG

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Sequenzierung nach Sanger basiert auf amplifizierten spezifischen DNA-Sequenzen.
Um diese zu erhalten, fiihrt man eine PCR durch. Diese umfasst in der Regel mehrere
Zyklen, wobei jeder Zyklus aus jeweils drei Schritten besteht. Zunachst wird die DNA-
Polymerase bei ca. 95 °C aktiviert und die doppelstrangige DNA wird durch Erhitzen in
Einzelstrdnge getrennt (Denaturierung). Anschliel3end erfolgt bei einer spezifischen
Temperatur (im Fall der vorliegenden Arbeit 60 °C) die Hybridisierung der Primer, d.h.
Bindung der Primer an den komplementaren Bereich des DNA-Einzelstrangs
(Annealing). Abschlie3end, in der Elongationsphase, wird an den freien 3’OH-Gruppen
durch die hitzestabile Tag-Polymerase aus 2-Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs)
DNA synthetisiert. Da die Primerpaare nicht zu einem etablierten diagnostischen Set
gehoren, wurde von vornherein eine Touch-down PCR durchgefihrt, um maoglichst
spezifische Amplifikation sicherzustellen. Die Annealingtemperatur wurde so pro Zyklus

um 1 °C reduziert.

10
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Tabelle 2. Zusammensetzung des PCR-Mastermix.

Substanz Zugesetztes
Volumen/Probe

HPLC H20 17,8 ul

10x PCR Puffer +MgCl2 25ul

dNTPs, 10 mM 2,0 ul

Primer Mix (F+R), 5 uM 1,5 ul

Taq (FirePol), 5 U/ul 0,2 pl

DNA des Patienten, ~50 ng/ul | 1 ul

Tabelle 3. PCR-Programm fiir alle 9 Exons des STAP1-und LDLRAP1-Gens.

Temperatur Zeit Zykluszahl
95 °C 5 min 1

95 °C 10s

TD 65 °C-55 °C 30s 10

72 °C 50s

95 °C 10s 30

55 °C 30s

72 °C 50s

72 °C 7 min 1

12°C © 1

2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Spezifitdit der PCR-Produkte wurde wahrend der Etablierung mit Referenz-DNA
anhand der Agarose-Gelelektrophorese tberpruft. Mit Hilfe dieser Methode werden DNA-
Fragmente bedingt durch ihre negative Ladung im elektrischen Feld der Grdl3e nach
aufgetrennt. Es wurden 2%-ige Agarosegele verwendet. Die Laufzeit betrug 25 min bei
ca. 200 V im 1x TAE-Puffer. Es wurden jeweils 5 ul des PCR-Produkts mit 5 ul Laufpuffer
(6x Loading Dye Blue/Orange G190A, Promega GmbH) versetzt und in die Taschen des
Agarosesegels aufgetragen. Damit die GroéRe der PCR-Produkte bestimmt und
zugeordnet werden konnte, wurde parallel zu den Proben ein GroRenstandard (Kb Plus

DNA Ladder, Invitrogen) aufgetrennt.

2.2.4 Enzymatische Reinigung der PCR-Produkte

Fur dieses Verfahren kommen die Enzyme Exonuclease | und Shrimp Alkaline
Phosphatase (SAP) zum Einsatz. Die Exonuclease dient der Verdauung der
Einzelstrang-DNA, sowie der nicht eingebauten Primer, wéhrend SAP zur Hydrolyse der

Uberzahligen dNTPs genutzt wird.

11
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Tabelle 4. Reaktionsansatz der enzymatischen Reinigung.

Substanz Zugesetztes Volumen/Probe
HPLC H20 3,85 ul

10x Exonuclease Reaktion 0,5 pl

10x Antarctic Buffer 0,5ul

Exonuclease I, 20 U/ul 0,05 pl

Antarctic Phosphatase U/ul 0,1 pl

PCR-Produkt 5ul

Tabelle 5. Thermocycler-Programm der enzymatischen Reinigung.

Temperatur Zeit
37°C 30 min
80 °C 15 min
12 °C ©

2.2.5 Sequenzierung aufgereinigter PCR-Produkte

2.2.5.1 Sequenzreaktion nach Sanger

In diesem methodischen Schritt erfolgte erneut eine DNA-Synthese. Hier wurde das Big

Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit von Applied Biosystems verwendet, welches

unter anderem fluoreszenz-markierte Didesoxyribonukleotide (ddNTPs) enthalt. Fir

diese Reaktion wurde fur alle Proben ein M13-Primer verwendet, da dessen Sequenz im

Rahmen des Primerdesigns bei jedem Vorwartsprimer integriert wurde.

Tabelle 6. Reaktionsansatz der Sequenzierreaktion.

Substanz Zugesetztes Volumen/Probe
HPLC H20 6,2 ul

5x Sequenzierpuffer (ABI) fur | 2,0 pl

Big Dye 3.1

M13 Primer 0,5 pl

Big Dye V3.1 0,3 ul

Enzymatisch gereinigte PCR | 1 pl

Produkte

Tabelle 7. Thermocycler-Programm der Sequenzierreaktion.

Temperatur | Zeit Zyklus
96 °C 2 min 1

96 °C 10s

50 °C 5s 25

60 °C 4 min

12 °C o0
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2.2.5.2 SPRI-Bead-Féallung
In dieser Reaktion werden die Sequenzierungsprodukte aufgereinigt. Dies fand im DNA-

Fallungsautomat: Biomek® NXP Workstation der Firma Beckman Coulter GmbH statt.
Hierfir wurde eine 85%-ige Ethanollésung und das Reagenz Agencourt Clean SEQ,
welches zahlreiche magnetische Partikel (magnetic beads) enthalt, verwendet. Eine 96-
well-Platte mit den Produkten der Sequenzierreaktionen wurde auf die magnetische 96-
Wellplatte (Magnetic Ring Stand) gestellt, um eine Haftung der magnetischen Beads (und
der daran gebundenen DNA) wahrend der folgenden Waschritte zu gewébhrleisten und

so, einem DNA-Verlust vorzubeugen.

2.2.5.3 Sequenzierung mittels Kapillarelektrophorese und Sequenzanalyse
Anschlieend wurden die Sequenzierprodukte in einem 3730 DNA Analyser

elektrophoretisch in einer Polymermatrix der Grof3e nach aufgetrennt und am Ende der
Kapillare mit einem Laser bestrahlt. Das detektierte, spezifische Fluoreszenzmuster
wurde dann in die Basenabfolge Ubersetzt. Die Basenabfolge wurde als .abl-Datei
gespeichert und unter Zuhilfenahme des Programms Genious 9.1 mit dem Transkript
NM_012108 fur STAP1 und Transkript NM_015627 fiur LDLRAP1 als Referenz
abgeglichen. Fir die Beurteilung der Krankheitsrelevanz der identifizierten
Sequenzveranderungen wurden die bioinformatischen Vorhersageprogramme PolyPhen

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) und MutationTaster

(http://www.mutationtaster.org) sowie die Datenbanken HGMD (The Human Gene

Mutation Database, http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php) und EXAC (Exome

Aggregation Consortium, http://exac.broadinstitute.org/) verwendet.

2.3 Nutzung von Daten der CHRIS-Studie

Die Probanden der populationsbasierten CHRIS-Studie (Cooperative Health Research in
South Tyrol) erhielten im Vorfeld eine Genotypisierung mittels Illlumina
HumanOmniExpressExome Bead Chip.?” So war es mdglich weitere Trager der seltenen
STAP1-Varianten zu identifizieren. Varianten mit Minor Allele Frequency (MAF) unter
0,002 (gemaf ExAC) wurden als ,selten” definiert. Des Weiteren wurden 100 Probanden,
bei denen keine seltene STAP1-Variante identifiziert wurde, ausgewéhlt. Dieses Kollektiv

wurde als reprasentative Kontrollkohorte fur die statistische Analyse verwendet.
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Die CHRIS-Studie wurde von der Ethikkommission des Gesundheitswesens der
Autonomen Provinz Bozen (Sudtiroler Sanitatsbetrieb/Azienda Sanitaria dell'Alto Adige),
Protokoll Nr. 21/2011 genehmigt.

2.4 Untersuchung der Assoziation von STAPl-Varianten und

Dyslipidamie

Die statistische Analyse wurde mit dem IBM Statistical Package for the Social Sciences
Version 22.0 (IBM SPSS Statistics for Windows, Armonk, NY: IMB Corp. USA)
durchgeflhrt. Die Grafiken wurden mit GraphPad Prism 6 erstellt. Die Daten der CHRIS-
Studienteilnehmer wurden zusatzlich mit Hilfe des Programms R analysiert. Fur die
Analysen wurden folgende Referenzwerte der Lipidparameter verwendet:
Gesamtcholesterin <200mg/dl, LDL-Cholesterin <115mg/dl, HDL-Cholesterin >45 mg/dl
fur Frauen, 55 mg/dl fur Manner sowie 30-150 mg/dl fur Triglyceride. Mittels One-way
ANOVA und Post-Hoc Tukey-Test wurden die LDL-C Werte der drei Kohorten (FH-
Patienten mit Mutationsnachweis, FH-Patienten ohne Mutationsnachweis, Kontroll-
Kohorte/ Berliner Altersstudie 1) verglichen. Zur statistischen Analyse der Assoziation
von erhohten Lipidwerten und dem Tragerstatus der seltenen STAP1-Varianten wurde
ein nicht-parametrischer Mann-Whitney-U-Test durchgefihrt. Weiterhin wurde der Effekt
des Geschlechts und des Alters auf die Erh6hung der Lipidwerte untersucht. Mit Hilfe des
Chi-Quadrat-Tests wurde die Haufung abnormer Lipidwerte in beiden Gruppen (Trager
und Nicht-Trager der STAP1 Varianten) tberprift. Das Signifikanzniveau wurde auf 5%

festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische Charakterisierung der FH-Patienten

Insgesamt wurden Daten und DNA-Proben von 75 FH-Patienten (48 Frauen und 27
Méanner; mittleres Alter 53+13 Jahre) der Lipidambulanz des Interdisziplinaren
Stoffwechselzentrums der Charité-Universitdtsmedizin Berlin analysiert. Abbildung 1
zeigt die mittleren LDL-C-Serumwerte der Patientenkohorte in Relation zu den
mutationspositiven FH Patienten und der populationsbasierten Kohorte aus der Berliner
Altersstudie Il (BASE-II).310 In Tabelle 8 findet sich eine Ubersicht zur klinischen

Charakterisierung der FH-Patientenkohorte.

**k%

800 - * %%
*%%

600 -

400 -

LDL-C (mg/dL)

200 -

BASE-II Klinische FH ohne  Klinische und
nachgewiesene molekulargenetisch
Mutation bestatigte FH

Abbildung 1: LDL-C-Wert und Mutationsstatus der Gene LDLR, APOB und PCSK9. LDL-C-
Einzelwerte (grine Punkte) und Mediane (schwarze Balken) fiir die drei Gruppen sind angegeben. Die
Abbildung zeigt den Vergleich der LDL-C-Werte zwischen mutationspositiven Patienten (N=68) und FH-
Patienten ohne nachgewiesene Mutation (mutations-negative, N=75). Die Werte wurden in Relation zu
LDL-C-Werten aus der populationsbasierten Berliner Altersstudie Il (BASE-Il, N=1631, Altersgruppe =60
Jahre) dargestellt. Die statistische Analyse mittels One-way ANOVA ergab signifikante Unterschiede der
Serum-LDL-C-Werte zwischen den Gruppen (*** p<0.001). Zusétzlich wurde ein Post-Hoc Tukey-Test
durchgefuhrt, welcher ebenfalls einen hochsignifikanten Unterschied zwischen allen mdglichen Paaren
ergab (#** p<0,001). Diese Abbildung wurde bereits in dem publizierten Artikel Danyel et al. 2019
verwendet und fiir die vorliegende deutsche Version angepasst.®
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Tabelle 8. Charakteristika der untersuchten FH-Kohorte. Ubersetzte und editierte Tabelle aus Danyel

et al. 2019.°
Variable Berliner FH-Kohorte (n=75)
Geschlecht
Weiblich (%) 64
Ménnlich (%) 36
Alter
Mittelwert + SD 53+13
Grenzwerte 25-81
TC in mg/dl
Median (IQR) 313 (272-344)
Grenzwerte 190-677
LDL-C in mg/dl
Median (IQR) 223 (199-247)
Grenzwerte 88-456
HDL-C in mg/dl
Median (IQR) 58 (51-69)
Grenzwerte 30-117
TG in mg/dl
Median (IQR) 175 (125-261)
Grenzwerte 45-1127
60
50 48
40
30
20
13
9
10 5
Unwahrscheinliche FH Mégliche FH Wahrscheinliche FH Sichere FH
DLCN-Score <3 DLCN-Score 3-5 DLCN-Score 6-8 DLCN-Score >8

Abbildung 2. Verteilung des errechneten DLCN-Scores in der Berliner FH Kohorte.
Dargestellt werden die publizierten Daten von Danyel et al. 2019.°

3.2 ldentifizierte STAP1-Varianten

Im Rahmen der Sequenzierungsanalysen wurden zwei bekannte Polymorphismen
(rs11556614 und rs11556615), sowie bei einem Patienten, eine seltene STAP1-Variante
rs199787258 (c.526C>T, p.(Prol76Ser))
(MAF=0,0003) wurde in der Literatur bereits mit der Familiaren Hypercholesterinamie in

identifiziert. Diese seltene Variante

Verbindung gebracht.!® Der 78-jahrige Patient, bei dem diese heterozygote Variante

nachgewiesen wurde, zeigte folgende Lipidwerte: Gesamtcholesterin 450 mg/dl (Ref.
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<200 mg/dl), LDL-C 360 mg/dl (Ref. <130 mg/dl), HDL-C 68 mg/dl (Ref. >55 mg/dl), TG
222 mg/dl (Ref. <200 mg/dl), und Lp(a) 190 mg/l (Ref. <300 mg/l). Im n&chsten Schritt
wurde der 49-jahrigen Sohn des Indexpatienten untersucht. Dieser war ebenfalls Trager
der seltenen Variante (c.526C>T, p.(Prol76Ser)) und zeigte ebenfalls teilweise erhdhte
Lipidwerte: Gesamtcholesterin 270 mg/dl, LDL-C 159 mg/dl, HDL-C 26 mg/dl und TG 498
mg/dl.

Die Sequenzierung des LDLRAP1 bei Patienten mit negativer Familienanamnese zeigte
keine Auffalligkeiten. Somit konnte eine autosomal-rezessive Hypercholesterindmie bei

diesen Patienten ausgeschlossen werden.

V)

\
AACCCTATGNCAGCGTAAGTG
AACCCTATGCCAGCGTAAGT

Abbildung 3: Darstellung eines STAP1-Sequenzabschnitts mit der heterozygoten Variante
rs199787258 (c.526C>T, p.(Prol176Ser), Exon 5). Die Sequenzdaten wurden mit dem Referenztranskript
NM_012108 (untere Sequenz) verglichen.

Tabelle 9. Zusammenfassung der STAP1-Varianten in der FH-Patientenkohorte. Aufgefuhrt sind die
dbSNP Bezeichnung der Varianten, deren genomische Position (laut hg19), die Haufigkeit und die genaue
Beschreibung der Veranderung auf der cDNA- und Proteinebene, sowie die Pathogenitatsbeurteilung der
Vorhersageprogramme MutationTaster und PolyPhen. Ubersetzte und editierte Tabelle aus Danyel et al.
2019.° MAF: minor allele frequency.

STAP1 Lokalisation MAF Veranderung | Veranderung | Mutation PolyPhen
Variante (hg19) der DNA der Taster
Basen Aminosauren
rs11556614 | 4:68442968 0.5180 | ¢.354A>G p.Thr118Thr | “polymorphism” | “benign”
rs11556615 | 4:68447040 0.1923 | ¢.381C>T p.Asn127Asn | “polymorphism” | “benign”
rs199787258 | 4:68447185 0.0003 | c.526C>T p.Prol76Ser | “disease “probably
causing” damaging”

3.3 Charakterisierung von Daten der CHRIS-Kohorte und weiteren

identifizierten STAP1-Varianten

Basierend auf den vorhandenen Sequenzierungsdaten der CHRIS-Studie wurden 20
Trager einer seltenen STAP1-Variante identifiziert. Die bereits oben beschriebene
Variante rs199787258 wurde bei einem weiteren Probanden festgestellt. Zudem wurden

noch drei weitere seltene Varianten gefunden. Alle vier Varianten wurden von dem
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Pradiktionsprogramm MutationTaster als urséchlich (“disease causing”) eingestuft und

sind in der Tabelle 10 detailliert dargestellt.

Tabelle 10. Seltene STAP1-Varianten in der CHRIS-Kohorte. Ubersetzte und editierte Tabelle aus
Danyel et al. 2019.° MAF: minor allele frequency

STAP1 Genomische | MAF Veranderung | Veranderung | Mutation- PolyPhen Anzahl
Variante Lokalisation der DNA der Taster der
(hg19) Basen Aminosauren Trager
(n=20)
rs146545610 | 4:68449380 | 0.0001 €.619G>A p.Asp207Asn | “disease “benign” 3
causing”
rs141647540 | 4:68424562 | 0.0002 c.35G>A p.Arg12His “disease “probably 14
causing” damaging”
rs149803575 | 4:68447073 | 0.0017 c.414G>C p.Leul38Leu | “disease “benign” 2
causing”
rs199787258 | 4:68447185 | 0.0003 c.526C>T p.Prol76Ser | “disease “probably 1
causing” damaging”

Aus dem Probandenkollektiv der CHRIS-Studie wurden randomisiert 100 Nicht-Trager
der STAP1-Varianten als Kontrollgruppe ausgewahlt. Die Lipidwerte fir beide Gruppen
sind detailliert in der Tabelle 11 dargestellt. Die Durchfihrung des nicht-parametrischen
Mann-Whitney U Tests zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen (Tabelle 11).

Tabelle 11. Lipidwerte der CHRIS-Kohorte in Abhangigkeit vom Tragerstatus. Verglichen werden die
durchschnittlichen Werte des Gesamtcholesterins (TC), LDL-Cholesterins, HDL-Cholesterins, sowie der
Triglyceride zwischen den Tragern und Nicht-Tragern der STAP1-Varianten. In der letzten Spalte wird der
p-Wert aufgefiihrt, der mit dem Mann-Whitney U Test berechnet wurde. Ubersetzte und editierte Tabelle
aus Danyel et al. 2019.°

Parameter Trager (n=20) Kontrollgruppe (n=100) p-Wert (Mann-Whitney U Test)
TCin mg/dl p =0,706
Median (IQR) 225 (182-243) 206 (185-233)

Grenzwerte 136-334 110-328

LDL-Cin mg/dl p =0,503
Median (IQR) 120 (105-156) 130 (109-153)

Grenzwerte 70-261 37-247

TG in mg/dl p =0,432
Median (IQR) 83 (69-150) 83 (65-118)

Grenzwerte 29-585 32-556

HDL-C in mg/dl p =0,893
Median (IQR) 66 (57-72) 62 (53-76)

Grenzwerte 32-93 29-123
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3.4 Statistische Analyse von Daten der Berliner FH-Kohorte und
Evaluierung der Rolle von STAP1 bei Varianten-Tragern aus der
CHRIS-Studie

Mit Hilfe des nicht-parametrischen Mann-Whitney U Tests wurde der Zusammenhang
zwischen Geschlecht und erhohten Lipidwerten untersucht. Fur die Werte des
Gesamtcholesterins, LDL-Cholesterins und der Triglyceride wurden keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen Mannern und Frauen gefunden. Die Werte des
HDL-Cholesterins hingegen waren signifikant héher bei Frauen (p=0,021). Weiterhin
wurde mit dem gleichen Testverfahren der Zusammenhang zwischen Alter und erhéhten
Lipidwerten untersucht. Hier fand sich eine positive Assoziation hinsichtlich einer
Erhohung des Gesamtcholesterins (p=0,047) und LDL-Cholesterins (p=0,015) mit
steigendem Alter.

In der Analyse der Daten aus der CHRIS-Kohorte konnten mittels des nicht-
parametrischen Mann-Whitney U Test keine signifikanten Unterschiede in Lipidwerten
zwischen Tragern und Nicht-Tragern der seltenen STAP1-Varianten gezeigt werden. Mit
Hilfe des Chi-Quadrat-Tests wurde die Haufung abnormer Lipidwerte in beiden Gruppen
Uberpruft. Hierbei konnte keine signifikante Assoziation nachgewiesen werden.
AbschlieBend wurde der Zusammenhang von Geschlecht und erhdhten Lipidwerten
analysiert. Hier konnte ebenfalls, wie bei der Berliner FH-Kohorte, gezeigt werden, dass
die HDL-Cholesterinwerte bei Frauen signifikant hoéher als bei Mannern waren
(p<0,0001). Zuletzt wurde der Zusammenhang zwischen dem Alter und der Hohe der
Lipidparameter ebenfalls in der CHRIS-Kohorte analysiert. Gesamtcholesterin
(p=0,0001), LDL-Cholesterin (p=0,0003) und Triglyceride (p=0,049) zeigten hier eine
Assoziation mit dem Alter. Dies konnte fir die Werte des HDL-Cholesterins nicht bestatigt
werden. Die entsprechenden Diagramme der statistischen Analysen sind im Supplement

des publizierten Artikels einsehbar.®
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4 Diskussion

Die Familiare Hypercholesterinamie (FH) ist eine autosomal-dominant vererbte
Erkrankung. Eine urséchliche Mutation in einem der drei Gene, LDLR, APOB und PCSK9
kann bei ca. 60-80% der Patienten mit einer definitiven sowie bei ca. 25-30% mit einer
moglichen  klinischen Diagnose einer FH identifiziert werden.®?> Dieses
Mutationsscreening bleibt daher bei vielen Patienten unaufféllig. Die Erforschung weiterer
genetischer Ursachen der Familiaren Hypercholesterindmie (FH) war daher bereits die
Absicht zahlreicher wissenschaftlicher Studien.16:22

STAP1 wurde im Rahmen einer familiaren Kopplungsanalyse mit Exomsequenzierung
bei FH Patienten identifiziert und als viertes FH Gen vorgeschlagen. Mehrere seltene
Varianten dieses Gens wurden mit einer Erhéhung von Lipidparametern in Verbindung
gebracht.13

Segregationsanalysen innerhalb von Familien mit FH zeigten gleichsam Variantentrager
mit und ohne Cholesterinerh6hung im Blut. Auch bei Personen mit auffalligen Werten
zwischen der 75-95. Perzentile, die als ,mdglicherweise betroffen kategorisiert wurden,
konnten die STAP1-Varianten nachgewiesen werden.'® Allerdings fanden sich auch
Personen mit unauffalligen Lipidparametern, die die Variante trugen. Um die Segregation
statistisch zu belegen, wurde ein paarweiser Vergleich zwischen Tragern und Nicht-
Tragern der STAP1-Varianten durchgefiihrt. Dieser zeigte eine statistische Signifikanz
fur Gesamtcholesterin und LDL-Cholesterin. Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb,
den anhand exemplarischer Familien dargestellten Zusammenhang von STAP1-
Varianten mit FH anhand einer unabhangigen Kohorte zu tberprufen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 75 Patienten mit einer klinischen Diagnose
einer FH molekulargenetisch auf Vorliegen einer STAP1-Mutation untersucht. Die bei
diesem Kollektiv im Vorfeld durchgefiuihrte Sequenzierung der drei Hauptgene (LDLR,
APOB und PCSK9) war unauffallig verblieben.® Es konnte bei einem Patienten eine
seltene Variante im STAP1-Gen, ¢.526C>T, p.(Prol76Ser), nachgewiesen werden. Die
Variante wurde ebenfalls beim Sohn des Indexpatienten nachgewiesen, der grenzwertig
erhohte Lipidwerte aufwies.

Die Haufigkeit des Auftretens seltener, mdglicherweise krankheitsrelevanter Varianten im
STAP1-Gen in unserer Arbeit deckt sich mit den Ergebnissen der Erstbeschreibung durch
Fouchier und Kollegen (1,3%; 5 von 400 Patienten).*3
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Nach Fertigstellung der vorliegenden Analyse, wurde ein weiteres Fallbeispiel in der
Literatur veroffentlicht.* Interessanterweise beschaftigt sich die Arbeit von Blanco-Vaca
und Kollegen mit exakt derselben STAP1-Variante, wie sie auch in der vorliegenden
Arbeit identifiziert wurde. Die Segregationsanalyse ergab, dass die Variante bei der nicht-
betroffenen Tochter des Indexpatienten nachgewiesen wurde, jedoch nicht bei dem von
einer Hypercholesterinamie betroffenen Sohn. Die Tatsache, dass die bei Blanco-Vaca
und Kollegen berichtete Tochter des Betroffenen nicht die Hypercholesterinamie aufwies,
kann wiederrum durch das junge Alter erklart werden. Es ist bekannt und wurde auch in
der vorliegenden Arbeit anhand der Berliner FH-Kohorte bestatigt, dass das Alter mit
einigen Lipidwerten korreliert. Zusammenfassend, kann die STAP1-Variante ¢.526C>T,
p.(Prol76Ser) trotz der pathogenen Beurteilung mehrerer bioinformatischer
Vorhersageprogramme (MutationTaster, PolyPhen, PROVEAN, SIFT und CUPSAT)
nicht eindeutig als direkte Ursache der FH definiert werden. Wenn man diese Variante
nach den aktuell geltenden ACMG Kriterien bewertet, resultiert ebenfalls eine Einstufung
als ,Variante unklarer klinischer Signifikanz (VUS Klasse Il1)“.28

Neben den beschriebenen monogenen Ursachen, wird die Bedeutung der polygenen
Vererbung der Hypercholesterinamie zunehmend deutlich. Im Rahmen von genomweiten
Assoziationsstudien wurden insgesamt tUber 100 Genloci identifiziert, die mit erhéhten
Lipidwerten korrelieren.?® Futema et al. stellten die Hypothese auf, dass bei dem GroRteil
der Patienten, ohne abgrenzbare, monogene Ursache der FH, eine Uberdurchschnittliche
hohe Anzahl von Polymorphismen vorliegen musse, die mit einer Erhdhung des LDL-
Cholesterins und Gesamtcholesterins assoziiert sind.’* Zur Uberprifung wurden 6
Polymorphismen ausgewahlt, um einen Score zu generieren (SNP-Score).*® In diesem
wird die Tragerschaft einer Variante mit dem errechneten Effekt auf LDL-Cholesterin
vermessen. Es konnte gezeigt werden, dass der Score bei FH-Patienten ohne
Mutationsnachweis im Vergleich zu einer reprasentativen populationsbasierten Kohorte
signifikant hoher ist.}* Futema und Kollegen schatzen, dass bei ca. 80 % der Patienten
mit  einer Kklinischen Diagnose einer FH ohne Mutationsnachweis, die
Hypercholesterindmie am ehesten polygen bedingt sei. Die Autoren schlagen daher vor,
dass die Diagnose einer Familiaren Hypercholesterinamie erst nach Identifizierung einer
monogenen Ursache vergeben werden sollte. Bei fehlendem Nachweis, sollte der Begriff
einer Polygenen Hypercholesterinamie verwendet werden.'# Die Daten von Futema und
Kollegen deuten darauf hin, dass auch bei den Patienten mit einer nachgewiesenen

monogenen Mutation ein polygener Effekt zur Auspragung des Phanotyps wirkt.?® So
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konnten moglicherweise auch unterschiedliche LDL-Konzentrationen unter den ebenfalls
betroffenen Familienangehorigen eines FH-Patienten erklart werden.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen verdeutlichen, dass STAP1 als kausales
FH Kandidatengen unwahrscheinlich ist. Die STAP1-Mutationsanalyse daher nicht als
Routinediagnostik zu empfehlen. Nach gegenwartigem Kenntnisstand sollte
standardmaliig eine NGS-Paneluntersuchung inklusive der SNP-Score Berechnung
veranlasst werden.

Die spezifische Rolle des STAP1-Proteins in der Cholesterin-Homdostase ist derzeit
ungeklart. Aktuell wurden einige weitere Arbeiten publiziert, die Varianten in STAP1
ebenfalls als kausale Ursache fur die FH ausschlieBen.?32! Loaiza und Kollegen konnten
zudem zeigen, dass im Gegensatz zu den etablierten Hypercholesterinamie-Genen, die
Expression von STAPL1 in der Leber nicht nachweisbar ist. Weiterhin wurden in einem
Stapl-Knockout-Mausmodell keine Lipidveranderungen im Vergleich zu den Kontrollen
gezeigt.?® Zusammenfassend, ist das STAP1 nach heutigem Wissenstand weitgehend
als FH-Gen wiederlegt worden.?°

Eine sinnvolle, moderne Methode zur Kandidatengen-Analyse in einer grol3en Kohorte
ist die Exom-Diagnostik. Im Rahmen einer solchen Untersuchung werden die
proteinkodierenden Bereiche (Exons) aller menschlichen Gene sequenziert. Sollte sich
anhand der Ergebnisse der Phanotyp weder durch eine monogene Variante, noch durch
polygene Verdnderungen erklaren lassen, so ist eine weitere Genomsequenzierung, bei
der auch die nicht-kodierenden Bereiche berilcksichtigt werden, maoglicherweise
aufschlussreich. So konnen diagnostische Licken, im Sinne einer tief-intronischen
Variante in bekannten Genen oder genomische Rearrangements abgeklart werden.
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