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1 Einleitung 

1.1 Klinische Relevanz von chronischen Nierenerkrankungen und 

epigenetischen Regulationsmechanismen 

Chronische Nierenerkrankungen stellen weltweit eine medizinische Herausforderung dar und 

sind ein Gesundheitsproblem, das eine steigende Inzidenz und ein oft schlechtes Outcome auf-

weist (Levey et al. 2003; Ruggenenti et al. 2012; Tampe und Zeisberg 2014). Zudem erfordert 

die Therapie dieser Erkrankungen häufig hohe Behandlungskosten, so dass eine Etablierung 

von effektiven Therapiestrategien und prädiktiven Tests sowohl im Hinblick auf eine verbes-

serte Prognose als auch auf eine Reduktion der ökonomischen Belastung attraktiv erscheint 

(Levey et al. 2003; Ruggenenti et al. 2012). Es ist bis heute nicht vollständig geklärt, warum 

Patienten mit derselben nephrologischen Grunderkrankung und denselben Komorbiditäten äu-

ßerst verschiedene Prognosen haben und das Fortschreiten einer chronischen Nierenerkran-

kung, insbesondere die Progression einer Nierenfibrose, interindividuell verschieden ist (Zeis-

berg und Neilson 2010; Zeisberg 2011; Tampe und Zeisberg 2012). Eine mögliche Erklärung 

liegt in epigenetischen Regulationsmechanismen, da das Epigenom von Mensch zu Mensch va-

riiert und Einfluss darauf hat, wie das jeweilige Individuum auf Erkrankungen reagiert (Zeisberg 

und Neilson 2010; Tampe und Zeisberg 2012; Tampe und Zeisberg 2014). Aberrante Desoxy-

ribonukleinsäure (DNA)-Methylierungen als epigenetischer Mechanismus scheinen in diesem 

Kontext eine zentrale Rolle zu spielen und seitdem bekannt ist, dass eine vermehrte Methylie-

rung (sog. Hypermethylierung) spezifischer Gene an der Aktivierung von Fibroblasten und Fib-

rogenese der Niere beteiligt ist, erscheint der Nachweis aberranter Hypermethylierung als ein 

attraktiver, diagnostischer Marker zur Risikostratifizierung und Abschätzung der individuellen 

Prognose (Bechtel et al. 2010; Zeisberg und Zeisberg 2013). Es wurden verschiedene spezifische 

Gene in einem genomweiten Methylierungsscreening identifiziert, welche bei der Aktivierung 

von Nierenfibroblasten und der Entstehung der Fibrose mitwirken können (Bechtel et al. 2010). 

Hierbei ist vor allem RASAL1, ein Inhibitor des Ras-Onkogens, in den Fokus gerückt (Bechtel 

et al. 2010). In Mausstudien konnte in Vorarbeiten gezeigt werden, dass aberrante Hypermethy-

lierung von RASAL1 zur Fibroblastenaktivierung und Nierenfibrose beiträgt (Bechtel et al. 

2010; Tampe et al. 2014). Aberrante RASAL1-Methylierung ist hierbei nicht auf Fibrosepro-

zesse der Niere beschränkt, Fibrogenese in der Leber und im Herzen sind ähnlich mit einer 

vermehrten Methylierung von RASAL1 assoziiert (Tao et al. 2011; Xu et al. 2015). Daher stellt 

aberrante DNA-Methylierung, beispielsweise von RASAL1, einen möglichen übergeordneten 

Pathomechanismus der Organfibrose dar, welcher diagnostisch genutzt werden könnte und eine 
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klinische Relevanz aufweist, da weltweit circa ein Drittel der natürlich auftretenden Tode mit 

Fibrose assoziiert sind (Zeisberg und Zeisberg 2013). 

Aberrante DNA-Methylierung spielt nicht nur bei Fibroseprozessen eine wichtige Rolle. Bei 

Patienten mit chronischem Nierenversagen wird gehäuft auch das Auftreten einer Anämie be-

obachtet (Erslev und Besarab 1997). Ursächlich hierfür ist vielfach ein Mangel an Erythropoetin 

(EPO), da das für die Erythropoese benötigte Glykoprotein EPO zu seinem Großteil in den 

gesunden, adulten peritubulären Zellen der Niere gebildet und bei eingeschränkter Funktion 

nur geringfügig hergestellt wird (Erslev und Besarab 1997; Fisher 2003). In diesem Zusammen-

hang wurde in Studien berichtet, dass methylierte EPO-Regulationselemente die EPO-Expres-

sion bei Mäusen hemmen (Chang et al. 2016). Epigenetische Regulationsmechanismen im Sinne 

einer Hypermethylierung scheinen daher auch hier eine Rolle zu spielen. Klinisch wird ein po-

sitiver Effekt und Ausgleich hinsichtlich der renalen Anämie bei Patienten mit chronischem 

Nierenversagen durch die Substitution von rekombinantem humanem Erythropoetin erreicht 

(Erslev und Besarab 1997). Zudem konnte Meder et al. (2017) in seiner Studie zeigen, dass 

veränderte DNA-Methylierung in myokardialem Gewebe und korrespondierendem Blut bei di-

latativer Kardiomyopathie detektierbar ist. Im Kontext mit Relaxin gelang in Studien der Nach-

weis einer verringerten Expression von Entzündungsmediatoren, eine Inhibierung des transfor-

ming growth factor beta (TGF-ß) sowie eine Induktion von Matrix-Metalloproteinasen (MMP) und 

somit ein kardialer Schutz sowie eine antifibrotische Wirkung (Unemori und Amento 1990; 

Chow et al. 2012; Collino et al. 2013; Díez und Ruilope 2016). Vorarbeiten der Arbeitsgruppe 

zeigten einen Verlust des Hormons Relaxin durch aberrante DNA-Methylierung. Relaxin ist 

ursprünglich in Untersuchungen bezüglich des Beckenligamentes identifiziert worden und er-

wies sich in anschließenden Analysen im Rahmen von mütterlichen Adaptationsvorgängen bei 

schwangeren Frauen beteiligt (Hisaw 1926; Fevold et al. 1930; MacLennan 1983). Eine lokale 

Relaxinproduktion sowie ein Nachweis von RELAXIN3 ist auch für die Niere beschrieben 

(Samuel et al. 2004). 

1.2 Pathophysiologie der Fibrose 

Als Fibrose wird eine Vermehrung des Bindegewebes beschrieben, die durch einen pathologi-

schen Vernarbungsprozess gekennzeichnet ist (Eddy 1996). Das Bindegewebe (sogenannte Ex-

trazellulärmatrix) besteht aus Kollagenfasern, Proteoglykanen sowie aus Zellen, insbesondere 

Fibroblasten (Eddy 1996). Die Fibroblasten sind die hauptsächlichen Mediatoren der Fibrose 

und produzieren den Großteil extrazellulärer Matrix in parenchymatösen Organen (Zeisberg et 

al. 2000; Strutz und Zeisberg 2006; Tampe und Zeisberg 2012). Ihre Aktivierung kann durch 
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verschiedene Stimuli und Mechanismen wie beispielsweise durch TGF-ß1 als Wachstumsfaktor, 

direkte Zell-Zell-Kontakte oder Umweltreize wie Hypoxie oder Hyperglykämie hervorgerufen 

werden (Zeisberg et al. 2000; Strutz und Zeisberg 2006). Der Hauptunterschied zwischen phy-

siologischer Wundheilung einer akuten Verletzung und einer chronischen, progressiven Fibrose 

besteht darin, dass bei der physiologischen Wundheilung die Fibroblasten nur transient aktiviert 

sind und es im Verlauf selbstlimitierend zu einer Inaktivierung der Fibroblasten kommt (Bechtel 

et al. 2010; Yang et al. 2010; Zeisberg und Zeisberg 2013). Im Rahmen der chronischen und 

progressiven Fibrose ist dagegen die Fähigkeit zur Inaktivierung verloren gegangen und es er-

folgt ein fortschreitender, narbiger Prozess mit konsekutivem Verlust von funktionellem Pa-

renchym und einer langfristig eingeschränkten Funktion des jeweiligen Gewebes oder Organs 

(Bechtel et al. 2010; Tampe und Zeisberg 2012; Zeisberg und Zeisberg 2013). 

1.3 DNA-Methylierung 

Die Epigenetik befasst sich mit der Analyse von Veränderungen des DNA-Stranges und damit 

assoziierten Strukturen (Genom), welche von einer zur anderen Zellgeneration weitergegeben 

werden kann, ohne eine Veränderung der primären DNA-Sequenz, wie beispielsweise Mutati-

onen, nach sich zu ziehen (Wu und Morris 2001; Zeisberg und Zeisberg 2013). Ein wichtiger 

Mechanismus dabei ist die DNA-Methylierung, im Rahmen derer eine Methylgruppe an die 

fünfte Position des Cytosinringes hinzugefügt wird (Herman und Baylin 2003; Boyer et al. 2006; 

Bernstein et al. 2007; Zeisberg und Zeisberg 2013). Durch diesen Vorgang entsteht ein 5-Me-

thyl-Cytosin (Abbildung 1).  

 

Abbildung 1: Entstehung eines 5-Methyl-Cytosins.  Die Methylierung der 5. Position des Cytosinringes wird 

durch eine der drei DNA-Methyltransferasen (DNMT 1, DNMT 3a, DNMT 3b) katalysiert.  

Diese Methylierung tritt an Cytosinresten auf, welche einem Guanin in der DNA-Sequenz vo-

rausgehen. Die Sequenzen werden als sogenannte Cytosin-Guanin-Dinukleotide (CpG) be-

zeichnet (Bird und Wolffe 1999; Tampe und Zeisberg 2012). Die Cytosin-Guanin-Dinukleotide 

treten häufig gebündelt in kurzen DNA-Strecken von 300-3000 Basenpaaren, den sogenannten 

CpG-Inseln, auf (Herman und Baylin 2003; Boyer et al. 2006; Bernstein et al. 2007; Zeisberg 

und Zeisberg 2013). Etwa 70 Prozent der Gene weisen CpG-Inseln innerhalb von proximalen 
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Promotorregionen auf, wo sie meist in unmethyliertem Zustand vorliegen und nur in einem 

geringfügigen Anteil in der normalen und differenzierten Zelle methyliert sind (Estécio und Issa 

2011; Zeisberg und Zeisberg 2013). Wenn die CpG-Inseln in der Promotorregion methyliert 

vorliegen, ist die transkriptionelle Genaktivität meist unterdrückt (Bird und Wolffe 1999; Mohn 

et al. 2008; Zeisberg und Zeisberg 2013). Dies wird einerseits direkt durch eine reduzierte Affi-

nität von Transkriptionsfaktoren sowie andererseits durch Proteine vermittelt, welche an me-

thylierte DNA-Abschnitte binden und so die Bindung von Transkriptionsfaktoren blockieren 

können (Parry und Clarke 2011; Zeisberg und Zeisberg 2013). Die Methylierung von CpG-

Inseln in der Promotorregion ist im Allgemeinen ein physiologischer Prozess, um Zelldifferen-

zierung festzulegen und zu erhalten. Eine abweichende Methylierung, die als Hypermethylierung 

bezeichnet wird, und die nachfolgende Suppression der Genaktivität sind unter anderem stark 

in der Krebsentstehung beteiligt (Tampe et al. 2015). In diesem Rahmen konnte erstmals eta-

bliert werden, dass durch aberrante Hypermethylierung in der Promotorregion wichtige Tumor-

suppressorgene transkriptionell unterdrückt werden und zum aggressiven Phänotyp beitragen 

können (Zeisberg und Zeisberg 2013). Der therapeutische Nutzen einer Normalisierung solcher 

aberranter Hypermethylierung wird am Beispiel von 5´Azacytidin (Handelsname Vidaza®) ver-

deutlicht, welches als Nukleotidanalogon in die DNA replikativer Zellen eingebaut wird, die 

DNA-Methyltransferase inhibiert und beispielsweise in der Therapie von Patienten mit myelo-

dysplastischen Syndrom und akuter myeloischer Leukämie einsetzbar ist oder aber auch bei 

renaler Fibrose eine Verbesserung erzielen kann (Bechtel et al. 2010; Itzykson und Fenaux 2012; 

Tampe und Zeisberg 2012; Zeisberg und Zeisberg 2013; Madanat und Sekeres 2017). 

1.4 Screening methylierter Gene 

In einem genomweiten Methylierungsscreening an Fibroblasten aus gesunden und fibrotischen 

Nieren konnte erstmals etabliert werden, dass bei abnormal aktivierten Fibroblasten eine ver-

änderte Methylierung von zwölf relevanten Genen nachweisbar war: Unter anderem wiesen 

FEZ1 (fasciculation and elongation protein zeta 1), HIPK1 (homeodomain interacting protein kinase 1), 

PAX3 (paired box 3) und RASAL1 (RAS protein activator like 1) konsistent eine Promotorhyper-

methylierung in den fibrotischen Fibroblasten auf, wobei insbesondere RASAL1 in den Fokus 

rückte (Bechtel et al. 2010). 

1.5 RAS protein activator like 1 (RASAL1) 

Das Gen RASAL1 gehört zu der Ras-GAP-Familie und codiert für das RASAL1-Protein, wel-

ches zu den Ras-Guanosintriphosphatase (GTPase)-aktivierenden Proteinen zählt (Walker et al. 
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2004; Bechtel et al. 2010). Durch die Bindung an Guanosintriphosphat (GTP)-Ras und die Hy-

drolyse von GTP-Ras zu Guanosindiphosphat (GDP)-Ras katalysiert RASAL1 die Inaktivie-

rung von aktivem Ras, vermehrtes RASAL1 führt somit zu einem erniedrigten Level von akti-

vem GTP-Ras (Walker et al. 2004; Kolfschoten et al. 2005; Bechtel et al. 2010). Ras ist ein 

Protoonkogen, welches an verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsprozessen beteiligt 

ist und nur im GTP-gebundenen Zustand aktiv ist (Downward 2003; Mitin et al. 2005; Bechtel 

et al. 2010). Eine Hypermethylierung von CpG-Inseln in der Promotorregion von RASAL1 

bewirkt einen transkriptionellen Verlust von RASAL1 und dadurch eine geringere Inhibierung 

von aktivem GTP-Ras mit konsekutiver Ras-Hyperaktivierung, welche kausal zur Aktivierung 

von Fibroblasten und deren erhöhter intrinsischer proliferativer Aktivität beiträgt (Bechtel et al. 

2010). RASAL1 nimmt damit Einfluss auf die Aktivierung von Fibroblasten und die Entstehung 

von Fibrose (Abbildung 2). 

 

Abbildung 2: Einfluss von RASAL1 auf die Aktivierung von Fibroblasten. RASAL1 inaktiviert GTP-Ras. 

Eine Hypermethylierung der RASAL1-Promotorregion führt zu einer Suppression der RASAL1-Transkription, 

so dass vermehrt GDP-Ras zu GTP-Ras aktiviert werden kann. Eine zunehmende Aktivierung der Fibroblasten 

und Entstehung von Fibrose sind die Folge. 

Sowohl bei der physiologischen Wundreparatur als auch bei der pathologischen Fibrogenese ist 

die Fibroblastenaktivierung mit einer Suppression der RASAL1-Expression verbunden (Bechtel 

et al. 2010). Allerdings ist bei einer reversiblen Fibroblastenaktivierung, welche typisch für eine 

physiologische Wundheilung ist, keine Hypermethylierung der CpG-Inseln in der Promotorre-

gion von RASAL1 detektierbar und so kommt es nach Regeneration der akuten Verletzung im 

Rahmen der physiologischen Wundheilung zu einer Normalisierung der RASAL1-Expression 

(Bechtel et al. 2010). Dagegen vermittelt aberrante RASAL1-Hypermethylierung, typisch für 

fibrotische Nieren, eine irreversible Suppression der RASAL1-Expression und daraus resultie-

rend eine anhaltende Fibroblastenaktivierung (Bechtel et al. 2010). Es ist daher anzunehmen, 

dass eine unterdrückte Expression von RASAL1 Bestandteil der generellen Aktivierung von 

Fibroblasten ist, der Mechanismus der Hypermeythlierung der CpG-Inseln in der Promotorre-
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gion aber zusätzlich bewirkt, dass das Zurückkehren der fibrotischen Fibroblasten in ihren Ru-

hemodus verhindert wird und ein Übergang in chronifizierte Fibrose stattfindet (Bechtel et al. 

2010; Zeisberg und Zeisberg 2013). Ein kausaler Beitrag aberranter RASAL1-Hypermethylie-

rung zu fibrotischen Prozessen parenchymatöser Organe konnte zudem in unabhängigen Stu-

dien auch für die Leber und das Herz etabliert werden (Tao et al. 2011; Xu et al. 2015). Darüber 

hinaus zeigten weitere Studien auch einen Einfluss von aberranter RASAL1-Hypermethylie-

rung im Rahmen von onkologischen Fragestellungen (Jin et al. 2007). 

1.6 Zirkulierende DNA-Fragmente im Blut 

Im Kontext aberranter RASAL1-Hypermethylierung konnten Vorarbeiten zeigen, dass sich zir-

kulierende methylierte DNA-Promotorfragmente auch im peripheren Blut nachweisen und mit 

dem intrarenalen Methylierungsgrad korrelieren lassen (Tampe et al. 2015). Die Art des Nach-

weises von zirkulierender, zellfreier DNA (cfDNA) wurde in den letzten Jahren ebenfalls in 

anderen Bereichen untersucht, sie hat sich als eine weitere Methode zur Analyse von Krankhei-

ten neben den traditionell histopathologischen Biopsien etabliert und wird auch als Liquid Biopsy 

bezeichnet (Schwarzenbach et al. 2011; Esposito et al. 2014; Diaz und Bardelli 2014). Die klini-

sche Nutzung von cfDNA wurde beispielsweise früh im Bereich der pränatalen Schwanger-

schaftsdiagnostik erfolgreich etabliert und ermöglichte die Bestimmung fetaler Keimbahnver-

änderungen (Lo et al. 1997; Diaz und Bardelli 2014). Inzwischen konnten verschiedene Studien 

aus der Krebsforschung nachweisen, dass zirkulierende, mutierte cfDNA als circulating tumor 

DNA (ctDNA) im Blut detektierbar ist und DNA-Modifikationen des Primärtumors sowie sei-

ner Metastasen repräsentieren kann (Murtaza et al. 2013; Diaz und Bardelli 2014; Francis und 

Stein 2015). Obwohl oftmals bei vielen Fragestellungen die Gewebegewinnung noch klinischer 

Goldstandard ist, ist diese zum Teil mit einigen Beschränkungen und Problemen wie der Ge-

webeheterogenität, hohen Kosten oder klinischen Komplikationen verbunden (Diaz und Bar-

delli 2014). Die Detektion von zirkulierenden DNA-Fragmenten im Blut und eine Analyse 

durch epigenetische Marker eröffnen daher die Möglichkeit, diese Beschränkungen zu überwin-

den. In diversen Studien sind Plasma oder Serum als Quelle von cfDNA zum Zweck der DNA-

Extraktion verwendet worden (Gormally et al. 2007). Aufgrund geringer Mengen an Plasma- 

bzw. Serum-DNA kann die Grenze der Nachweisbarkeit zum Teil allerdings nicht erreicht wer-

den. Auch ist im Hinblick auf die Bestimmung der Methylierung ein möglicher Einfluss von 

zirkulierenden Bestandteilen im azellulären Blutkompartiment (Plasma) nicht gänzlich ausge-

schlossen. Leukozyten stellen als zellulärer Bestandteil eine weitere, ertragreiche DNA-Quelle 

dar und unpublizierte Daten von Tampe B et al. zeigten, dass Leukozyten die zell-freie DNA 
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aufnehmen und dadurch auch abbilden können. Choi et al. (2009) beleuchtete eine Assoziation 

von globalgenomischer Methylierung im jeweiligen Gewebe und dem Methylierungsniveau pe-

ripherer Leukozyten. 

1.7 Zielsetzung 

In Tierstudien konnte bereits dargelegt werden, dass aberrante DNA-Methylierung kausal zur 

Fibroblastenaktivierung und Nierenfibrose beiträgt (Bechtel et al. 2010; Tampe et al. 2015). Zu-

dem konnte in weiteren tierexperimentellen Studien gezeigt werden, dass methylierte RASAL1-

DNA-Fragmente im Vollblut nachweisbar sind, mit dem Methylierungsgrad in der Niere kor-

relieren und bei zunehmender Fibrosierung der Niere ansteigen (Tampe et al. 2015). In diesem 

Zusammenhang sind folgende Fragestellungen Ziele dieser Arbeit: 

a) Ist die Hypermethylierung von RASAL1 im Blut in unabhängigen Kohorten nierenkranker 

Patienten reproduzierbar nachweisbar? 

b) Gibt es eine Korrelation zwischen dem Level methylierter RASAL1-DNA im Blut und la-

borchemischen Parametern wie Kreatinin, geschätzte glomeruläre Filtrationsrate (eGFR), Harn-

stoff-N, Hämoglobin, Leukozyten oder C-reaktivem Protein (CRP)?  

c) Ist der Nachweis von methylierter DNA im Blut auf RASAL1 beschränkt oder lassen sich 

andere Gene identifizieren, welche in gleichem Maße im Blut nierenkranker Patienten methyliert 

sind? 

d) Ist der Nachweis von methylierter RASAL1-DNA im Blut ein spezifischer Biomarker für 

Nierenfibrose oder sind andere Folgeerkrankungen wie eine renale Anämie oder Erkrankungen 

mit kardiovaskulären Pathologien mit einer ähnlichen Akkumulation von methylierter DNA im 

Blut assoziiert? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

In der nachfolgenden Tabelle sind die verwendeten Geräte aufgeführt (Tabelle 1). 

Tabelle 1: Geräte. 

Gerät Hersteller 

Autoklav Integra Bioscience, Biebertal, Deutschland 

Belly dancer  Stovall Life Science, Greensboro, USA 

Eismaschine Scotsman Ice Systems, Vernon Hills, USA 

Inkubator Heraeus Schütt Labortechnik, Göttingen, Deutschland 

Mixing Block MB 102 Bioer Technology, Hangzhou, China  

NanoDrop 2000 Spectrophotometer  Thermo Scientific, Wilmington, USA 

Pipettierhilfe pipetus Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt, Deutschland 

Plate centrifuge PerfectSpin P   Peqlab Biotechnology, Erlangen, Deutschland 

StepOnePlus Real-Time PCR System Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, 

USA 

Sonicator Misonix  QSonica L.L.C, Newtown, USA 

Wasserbad   Memmert GmbH, Schwabach, Deutschland 

Vortex VWR lab dancer  Bender & Hobein AG, Zürich, Schweiz 

Zentrifuge Megafuge 1.0R Unity lab services, Waltham, USA 

Zentrifuge 5415R   Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge Sigma 3-18K SciQuip, Newtown, UK 
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2.1.2 Software 

In der nachfolgenden Tabelle sind die verwendeten Softwares aufgeführt (Tabelle 2). 

Tabelle 2: Software. 

Software Hersteller 

Ixserv.4       ixmid Software, Köln, Deutschland 

Microsoft Office Microsoft Corporation, Redmond, USA 

Orbis Agfa HealthCare GmbH, Bonn, Deutschland 

GraphPad Prism 5 GraphPad Software, La Jolla, USA 

StepOne Software 2.3 Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, 

USA 

2.1.3 Gebrauchsmaterialien 

In der nachfolgenden Tabelle sind die verwendeten Gebrauchsmaterialien aufgeführt (Tabelle 

3). 

Tabelle 3: Gebrauchsmaterialien. 

Gebrauchsmaterial Hersteller 

Greiner Zentrifugenröhrchen 15 ml Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

Greiner Zentrifugenröhrchen 50 ml Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

MicroAmp Fast Optical Reaction 96-Well 

Plate 

Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, 

USA 

Mikroliter Pipetten 10, 100, 1000 μl  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Optical Adhesive covers, PCR-compatible Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, 

USA 

Paraffinfilm M  Bemis, Neenah, USA 

Pipettenspitzen 10, 100, 1000 μl  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Safe-lock-Röhrchen 1,5 ml  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Safe-lock-Röhrchen 2 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Serologische Pipetten 5, 10, 25 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

S-Monovette EDTA (Ethylendiamintetra-

acetat)-K 7,5 ml 

Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
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2.1.4 Chemikalien 

In der nachfolgenden Tabelle sind die verwendeten Chemikalien aufgeführt (Tabelle 4). 

Tabelle 4: Chemikalien. 

Chemikalie Hersteller 

Dulbecco's phosphate-buffered saline (PBS), 

(1x), steril  

Gibco, Life Technologies, Carlsbad, USA 

Ethanol (99,8 %) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Fast SYBR Green Mastermix Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, 

USA 

Lymphocyte Separation Medium (LSM) 

1077 

PAA Laboratories, GE Healthcare Europe, Freiburg, 

Deutschland 

Nukleasefreies Wasser  Quiagen, Hilden, Deutschland 

2.1.5 Kitsysteme 

In der nachfolgenden Tabelle sind die verwendeten Kitsysteme aufgeführt (Tabelle 5). 

Tabelle 5: Kitsysteme. 

Kitsystem Hersteller 

DNeasy Blood & Tissue Kit (250) Quiagen, Hilden, Deutschland 

Methylamp Methylated DNA Capture Kit Epigentek, Farmingdale, USA 

2.1.6 Ansatz für quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) 

In der nachfolgenden Tabelle ist der verwendete Ansatz für die quantitative Real-Time PCR 

näher beschrieben (Tabelle 6). 

Tabelle 6: Ansatz für qRT-PCR. 

Flüssigkeit Menge 

SYBR Green Mastermix 10 µl 

Vorwärtsprimer 20 µM  0,2 µl 

Rückwärtsprimer 20 µM 0,2 µl 

Nukleasefreies Wasser (NFW) 4,6 µl 
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2.1.7 Primer für quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) 

In der nachfolgenden Tabelle sind die verwendeten Primer für die quantitative Real-Time PCR 

aufgelistet (Tabelle 7). 

Tabelle 7: Primer für qRT-PCR. EPO, FEZ1, HIPK1, PAX3, RASAL1, RELAXIN3 vom Hersteller Eurofins 

MWG Operon, Ebersberg, Deutschland. 

Gen Oligoname Sequenz (5´ -> 3`) Ta 

°C 

Primerlänge 

(Basenpaare) 

EPO hEPOMeDIPxsF1 

hEPOMeDIPxsR1 

gagatggggttttaccatgttggcc 

gccaggcgtaggccgggcgcgg 

66 

66 

25 

22 

FEZ1 hFEZMeDIPF1 

hFEZMeDIPR1 

cccacaacaggccacaatagag 

cccaattactcgggaggctgag 

64 

64 

22 

22 

HIPK1 hHIPK1MeDIPF1 

hHIPK1MeDIPR1 

cccacggcggcaatgggagac 

gcctagcagaggagcttcactgcc 

64 

64 

21 

24 

PAX3 hPAX3MeDIPF1 

hPAX3MeDIPR1 

cttgaagcccagaagtcattg 

gccagccccgcgctctgcactgc 

60 

60 

21 

23 

RASAL1 hRASALMeDIPxs1F2 

hRASALMeDIPxs1R2 

gccacctcaccaggagccagcggcc 

ctaccggcaccccagtcatgcgc 

69 

69 

25 

23 

RELAXIN3 hRELAXIN3MeDIPF1 

hRELAXIN3MeDIPR1 

gggtgctgaccggggagctgtgg 

gggcaggtgtccctggctgaatgtg 

63 

63 

23 

25  

2.1.8 Patientenkollektiv 

Für die Erstellung des Patientenkollektivs ist jeweils im Rahmen der venösen Routineblutab-

nahme ein 7 ml großes EDTA-Blutröhrchen in der Universitätsmedizin Göttingen abgenom-

men worden. Grundlegende Voraussetzungen für die Teilnahme an der Studie waren die Voll-

jährigkeit und die Einverständniserklärung des Patienten1. Als Ausschlusskriterien galten die 

Ablehnung der Studie durch den Patienten, eine fehlende Einwilligungsfähigkeit oder Um-

stände, welche die Messungen oder deren Auswertungen störten. Weitere Ausschlusskriterien 

bestanden nicht. Eine Hospitalisierung oder eine Verlängerung der Hospitalisierung des Patien-

ten war nicht erforderlich. 

 

1 Aus Gründen der besseren Lesbarkeit wird die männliche Form im Folgenden benutzt. Damit können allerdings 
sowohl männliche als auch weibliche Patienten gleichermaßen gemeint sein. 
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Die Zustimmung der Ethikkommission der Universitätsmedizin Göttingen bezüglich der Un-

tersuchung und des Umgangs mit den Blutproben liegt vor (Antragsnummer DOK_24_2015). 

Das Patientenkollektiv beinhaltete 43 Patientenproben (Tabelle A.1 im Anhang). Als Ver-

gleichs-bzw. Korrelationsparameter sind Alter, Geschlecht2, Laborwerte wie Plasmakreatinin3, 

eGFR4, Harnstoff-N, Hämoglobin, Leukozyten, CRP sowie sofern vorliegend die kardiologi-

sche Grunderkrankung verwendet und retrospektiv ausgewertet worden. Die genannten Labor-

parameter wurden aus dem Routinelabor vom selben Tag, oder mit maximal einem Tag Abwei-

chung, erhoben. Inhomogene Messwerte der Triplikate eines Patienten wurden ausgeschlossen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
2 Die Geschlechtertrennung erfolgte lediglich nach männlichem und weiblichem Geschlecht, ohne dass an dieser 

Stelle weitere Geschlechteridentitäten erfasst worden sind. 

3 Verwendet wurde der Laborparameter des Plasmakreatinins aus der Routineblutabnahme. In den erstellten Gra-
phen wird nachfolgend das Plasmakreatinin als Kreatinin beschrieben. 

4 Berechnete GFR (MDRD-Formel, IDMS standardisiert) mit Richtwert > 60 ml/min/1.73 m2; aus Gründen der 
besseren Lesbarkeit im Folgenden als eGFR mit der Einheit ml/min angegeben. 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Isolation peripherer Blutlymphozyten 

Für die Separation der Blutprobe in Lymphozyten, Plasma und Erythrozyten wurden 7 ml 

EDTA Blut in ein 50 ml-Zentrifugenröhrchen überführt und dazu 10 ml steriles Dulbecco`s 

PBS hinzugefügt. Der Inhalt aus diesem 50 ml-Röhrchen wurde langsam mit einer 10 ml-Pipette 

in ein zweites 50 ml-Röhrchen pipettiert, in dem sich bereits 8 ml Lymphyzotenseperationsme-

dium befanden. Es ergaben sich zwei Phasen. Die Probe wurde anschließend für 30 Minuten 

ohne Bremse bei 2500 Umdrehungen/Minute (U/Minute) zentrifugiert. Nach dem Zentrifu-

gieren wurde der entstandene Lymphozytenring mit einer 10 ml-Pipette aufgenommen und in 

einem neuen Röhrchen bis 15 ml mit sterilem Dulbecco´s PBS aufgefüllt. Die Lymphozyten 

samt PBS wurden geschwenkt und dann ein weiteres Mal für 10 Minuten mit Bremse bei 1200 

U/Minute zentrifugiert, bevor das PBS bis zum Pellet abpipettiert und verworfen wurde. Das 

Pellet wurde anschließend erneut in 900 µl Dulbecco's PBS gelöst, in ein 1,5 ml-Safe-lock-Röhr-

chen überführt und wiederum für 2 Minuten bei 12000 U/Minute zentrifugiert. Daraufhin 

wurde der Überstand verworfen. Die nachfolgenden Schritte zur weiteren Extraktion erfolgten 

mithilfe des Kitsystems „DNeasy Blood & Tissue Kit“ von Quiagen. Dem Pellet wurden hier-

nach 200 µl PBS, 20 µl Proteinase K und 200 µl AL-Puffer gemäß dem Herstellerprotokoll des 

Kitsystems hinzugefügt. Danach wurde die Probe bei 56 °C für mindestens 10 Minuten mittels 

Mixing Block und nachfolgend mittels Vortex vermischt, anschließend zusammen mit 200 µl 

Ethanol (99,8 %) auf eine Säule gegeben und bei 8000 U/Minute zentrifugiert. Durch die Zu-

gabe von jeweils 500 µl AW1 und AW2-Waschpuffer sowie erneutes Zentrifugieren bei 8000 

bzw. 13500 U/Minute für 1 bis 3 Minuten wurde die Probe auf einer Kieselgelsäule gebunden 

und gereinigt. Am Ende wurde das Exempel in 100 µl nukleasefreiem Wasser durch Zentrifu-

gation eluiert und die Konzentration photometrisch bei 260/280 Nanometer (nm) mit dem 

NanoDrop 2000 Spectrophotometer gemessen. 

2.2.2 Methylated DNA immunoprecipitation (MeDIP) 

Die MeDIP-Methode ist auf eine Abspaltung und Anreicherung methylierter DNA-Fragmente 

durch Bindung eines Antikörpers an 5-Methylcytosin ausgerichtet und erfolgte, um die unter-

schiedlichen Methylierungswerte in der anschließenden quantitativen Real-Time PCR gezielter 

messen und vergleichen zu können. Verwendet wurde das Kitsystem „Methylamp Methylated 

DNA Capture Kit” von Epigentek. 

Jede aus dem Kapitel 2.2.1 gewonnene DNA-Probe wurde mit dem MC2-Reaktionspuffer aus 

dem Kitsystem aufgefüllt (Konzentration 1 µg DNA/200 µl). Nachfolgend wurden die DNA-
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Stränge mit Hilfe des Sonicatorgerätes gespalten und jede Probe 2 Minuten bei 95 °C erhitzt, 

um die DNA zu denaturieren und auf diese Weise eine spätere Bindung der DNA-Fragmente 

an den Antikörper zu ermöglichen. Die Probe wurde nach der Erhitzung sofort auf Eis gestellt, 

damit die DNA-Einzelstränge sich nicht wieder zusammenlagern konnten.  

Als Nächstes wurden die Proben auf eine vorbereitete Probenplatte (96-Well Plate) pipettiert. 

Die Vorbereitung der Probenplatte bestand zuvor darin, in jede Vertiefung (Well) der Platte 100 

µl MC1-Antikörperpuffer sowie 1 µl anti-5-Methylcytosin als Antikörper zu pipettieren und mit 

Paraffin abgedeckt für 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren zu lassen. Nach 60 Minuten 

wurde die Flüssigkeit von 101 µl MC1-Antikörperpuffer/anti-5-Methylcytosin verworfen und 

jedes Well mit zunächst 150 µl MC1-Bindungspuffer sowie mit 150 µl MC3-Waschpuffer gewa-

schen. Anschließend wurden 100 µl der fragmentierten und denaturierten DNA pro Well pipet-

tiert, mit Paraffin abgedeckt und für 120 Minuten mittels Belly dancer bei 50-100 U/Minute 

geschüttelt und inkubiert. Nach der Inkubation wurde jedes Well dreimal für jeweils eine Minute 

mit 150 µl MC3-Waschpuffer gewaschen.  

Ab diesem Schritt wurde nachfolgend für jede DNA-Probe zusätzlich auch ein Input als Kon-

trollprobe mitbehandelt. Jeweils 5 µl der fragmentierten und denaturierten DNA wurde als In-

put eingesetzt und als Kontrolle nicht mit anti-5-Methylcytosin behandelt (Verdünnungsfaktor 

1:20). Für alle Proben inkl. Input wurden hiernach pro Well 60 µl MC4-DNA-Lösungspuffer 

und 1 µl Proteinase K angesetzt, wovon in jedes Well 60 µl gegeben wurde und mit einem 

Deckel verschlossen für 60 Minuten im Wasserbad bei 65 °C eine Inkubation erfolgte. Im An-

schluss an diese Inkubation wurde zur Fällung der DNA jedem Well 180 µl Ethanol (99,8 %) 

hinzugefügt und die Proben jeweils auf eine mit 100 µl MC5-Bindungspuffer vorbereitete Säule 

gegeben. Nach dem Zentrifugieren bei 12000 U/Minute für 20 Sekunden wurde der Durchfluss 

verworfen und die Proben zweimal mit 200 µl Ethanol (90 %) gewaschen sowie ein weiteres 

Mal für 20 bzw. 35 Sekunden bei 12000 U/Minute zentrifugiert. Darauffolgend wurde die Säule 

in ein neues Safe-look-Röhrchen gesetzt, 20 µl MC6-Auswaschungspuffer auf den Filter gege-

ben und für 20 Sekunden bei 12000 U/Minute erneut in die Zentrifuge gestellt. Abschließend 

wurde jede Probe in 80 µl nukleasefreiem Wasser eluiert und letztmalig bei 12000 U/Minute für 

30 Sekunden zentrifugiert. 
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2.2.3 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) 

Basis für die quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) ist die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

mit dem Ziel der Amplifikation der Nukleinsäuren. Zusätzlich ist durch Hinzufügen eines Flu-

oreszenzfarbstoffes die Quantifizierung doppelsträngiger Moleküle möglich (Higuchi et al. 

1992).  

Pro Well wurden 5 µl methylierte DNA oder 5 µl Input als Probe aus Kapitel 2.2.2 verwendet. 

Es wurde jeweils ein Triplett pro Probe pipettiert. Begleitend erfolgte eine Negativkontrolle, um 

eine Kontamination mit fremder DNA auszuschließen. Zu jeder Probe wurden 15 µl eines vor-

bereiteten Ansatzes (siehe Tabelle 6, Seite 10) bestehend aus dem jeweiligen Primer (siehe Ta-

belle 7, Seite 11), nukleasefreiem Wasser und SYBR-Green-Mastermix als Fluoreszenzfarbstoff 

hinzugefügt. Anschließend wurde die StepOne-Software verwendet, um die DNA-Menge des 

Zielgens zu detektieren. Das Programm startete initial mit einem Zyklus für 10 Minuten bei 95 

°C, danach erfolgte die Amplifikation bei 95 °C über 15 Sekunden, 1 Minute bei der Annealing-

temperatur (Ta) des Primerpaares und 15 Sekunden bei erneut 95 °C. 40 Zyklen für jeweils 3 

Sekunden bei 95 °C und 30 Sekunden bei 60 °C schlossen sich an. Der am Ende vom Software-

programm angegebene cycle threshold (Ct-Wert) gab die Zyklusanzahl an, bei der der Schwellwert 

erreicht und ausreichend Fluoreszenzfarbstoff von der DNA gebunden wurde und ist umge-

kehrt äquivalent zur DNA-Menge des methylierten Gens. Je größer der Zyklus war, desto we-

niger methylierte DNA war in der Probe vorhanden. Zur Berechnung des ΔCt-Wertes, also der 

Relation zur Gesamt-DNA, wurde der Ct-Wert der Inputprobe von dem dazugehörigen Ct-

Wert der DNA-Probe subtrahiert. Um letztlich die relative DNA-Menge durch die Formel 2-

ddCt dividiert durch 20 zu berechnen, wurde zuvor der ddCt-Wert durch die Subtraktion der ΔCt-

Werte der jeweiligen Probe bestimmt. 

2.2.4 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung erfolgte mit freundlicher Unterstützung von Herrn PD Dr. med. 

Björn Tampe (Klinik für Nephrologie und Rheumatologie, Universitätsmedizin Göttingen, 

Deutschland) und Verwendung der Programme MS Office sowie Prism. Die Ergebnisse wurden 

nach mindestens dreimaliger Durchführung der Experimente als Mittelwert mit Standardfehler 

(SEM) und Signifikanzniveau (p-Wert) angegeben, welches mittels studentischen T-Tests ermit-

telt wurde. Als statistisch signifikant wurde ein p-Wert kleiner 0,05 definiert. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Etablierung von methylierter RASAL1-DNA in peripheren 

Blutlymphozyten 

Zunächst erfolgte eine Screeninguntersuchung von methylierten RASAL1-DNA-Fragmenten 

in peripheren Blutlymphozyten (PBL) von Patienten mit eingeschränkter und nicht einge-

schränkter Nierenfunktion. Die Nierenfunktion wurde hierbei anhand der geschätzten glome-

rulären Filtrationsrate (eGFR) in eingeschränkt (eGFR < 60 ml/min) und geringfügig bzw. nicht 

eingeschränkt (eGFR > 60 ml/min) unterschieden. Die Akkumulation von methylierten RA-

SAL1-Promotorfragmenten wurde mittels qRT-PCR analysiert und zeigte signifikant erhöhte 

Werte methylierter RASAL1-DNA in peripheren Blutlymphozyten von Patienten mit einge-

schränkter Nierenfunktion (Abbildung 3; Tabelle 8). 

 

Tabelle 8: Screeninganalyse von methylierter RASAL1-DNA und der Nierenfunktion. Methylierte RA-

SAL1-DNA wurde in Patienten mit einer eGFR < 60 ml/min und einer eGFR > 60 ml/min gemessen. 

Gen Vergleichsparameter Probenanzahl: 

eGFR < 60 ml/min 

Probenanzahl: 

eGFR > 60 ml/min 

p-Wert 

RASAL1   Nierenfunktion 3 3 0,0494 

 

 

Abbildung 3: Screeninganalyse von methylierter RASAL1-DNA und der Nierenfunktion.  Methylierte 

RASAL1-DNA in Patienten mit einer eGFR < 60 ml/min (n = 3) und einer eGFR > 60 ml/min (n = 3). (Der 

Graph zeigt die Mittelwerte ± SEM und den p-Wert.) 
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3.2 Validierung 

3.2.1  Validierung von methylierter DNA im Kontext der Nierenfunktion 

Zur Validierung der Ergebnisse aus Kapitel 3.1 erfolgte in einer größeren Patientenkohorte (n 

= 43) die Untersuchung von methylierter DNA und der Nierenfunktion in Patienten mit einer 

eGFR < 60 ml/min und einer eGFR > 60 ml/min für die Gene RASAL1, PAX3, FEZ1, 

HIPK1 und RELAXIN3 (Abbildung 4 A-E; Tabelle 9). Hierbei zeigte sich vor allem für RA-

SAL1 ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Methylierungswerte beider Vergleichsgrup-

pen, indem Patienten mit einer eGFR < 60 ml/min ein deutlich erhöhtes Methylierungslevel 

der DNA-Promotorfragmente aufwiesen (Abbildung 4 A). 

 

Tabelle 9: Validierungsanalyse von methylierter DNA und der Nierenfunktion. Methylierte RASAL1-

DNA wurde in Patienten mit einer eGFR < 60 ml/min und einer eGFR > 60 ml/min gemessen. 

Gen Vergleichsparameter Probenanzahl: 

eGFR < 60 

ml/min 

Probenanzahl: 

eGFR > 60 

ml/min 

p-Wert 

RASAL1 Nierenfunktion 20 23 0,0064 

PAX3 Nierenfunktion 20 23 0,1070 

FEZ1 Nierenfunktion 18 22 0,6656 

HIPK1 Nierenfunktion 20 23 0,4120 

RELAXIN3 Nierenfunktion 20 23 0,1063 
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A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

E 

 

Abbildung 4: Validierungsanalyse von methylierter DNA und der Nierenfunktion. (A) Methylierte RA-

SAL1-DNA in Patienten mit einer eGFR < 60 ml/min (n = 20) zu einer eGFR > 60 ml/min (n = 23). (B) Me-

thylierte PAX3-DNA in Patienten mit einer eGFR < 60 ml/min (n = 20) zu einer eGFR > 60 ml/min (n = 23). 

(C) Methylierte FEZ1-DNA in Patienten mit einer eGFR < 60 ml/min (n = 18) zu einer eGFR > 60 ml/min (n 

= 22). (D) Methylierte HIPK1-DNA in Patienten mit einer eGFR < 60 ml/min (n = 20) zu einer eGFR > 60 

ml/min (n = 23). (E) Methylierte RELAXIN3-DNA in Patienten mit einer eGFR < 60 ml/min (n = 20) zu einer 

eGFR > 60 ml/min (n = 23). (Die Graphen zeigen die Mittelwerte ± SEM und den p-Wert.) 
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3.2.2 Korrelationen von methylierter DNA, Leukozyten und Entzündungswerten  

In den Kapiteln 3.1 und 3.2.1 gelang der Nachweis von methylierter DNA in menschlichen 

PBL. PBL stellen eine Untergruppe der Leukozyten dar. Um zu klären, inwieweit daher eine 

unterschiedliche Leukozytenzahl oder eine Induktion der Leukozytenproduktion im Rahmen 

einer Entzündungsreaktion Einfluss auf das Methylierungslevel der DNA hat, erfolgten Korre-

lationsanalysen von methylierten DNA-Fragmenten zur Leukozytenzahl sowie von methylier-

ten DNA-Fragmenten zum C-reaktiven Protein (CRP). Die Untersuchungen erfolgten mittels 

qRT-PCR für die Gene RASAL1, PAX3, FEZ1, HIPK1 und RELAXIN3 in menschlichen 

PBL aller Patienten, bei denen Leukozytenzahl und CRP-Wert bekannt waren. Für alle Gene 

zeigten sich keine signifikanten Korrelationen von methylierter DNA zur Leukozytenzahl (Ab-

bildung 5 A-E; Tabelle 10) oder zum CRP-Wert (Abbildung 6 A-E; Tabelle 11). 

 

Tabelle 10: Analyse von methylierter DNA in Korrelation zur Leukozytenzahl. 

Gen Korrelations-

parameter 

Proben-

anzahl 

p-Wert r2 Steigung 

RASAL1 Leukozyten 39 0,3048 0,02844 0,0006898 ± 0,0006628 

PAX3 Leukozyten 39 0,8718 0,0007128 0,001392 ± 0,008569 

FEZ1 Leukozyten 36 0,7215 0,003785 0,0002739 ± 0,0007621 

HIPK1 Leukozyten 39 0,1880 0,04638 0,001057 ± 0,0007884 

RELAXIN3 Leukozyten 39 0,5424 0,01011 0.0002763 ± 0.0004495 

 

Tabelle 11: Analyse von methylierter DNA in Korrelation zum CRP. 

Gen Korrelations-

parameter 

Proben-

anzahl 

p-Wert r2 Steigung 

RASAL1 CRP 31 0,9983 0,000000153 -0.0000001346 ± 

0.00006372 

PAX3 CRP 31 0,6992 0,005223 -0,0003215 ± 0,0008239 

FEZ1 CRP 28 0,0881 0,1078 0,0001423 ± 0,00008030 

HIPK1 CRP 31 0,7352 0,004004 -0,00002410 ± 0,00007059 

RELAXIN3 CRP 31 0,3567 0,02936 0.00004188 ± 0.00004471 
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Abbildung 5: Korrelationen von methylierter DNA zur Leukozytenzahl. (A) Methylierte RASAL1-DNA 

in Korrelation zu Leukozyten (n = 39). (B) Methylierte PAX3-DNA in Korrelation zu Leukozyten (n = 39). (C) 

Methylierte FEZ1-DNA in Korrelation zu Leukozyten (n = 36). (D) Methylierte HIPK1-DNA in Korrelation zu 

Leukozyten (n = 39). (E) Methylierte RELAXIN3-DNA in Korrelation zu Leukozyten (n = 39). (Die Graphen 

zeigen lineare Regressionsanalysen samt p-Wert.) 

 



Ergebnisse 21 

 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

 

E 

 

Abbildung 6: Korrelationen von methylierter DNA zum CRP. (A) Methylierte RASAL1-DNA in Korrela-

tion zum CRP (n = 31). (B) Methylierte PAX3-DNA in Korrelation zum CRP (n = 31). (C) Methylierte FEZ1-

DNA in Korrelation zum CRP (n = 28). (D) Methylierte HIPK1-DNA in Korrelation zum CRP (n = 31). (E) 

Methylierte RELAXIN3-DNA in Korrelation zum CRP (n = 31). (Die Graphen zeigen lineare Regressionsanaly-

sen samt p-Wert.) 
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3.2.3 Korrelationen von methylierter DNA und allgemeinen Patientencharakteristika 

Das Patientenkollektiv (n = 43) bestand sowohl aus männlichen (n = 28) als auch aus weiblichen 

(n = 15) Patienten. Ebenso stammten die Probanden aus verschiedenen Altersklassen. Um eine 

Abhängigkeit der Methylierungswerte von grundlegenden, allgemeinen Patientencharakteristika 

beurteilen zu können, erfolgten Analysen von methylierten DNA-Fragmenten und dem Patien-

tenalter bzw. dem Geschlecht. In den folgenden Untersuchungen zeigten sich für die Gene 

RASAL1, PAX3, FEZ1, HIPK1 und RELAXIN3 jeweils keine signifikanten Zusammenhänge 

zwischen methylierter DNA und dem Alter (Abbildung 7 A-E; Tabelle 12) oder methylierter 

DNA und dem Geschlecht (Abbildung 8 A-E; Tabelle 13). 

 

Tabelle 12: Analyse von methylierter DNA in Korrelation zum Alter. 

Gen Korrelations-

parameter 

Proben-

anzahl 

p-Wert r2 Steigung 

RASAL1 Alter 43 0,3531 0,02106 0,0001302 ± 0,0001386 

PAX3 Alter 43 0,0693 0,07821 -0,003223 ± 0,001728 

FEZ1 Alter 40 0,1655 0,04999 0,0002149 ± 0,0001520 

HIPK1 Alter 43 0,3307 0,02309 -0,0001668 ± 0,0001694 

RELAXIN3 Alter 43 0,1016 0,06402 0.0001515 ± 0.00009047 

 

Tabelle 13: Analyse von methylierter DNA und dem Geschlecht. 

 

Gen Vergleichsparameter Probenanzahl: 

Männlich 

Probenanzahl: 

Weiblich 

p-Wert 

RASAL1 Geschlecht 28 15 0,8842 

PAX3 Geschlecht 28 15 0,4836 

FEZ1 Geschlecht 25 15 0,5959 

HIPK1 Geschlecht 28 15 0,7019 

RELAXIN3 Geschlecht 28 15 0,2858 



Ergebnisse 23 

 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

 

E 

 

Abbildung 7: Korrelationen von methylierter DNA zum Alter. (A) Methylierte RASAL1-DNA in Korrela-

tion zum Alter (n = 43). (B) Methylierte PAX3-DNA in Korrelation zum Alter (n = 43). (C) Methylierte FEZ1-

DNA in Korrelation zum Alter (n = 40). (D) Methylierte HIPK1-DNA in Korrelation zum Alter (n = 43). (E) 

Methylierte RELAXIN3-DNA in Korrelation zum Alter (n = 43). (Die Graphen zeigen lineare Regressionsanaly-

sen samt p-Wert.) 
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Abbildung 8: Analysen von methylierter DNA und dem Geschlecht. (A) Methylierte RASAL1-DNA im 

männlichen (n = 28) zum weiblichen (n = 15) Geschlecht. (B) Methylierte PAX3-DNA im männlichen (n = 28) 

zum weiblichen (n = 15) Geschlecht. (C) Methylierte FEZ1-DNA im männlichen (n = 25) zum weiblichen (n = 

15) Geschlecht. (D) Methylierte HIPK1-DNA im männlichen (n = 28) zum weiblichen (n = 15) Geschlecht. (E) 

Methylierte RELAXIN3-DNA im männlichen (n = 28) zum weiblichen (n = 15) Geschlecht. (Die Graphen zeigen 

die Mittelwerte ± SEM und den p-Wert.) 
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3.2.4 Korrelationen von methylierter DNA und Nierenretentionsparametern 

Um die Analysen bezüglich der Nierenfunktion aus den Kapiteln 3.1 und 3.2.1 genauer zu cha-

rakterisieren, schlossen sich Korrelationsanalysen hinsichtlich der einzelnen Nierenretentions-

parameter Plasmakreatinin, eGFR und Harnstoff-N für die Gene RASAL1, PAX3, FEZ1, 

HIPK1 und RELAXIN3 an (Abbildung 9 A-E; Abbildung 10 A-E; Abbildung 11 A-E; Tabelle 

14; Tabelle 15; Tabelle 16). Die korrelativen Analysen zeigten, dass eine zunehmende Nieren-

funktionseinschränkung (Anstieg Plasmakreatinin und Harnstoff-N, eGFR-Abfall) mit einer 

Akkumulation von methylierter RASAL1-DNA (Abbildung 9 A; Abbildung 10 A; Abbildung 

11 A) assoziiert ist. Auch methylierte PAX3-DNA und methylierte RELAXIN3-DNA akku-

mulierten jeweils bei ansteigendem Plasmakreatinin und abfallender eGFR (Abbildung 9 B, E; 

Abbildung 10 B, E). Bezüglich dem Parameter Harnstoff-N waren die Ergebnisse für die Gene 

PAX3 und RELAXIN3 weniger deutlich, ebenso insgesamt für die übrigen Gene FEZ1 und 

HIPK1 (Abbildung 9 C-D; Abbildung 10 C-D; Abbildung 11 B-E). 

 

Tabelle 14: Analyse von methylierter DNA in Korrelation zum Kreatinin. 

Gen Korrelations-

parameter 

Proben-

anzahl 

p-Wert r2 Steigung 

RASAL1 Kreatinin 43 0,0016 0,2170 0,008642 ± 0,002563 

PAX3 Kreatinin 43 0,0240 0,1182 0,08194 ± 0,03494 

FEZ1 Kreatinin 40 0,7224 0,003359 0,001132 ± 0,003163 

HIPK1 Kreatinin 43 0,6240 0,005916 0,001745 ± 0,003534 

RELAXIN3 Kreatinin 43 0,0559 0,08626 0.003636 ± 0.001848 
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Tabelle 15: Analyse von methylierter DNA in Korrelation zur eGFR. 

Gen Korrelations-

parameter 

Proben-

anzahl 

p-Wert r2 Steigung 

RASAL1 eGFR 43 < 0,0001 0,3216 -0,0005486 ± 0,0001244 

PAX3 eGFR 43 0,0085 0,1570 -0,004924 ± 0,001782 

FEZ1 eGFR 40 0,7751 0,002173 0,00004780 ± 0,0001662 

HIPK1 eGFR 43 0,4943 0,01147 -0,0001267 ± 0,0001837 

RELAXIN3 eGFR 43 0,0592 0,08412 -0.0001872 ± 0.00009649 

 

Tabelle 16: Analyse von methylierter DNA in Korrelation zum Harnstoff-N. 

Gen Korrelations-

parameter 

Proben-

anzahl 

p-Wert r2 Steigung 

RASAL1 Harnstoff-N 31 0,0005 0,3484 0,0003866 ± 0,00009818 

PAX3 Harnstoff-N 31 0,2276 0,04979 0,001995 ± 0,001619 

FEZ1 Harnstoff-N 29 0,7650 0,003365 0,00003044 ± 0,0001008 

HIPK1 Harnstoff-N 31 0,8499 0,001256 -0,00003041 ± 0,0001592 

RELAXIN3 Harnstoff-N 31 0,1108 0,08535 0.0001164 ± 0.00007075 
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Abbildung 9: Korrelationen von methylierter DNA zum Kreatinin. (A) Methylierte RASAL1-DNA in Kor-

relation zum Kreatinin (n = 43). (B) Methylierte PAX3-DNA in Korrelation zum Kreatinin (n = 43). (C) Methy-

lierte FEZ1-DNA in Korrelation zum Kreatinin (n = 40). (D) Methylierte HIPK1-DNA in Korrelation zum Kre-

atinin (n = 43). (E) Methylierte RELAXIN3-DNA in Korrelation zum Kreatinin (n = 43). (Die Graphen zeigen 

lineare Regressionsanalysen samt p-Wert.) 
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Abbildung 10: Korrelationen von methylierter DNA zur eGFR. (A) Methylierte RASAL1-DNA in Korre-

lation zur eGFR (n = 43). (B) Methylierte PAX3-DNA in Korrelation zur eGFR (n = 43). (C) Methylierte FEZ1-

DNA in Korrelation zur eGFR (n = 40). (D) Methylierte HIPK1-DNA in Korrelation zur eGFR (n = 43). (E) 

Methylierte RELAXIN3-DNA in Korrelation zur eGFR (n = 43). (Die Graphen zeigen lineare Regressionsanaly-

sen samt p-Wert.) 
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Abbildung 11: Korrelationen von methylierter DNA zum Harnstoff-N. (A) Methylierte RASAL1-DNA in 

Korrelation zum Harnstoff-N (n = 31). (B) Methylierte PAX3-DNA in Korrelation zum Harnstoff-N (n = 31). 

(C) Methylierte FEZ1-DNA in Korrelation zum Harnstoff-N (n = 29). (D) Methylierte HIPK1-DNA in Korrela-

tion zum Harnstoff-N (n = 31). (E) Methylierte RELAXIN3-DNA in Korrelation zum Harnstoff-N (n = 31). 

(Die Graphen zeigen lineare Regressionsanalysen samt p-Wert.) 
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3.3 Analysen von methylierter EPO-DNA 

Im Rahmen einer Niereninsuffizienz ist gehäuft das Auftreten einer Anämie mit erniedrigten 

Erythropoetintitern im Blut beobachtet worden (Erslev und Besarab 1997). Als Basisuntersu-

chung erfolgte in diesem Rahmen zunächst eine Korrelationsanalyse von methylierter RA-

SAL1-DNA und den Hämoglobinwerten der gesamten Patientenkohorte. Hier zeigte sich eine 

Akkumulation von methylierter RASAL1-DNA bei niedrigem Hämoglobin (Abbildung 12 A; 

Tabelle 17). Anschließend schlossen sich Untersuchungen hinsichtlich methylierter EPO-DNA 

und Hämoglobinwerten an. In den Korrelationsanalysen aller Proben, bei denen ein Hämoglo-

binwert vorlag, wurden die Patienten zunächst unabhängig vom Ausmaß ihrer Nierenfunkti-

onseinschränkung berücksichtigt. Hierbei zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang (Abbil-

dung 12 B). In der differenzierten, korrelativen Betrachtung von Hämoglobinwerten und me-

thylierter EPO-DNA in Patienten mit einem Kreatininwert von mindestens > 1,5 mg/dl (n = 

9) ließ sich eine Akkumulation methylierter EPO-DNA bei niedrigen Hämoglobinwerten signi-

fikant nachweisen (Abbildung 12 C). Es erfolgten weitere Analysen, in denen Nierenretentions-

parameter und allgemeine Patientencharakteristika als Korrelationsparameter untersucht wur-

den. Ein Einfluss der allgemeinen Patientencharakteristika (Alter, Geschlecht) erschien in den 

korrelativen Analysen unwahrscheinlich, ebenso stellte sich bezüglich der Leukozytenzahl oder 

-induktion durch entzündliche Prozesse in den erhobenen Daten kein signifikanter Zusammen-

hang zu methylierter EPO- DNA dar (Abbildung 13 A-B; Abbildung 14 A-B; Tabelle 18). Hin-

sichtlich der Nierenfunktion und der Nierenretentionsparameter (Plasmakreatinin, eGFR, 

Harnstoff-N) ergaben sich für die heterogene Patientenkohorte keine signifikanten Akkumula-

tionen methylierter EPO-DNA (Abbildung 15 A-D). 

 

Tabelle 17: Korrelation von methylierter RASAL1-DNA zum Hämoglobin. 

Gen Korrelations-

parameter 

Probenanzahl p-Wert r2 Steigung 

RASAL1 Hämoglobin 39 0,0122 0,1581 -0.002664 ± 0.001011 
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Tabelle 18: Analyse von methylierter EPO-DNA.  

Gen Korrelations-/ 

Vergleichspa-

rameter 

Probenanzahl p-Wert r2 Steigung 

EPO Hämoglobin 36 0,1412 0,06257 0,002162 ± 0,001435 

EPO Hämoglobin Kreatininwert >1,5 

mg/dl: 9 

0,0344   

EPO Alter 40 0,2511 0,03451 0,0002245 ± 0,0001927 

EPO Geschlecht Männlich: 25  

Weiblich: 15 

0,4375   

EPO Nierenfunktion eGFR < 60 ml/min: 

18 

eGFR > 60 ml/min: 

22 

0,5187   

EPO Kreatinin 40 0,9979 0,000000

1871 

0,00001106 ± 0,004146 
 

EPO eGFR 40 0,6788 0,004561 0,00008989 ± 0,0002154 

EPO Harnstoff-N 30 0,8200 0,001880 - 0,00004080 ± 0,0001777 

EPO Leukozyten 36 0,5150 0,01257 0,0005940 ± 0,0009028 

EPO CRP 28 0,7298 0,004665 0,00003295 ± 0,00009439 

Als Korrelations-/Vergleichsparameter wurden das Alter, das Geschlecht, eine eingeschränkte (eGFR < 60 

ml/min) und nicht eingeschränkte (eGFR > 60 ml/min) Nierenfunktion sowie Laborparameter wie Kreatinin, 

eGFR, Harnstoff-N, Leukozyten, CRP und Hämoglobin untersucht. 
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Abbildung 12: Korrelationen von methylierter RASAL1- und EPO-DNA zum Hämoglobin. (A) Methy-

lierte RASAL1-DNA in Korrelation zum Hämoglobin (n = 39). (B) Methylierte EPO-DNA in Korrelation zum 

Hämoglobin unabhängig vom Ausmaß der Nierenfunktionseinschränkung (n = 36). (C) Methylierte EPO-DNA in 

Korrelation zum Hämoglobin bei Patienten mit einem Kreatininwert von mindestens >1,5 mg/dl (n = 9). (Die 

Graphen zeigen lineare Regressionsanalysen samt p-Wert.) 
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Abbildung 13: Analysen von methylierter EPO-DNA und allgemeinen Patientencharakteristika (Alter, 

Geschlecht). (A) Methylierte EPO-DNA in Korrelation zum Alter (n = 40). (Der Graph zeigt eine lineare Regres-

sionsanalysen samt p-Wert.) (B) Analyse von methylierter EPO-DNA im männlichen (n = 25) zum weiblichen (n 

= 15) Geschlecht. (Der Graph zeigt die Mittelwerte ± SEM und den p-Wert.) 
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Abbildung 14: Korrelationen von methylierter EPO-DNA zur Leukozytenzahl und zum CRP. (A) Me-

thylierte EPO-DNA in Korrelation zu Leukozyten (n = 36). (B) Methylierte EPO-DNA in Korrelation zum CRP 

(n = 28). (Die Graphen zeigen lineare Regressionsanalysen samt p-Wert.) 
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Abbildung 15: Analysen von methylierter EPO-DNA und der Nierenfunktion. (A) Methylierte EPO-DNA 

in Patienten mit einer eGFR < 60 ml/min (n = 18) zu einer eGFR > 60 ml/min (n = 22). (Der Graph zeigt die 

Mittelwerte ± SEM und den p-Wert.) (B) Methylierte EPO-DNA in Korrelation zum Kreatinin (n = 40). (C) Me-

thylierte EPO-DNA in Korrelation zur eGFR (n = 40). (D) Methylierte EPO-DNA in Korrelation zum Harnstoff-

N (n = 30). (Die Graphen B-D zeigen lineare Regressionsanalysen samt p-Wert.) 
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3.4 Analysen von methylierter DNA und Erkrankungen mit 

kardiovaskulärer Pathologie 

Da in Kapitel 3.2.2 eine Assoziation von eingeschränkter Nierenfunktion und erhöhten Mess-

werten methylierter DNA nachgewiesen werden konnte, stellte sich die Frage, inwieweit erhöhte 

DNA-Methylierungswerte auch mit Erkrankungen, die eine kardiovaskuläre Pathologie aufwei-

sen, verknüpft werden können. Unter diesem Aspekt wurden die Patienten hinsichtlich bekann-

ter Herzinsuffizienz (HF), koronarer Herzkrankheit (KHK) und eingeschränkter Ejektionsfrak-

tion (EF) untersucht. Zusätzliche kardiovaskuläre Risikofaktoren wie eine arterielle Hypertonie, 

Hyperlipidämie etc. wurden nicht weitergehend berücksichtigt und führten zu keinem Aus-

schluss.  

Zum einen wurden Patienten mit klinischen Hinweisen auf eine Herzinsuffizienz (n = 15) un-

tersucht, hierbei wurden in dieser Gruppe sowohl Patienten mit reduzierter als auch mit erhal-

tener EF berücksichtigt. Als Kontrollgruppe verblieb das restliche Patientenkollektiv, bei dem 

weder klinische Hinweise auf eine Herzinsuffizienz noch auf eine eingeschränkte EF beschrie-

ben waren. Untersucht wurden die Gene RASAL1, PAX3, FEZ1, HIPK1, RELAXIN3 und 

EPO (Tabelle 19). Für das Gen RELAXIN3 zeigte sich in der Gruppe der Erkrankten eine 

vermehrte Methylierung (Abbildung 16 E), für die anderen Gene war dies im Vergleich zu den 

Patienten ohne Zeichen einer Herzinsuffizienz nicht oder weniger deutlich festzustellen (Abbil-

dung 16 A-D, F). Zum anderen erfolgten weitere Analysen, in denen die Patienten mit Zeichen 

einer Herzinsuffizienz hinsichtlich ihrer Nierenfunktion als zweiten Parameter unterschieden 

wurden. Hierbei zeigten sich für alle untersuchten Gene vermehrte Methylierungen jeweils in 

der Gruppe der Erkrankten mit Herzinsuffizienz und einer eGFR < 60 ml/min (Abbildung 17 

A-F; Tabelle 20), insbesondere waren die Ergebnisse diesbezüglich für die Gene RASAL1 und 

RELAXIN3 signifikant (Abbildung 17 A; Abbildung 17 E). Die Nierenfunktion wurde anhand 

der eGFR unterschieden und genauso wie in Kapitel 3.2.1 in eine eingeschränkte (eGFR < 60 

ml/min) und geringfügig bzw. nicht eingeschränkte Nierenfunktion (eGFR > 60 ml/min) un-

terteilt. 

Im Hinblick auf eine koronare Herzerkrankung (KHK) zeigte sich in Patienten mit KHK (n = 

16) keine signifikante Hypermethylierung bezüglich der Gene RASAL1, PAX3, FEZ1, HIPK1, 

RELAXIN3 und EPO gegenüber den Patienten ohne bekannte KHK (Abbildung 18 A-F; Ta-

belle 21). Berücksichtigt wurden Patienten, bei denen eine KHK im Vorfeld diagnostiziert wor-

den war. Patienten, bei denen zum Zeitpunkt der Untersuchung der Verdacht bzw. eine aktuelle 

Abklärung ohne bisheriges Endergebnis vorlag, wurden weder in der Gruppe der Erkrankten 

noch in der Kontrollgruppe berücksichtigt. Auch in Bezug auf die KHK erfolgten im Anschluss 
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weitere Analysen, in denen die Unterscheidung in Patienten mit KHK und einer eGFR < 60 

ml/min sowie Patienten mit KHK und einer > eGFR 60 ml/min vorgenommen wurde (Tabelle 

22). Für alle untersuchten Gene (RASAL1, PAX3, FEZ1, HIPK1, RELAXIN3, EPO) zeigten 

sich erhöhte Methylierungswerte in Patienten mit KHK und einer eGFR < 60 ml/min, wobei 

die Daten allerdings nicht signifikant waren (Abbildung 19 A-F). 

Zuletzt wurden Patienten mit bekannter Einschränkung der EF untersucht (n = 11). Hierbei 

wurde zunächst das exakte Ausmaß der EF-Einschränkung nicht weiter berücksichtigt, sondern 

die Patienten mit einer EF ≤ 50 % als reine Screeninganalyse mit dem restlichen Patientenkol-

lektiv verglichen. Patienten, bei denen klinisch eine Herzinsuffizienz als Diagnose beschrieben 

war, aber keine EF vorlag, wurden weder in der Gruppe der Erkrankten noch in der Kontroll-

gruppe berücksichtigt. Bezüglich der eingeschränkten Ejektionsfraktion (einge. EF) unterschie-

den sich die vorliegenden Patientengruppen hinsichtlich der Gene RASAL1, PAX3, FEZ1, 

HIPK1 und EPO nicht bedeutsam (Abbildung 20 A-D; Abbildung 20 F; Tabelle 23). Lediglich 

für RELAXIN3 zeigten sich die Methylierunsgwerte bei Erkrankten im Vergleich zur Kontroll-

gruppe deutlicher erhöht (Abbildung 20 E). In weiteren Analysen stellten sich in Patienten mit 

einer EF ≤ 50 % und einer eGFR < 60 ml/min für alle untersuchten Gene erhöhte, aber nicht 

bedeutend unterschiedliche Hypermethylierungen im Vergleich zu den Patienten mit EF ≤ 50% 

und einer eGFR > 60 ml/min dar (Abbildung 21 A-F; Tabelle 24).  

Letztlich wurde die Ejektionsfraktion (n = 11) zu dem Methylierungsgrad der DNA korreliert, 

ohne dass sich aber diesbezüglich signifikante Werte für die untersuchten Gene zeigten (Abbil-

dung 22 A-F;  Tabelle 25). 

 

Tabelle 19: Analyse von methylierter DNA in Patienten mit und ohne bekannte Herzinsuffizienz (HF). 

Gen Vergleichsparameter Probenanzahl: 

HF 

Probenanzahl: 

Keine HF be-

kannt 

p-Wert 

RASAL1 HF 15 28 0,6711 

PAX3 HF 15 28 0,1395 

FEZ1 HF 12 28 0,3579 

HIPK1 HF 15 28 0,2770 

RELAXIN3 HF 15 28 0,0511 

EPO HF 13 27 0,5400 
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Tabelle 20: Analyse von methylierter DNA in Patienten mit Herzinsuffizienz (HF) zur Nierenfunktion. 

Gen Vergleichsparameter Probenanzahl:  

HF + eGFR    

< 60 ml/min 

Probenanzahl:  

HF + eGFR       

> 60 ml/min 

p-Wert 

RASAL1 HF und Nierenfunktion 8 7 0,0408 

PAX3 HF und Nierenfunktion 8 7 0,1993 

FEZ1 HF und Nierenfunktion 6 6 0,3372 

HIPK1 HF und Nierenfunktion 8 7 0,0529 

RELAXIN3 HF und Nierenfunktion 8 7 0,0155 

EPO HF und Nierenfunktion 7 6 0,2863 
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Abbildung 16: Analysen von methylierter DNA in Patienten mit und ohne bekannte Herzinsuffizienz 

(HF). (A) Methylierte RASAL1-DNA in Patienten mit (n = 15) und ohne (n = 28) bekannte HF. (B) Methylierte 

PAX3-DNA in Patienten mit (n = 15) und ohne (n = 28) bekannte HF. (C) Methylierte FEZ1-DNA in Patienten 

mit (n = 12) und ohne (n = 28) bekannte HF. (D) Methylierte HIPK1-DNA in Patienten mit (n = 15) und ohne (n 

= 28) bekannte HF. (E) Methylierte RELAXIN3-DNA in Patienten mit (n = 15) und ohne (n = 28) bekannte HF. 

(F) Methylierte EPO-DNA in Patienten mit (n = 13) und ohne (n = 28) bekannte HF. (Die Graphen zeigen die 

Mittelwerte ± SEM und den p-Wert.) 
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Abbildung 17: Analysen von methylierter DNA in Patienten mit Herzinsuffizienz (HF) zur Nierenfunk-

tion. (A) Methylierte RASAL1-DNA in Patienten mit HF und eGFR < 60 ml/min (n = 8) zu HF und eGFR > 

60 ml/min (n = 7). (B) Methylierte PAX3-DNA in Patienten mit HF und eGFR < 60 ml/min (n = 8) zu HF und 

eGFR > 60 ml/min (n = 7). (C) Methylierte FEZ1-DNA in Patienten mit HF und eGFR < 60 ml/min (n = 6) zu 

HF und eGFR > 60 ml/min (n = 6). (D) Methylierte HIPK1-DNA in Patienten mit HF und eGFR < 60 ml/min 

(n = 8) zu HF und eGFR > 60 ml/min (n = 7). (E) Methylierte RELAXIN3-DNA in Patienten mit HF und eGFR 

< 60 ml/min (n = 8) zu HF und eGFR > 60 ml/min (n = 7). (F) Methylierte EPO-DNA in Patienten mit HF und 
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eGFR < 60 ml/min (n = 7) zu HF und eGFR > 60 ml/min (n = 6). (Die Graphen zeigen die Mittelwerte ± SEM 

und den p-Wert.) 

 

Tabelle 21: Analyse von methylierter DNA in Patienten mit und ohne bekannte KHK. 

 

Tabelle 22: Analyse von methylierter DNA in Patienten mit KHK zur Nierenfunktion. 

 

Gen Vergleichsparameter Probenanzahl: 

KHK 

Probenanzahl:   

Keine KHK bekannt 

p-Wert 

RASAL1 KHK 16 24 0,6961 

PAX3 KHK 16 24 0,0715 

FEZ1 KHK 13 24 0,1581 

HIPK1 KHK 16 24 0,2942 

RELAXIN3 KHK 16 24 0,2576 

EPO KHK 15 23 0,5729 

Gen Vergleichsparameter Probenanzahl: 

KHK + eGFR 

< 60 ml/min 

Probenanzahl: 

KHK + eGFR 

> 60 ml/min 

p-Wert 

RASAL1 KHK und Nierenfunktion 9 7 0,2045 

PAX3 KHK und Nierenfunktion  9 7 0,1990 

FEZ1 KHK und Nierenfunktion  7 6 0,9355 

HIPK1 KHK und Nierenfunktion  9 7 0,2158 

RELAXIN3 KHK und Nierenfunktion  9 7 0,3150 

EPO KHK und Nierenfunktion  8 7 0,5987 
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Abbildung 18: Analysen von methylierter DNA in Patienten mit und ohne bekannte KHK. (A) Methy-

lierte RASAL1-DNA in Patienten mit (n = 16) und ohne (n = 24) bekannte KHK. (B) Methylierte PAX3-DNA 

in Patienten mit (n = 16) und ohne (n = 24) bekannte KHK. (C) Methylierte FEZ1-DNA in Patienten mit (n = 

13) und ohne (n = 24) bekannte KHK. (D) Methylierte HIPK1-DNA in Patienten mit (n = 16) und ohne (n = 24) 

bekannte KHK. (E) Methylierte RELAXIN3-DNA in Patienten mit (n = 16) und ohne (n = 24) bekannte KHK. 

(F) Methylierte EPO-DNA in Patienten mit (n = 15) und ohne (n = 24) bekannte KHK. (Die Graphen zeigen die 

Mittelwerte ± SEM und den p-Wert.) 
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Abbildung 19: Analysen von methylierter DNA in Patienten mit KHK zur Nierenfunktion. (A) Methyl-

ierte RASAL1-DNA in Patienten mit KHK und eGFR < 60 ml/min (n = 9) zu KHK und eGFR > 60 ml/min (n 

= 7). (B) Methylierte PAX3-DNA in Patienten mit KHK und eGFR < 60 ml/min (n = 9) zu KHK und eGFR > 

60 ml/min (n = 7). (C) Methylierte FEZ1-DNA in Patienten mit KHK und eGFR < 60 ml/min (n = 7) zu KHK 

und eGFR > 60 ml/min (n = 6). (D) Methylierte HIPK1-DNA in Patienten mit KHK und eGFR < 60 ml/min (n 

= 9) zu KHK und eGFR > 60 ml/min (n = 7). (E) Methylierte RELAXIN3-DNA in Patienten mit KHK und 
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eGFR < 60 ml/min (n = 9) zu KHK und eGFR > 60 ml/min (n = 7). (F) Methylierte EPO-DNA in Patienten mit 

KHK und eGFR < 60 ml/min (n = 8) zu KHK und eGFR > 60 ml/min (n = 7). (Die Graphen zeigen die 

Mittelwerte ± SEM und den p-Wert.) 

 

Tabelle 23: Analyse von methylierter DNA in Patienten mit und ohne eingeschränkte Ejektionsfraktion 

(einge. EF). 

Gen Vergleichsparameter Probenanzahl:  

Eingeschränkte 

EF 

Probenanzahl:   

Keine einge. 

EF bekannt 

p-Wert 

RASAL1 Eingeschränkte EF 11 29 0,7732 

PAX3 Eingeschränkte EF 11 29 0,1023 

FEZ1 Eingeschränkte EF 8 29 0,1337 

HIPK1 Eingeschränkte EF 11 29 0,4238 

RELAXIN3 Eingeschränkte EF 11 29 0,0220 

EPO Eingeschränkte EF 10 28 0,3135 

 

Tabelle 24: Analyse von methylierter DNA in Patienten mit eingeschränkter EF (einge. EF) zur Nieren-

funktion. 

Gen Vergleichsparameter Probenanzahl:  

Einge. EF + 

eGFR < 60 

ml/min 

Probenanzahl:  

Einge. EF + 

eGFR > 60 

ml/min 

p-Wert 

RASAL1 Einge. EF und Nierenfunktion 7 4 0,1382 

PAX3 Einge. EF und Nierenfunktion  7 4 0,4375 

FEZ1 Einge. EF und Nierenfunktion  5 3 0,6377 

HIPK1 Einge. EF und Nierenfunktion  7 4 0,2250 

RELAXIN3 Einge. EF und Nierenfunktion  7 4 0,1481 

EPO Einge. EF und Nierenfunktion  6 4 0,4199 
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Abbildung 20: Analysen von methylierter DNA in Patienten mit und ohne eingeschränkte EF (einge. 

EF). (A) Methylierte RASAL1-DNA in Patienten mit (n = 11) und ohne (n = 29) einge. EF. (B) Methylierte 

PAX3-DNA in Patienten mit (n = 11) und ohne (n = 29) einge. EF. (C) Methylierte FEZ1-DNA in Patienten mit 

(n = 8) und ohne (n = 29) einge. EF. (D) Methylierte HIPK1-DNA in Patienten mit (n = 11) und ohne (n = 29) 

einge. EF. (E) Methylierte RELAXIN3-DNA in Patienten mit (n = 11) und ohne (n = 29) einge. EF. (F) Methy-

lierte EPO-DNA in Patienten mit (n = 10) und ohne (n = 28) einge. EF. (Die Graphen zeigen die Mittelwerte ± 

SEM und den p-Wert.) 
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Abbildung 21: Analysen von methylierter DNA in Patienten mit eingeschränkter EF zur Nierenfunktion. 

(A) Methylierte RASAL1-DNA in Patienten mit einge. EF und eGFR < 60 ml/min (n = 7) zu einge. EF und 

eGFR > 60 ml/min (n = 4). (B) Methylierte PAX3-DNA in Patienten mit einge. EF und eGFR < 60 ml/min (n 

= 7) zu einge. EF und eGFR > 60 ml/min (n = 4). (C) Methylierte FEZ1-DNA in Patienten mit einge. EF und 

eGFR < 60 ml/min (n = 5) zu einge. EF und eGFR > 60 ml/min (n = 3). (D) Methylierte HIPK1-DNA in 



Ergebnisse 45 

 

Patienten mit einge. EF und eGFR < 60 ml/min (n = 7) zu einge. EF und eGFR > 60 ml/min (n = 4). (E) 

Methylierte RELAXIN3-DNA in Patienten mit einge. EF und eGFR < 60 ml/min (n = 7) zu einge. EF und eGFR 

> 60 ml/min (n = 4). (F) Methylierte EPO-DNA in Patienten mit einge. EF und eGFR < 60 ml/min (n = 6) zu 

einge. EF und eGFR > 60 ml/min (n = 4). (Die Graphen zeigen die Mittelwerte ± SEM und den p-Wert.) 

 

Tabelle 25: Analyse von methylierter DNA in Korrelation zur Ejektionsfraktion (EF). 

Gen Korrelations-

parameter 

Proben-

anzahl 

p-Wert r2 Steigung 

RASAL1 Ejektionsfrak-

tion 

11 0,4934 0,05358 -0,0002585 ± 0,0003621 
 

PAX3 Ejektionsfrak-

tion  

11 0,2877 0,1242 -0.002198 ± 0.001946 

FEZ1 Ejektionsfrak-

tion 

8 0,2500 0,2128 0.0005381 ± 0.0004225 

HIPK1 Ejektionsfrak-

tion 

11 0,5989 0,03197 -0.0001275 ± 0.0002338 

RELAXIN3 Ejektionsfrak-

tion 

11 0,9810 0,00006654 -0.000006982 ± 0.0002853 

EPO Ejektionsfrak-

tion 

10 0,0959 0,3080 0.0005671 ± 0.0003005 
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Abbildung 22: Korrelationen von methylierter DNA zur Ejektionsfraktion. (A) Methylierte RASAL1-

DNA in Korrelation zur Ejektionsfraktion (n = 11). (B) Methylierte PAX3-DNA in Korrelation zur Ejektions-

fraktion (n = 11). (C) Methylierte FEZ1-DNA in Korrelation zur Ejektionsfraktion (n = 8). (D) Methylierte HIPK1-

DNA in Korrelation zur Ejektionsfraktion (n = 11). (E) Methylierte RELAXIN3-DNA in Korrelation zur Ejek-

tionsfraktion (n = 11). (F) Methylierte EPO-DNA in Korrelation zur Ejektionsfraktion (n = 10). (Die Graphen 

zeigen lineare Regressionsanalysen samt p-Wert.) 
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4 Diskussion 

4.1 Methylierte RASAL1-DNA in peripheren Blutlymphozyten 

nierenkranker Patienten 

In einem genomweiten Methylierungsscreening an Fibroblasten aus gesunden und fibrotischen 

Nieren war die Identifikation von zwölf relevanten Genen (u. a. RASAL1, PAX3, FEZ1, 

HIPK1) gelungen, welche bei abnormal aktivierten Fibroblasten eine Hypermethylierung erken-

nen ließen (Bechtel et al. 2010). Hierbei fiel insbesondere eine Hypermethylierung von CpG-

Inseln in der Promotorregion von RASAL1 auf (Bechtel et al. 2010). Weitere tierexperimentelle 

Untersuchungen konnten in der Folge nachweisen, dass die Hypermethylierung von RASAL1 

an dem Fibroseprozess der Niere kausal beteiligt ist und methylierte DNA-Fragmente auch im 

peripheren Blut detektierbar sind (Bechtel et al. 2010; Tampe et al. 2014; Tampe et al. 2015). 

Therapeutisch wurde der Aspekt und die Relevanz der epigenetischen Methylierung darüber 

hinaus in der Literatur unterstützt, indem eine Normalisierung der aberranten Promotormethy-

lierung durch die Gabe von 5’-Azacytidin oder Hydralazin zu einer verringerten Aktivierung der 

Fibroblasten und der Fibrogenese in experimentell-induzierter Fibrose führte (Bechtel et al. 

2010; Tampe et al. 2015). In diesem Zusammenhang beinhaltete die erste Fragestellung der 

vorliegenden Arbeit, ob sich die in Tiermodellen mehrfach beschriebene Hypermethylierung 

von Promotorfragmenten auch im Blut nierenkranker Patienten reproduzierbar detektieren 

lässt. Dafür wurde das Vorkommen von methylierter RASAL1-DNA in menschlichen periphe-

ren Blutlymphozyten (PBL) untersucht. Um die Methode und den Nachweis der Promotorme-

thylierung zu etablieren, erfolgte zunächst eine Screeninganalyse in einer kleinen Patientenko-

horte (n = 6). Vereinbar mit der genannten Literatur zeigte sich in diesem Rahmen bereits, dass 

nierenkranke Patienten mit einer eGFR < 60 ml/min eine signifikante Hypermethylierung von 

RASAL1-Promotorfragmenten in peripheren Blutlymphozyten (PBL) im Vergleich zu Patien-

ten mit einer eGFR > 60 ml/min aufwiesen. Die Überlegung und damit erste Fragestellung 

dieser Arbeit, ob sich der Nachweis der Hypermethylierung von RASAL1-Promotorfragmen-

ten aus den Tiermodellen grundlegend auch auf humane Adulte transferieren und eine aberrante 

Hypermethylierung somit auch im Blut nierenkranker Patienten aufzeigen lässt, bestätigte sich 

damit. Diese Erkenntnis stellte die Basis für die folgenden Untersuchungen dar. 
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4.2 Methylierte RASAL1-DNA als möglicher Biomarker für 

Nierenfibrose 

Der Gedanke, dass aberrante DNA-Methylierung als möglicher Biomarker zur Risikostratifizie-

rung und Prognoseabschätzung im Rahmen der Fibrose genutzt werden könnte, ist nicht gänz-

lich neu und wurde in der Forschung bereits thematisiert (Zeisberg und Zeisberg 2013). Wie in 

Kapitel 1.6 aufgeführt, ist die grundlegende Art des Nachweises von zirkulierenden DNA-Frag-

menten im Blut und ihre Verwendung als diagnostische Option auch Gegenstand mehrerer 

Studien der Krebsforschung.  

Um hypermethylierte RASAL1-DNA als möglichen Biomarker im Blut nierenkranker Patien-

ten weitergehend identifizieren und bestätigen zu können, erfolgten Validierungsuntersuchun-

gen in einem größeren Patientenkollektiv (n = 43). Diese Untersuchungen konnten die An-

nahme und den Nachweis der Hypermethylierung von RASAL1-DNA in Patienten mit einer 

eGFR < 60 ml/min im Vergleich zu einer eGFR > 60 ml/min signifikant bekräftigen. Eine 

Beeinflussung oder Abhängigkeit durch allgemeine Patientencharakteristika (Alter, Geschlecht), 

individuell unterschiedliche Leukozytenzahlen oder Leukozytenproliferation im Rahmen einer 

Entzündung zeigten sich im Hinblick auf die Methylierungswerte in den peripheren Blutlym-

phozyten, welche eine Unterform der Leukozyten darstellen, in ergänzenden Analysen nicht. 

Das Fortschreiten und die Progression einer Nierenfibrose erscheinen interindividuell verschie-

den, auch wenn Diagnose, Komorbiditäten und Umweltfaktoren identisch sind (Tampe und 

Zeisberg 2012). Tierexperimentell ist eine Korrelation von methylierten RASAL1-DNA-Frag-

menten zum Methylierungsgrad in der Niere sowie ein Anstieg methylierter RASAL1-DNA bei 

zunehmender Nierenfibrose beschrieben (Tampe et al. 2015). Hinsichtlich der einzelnen Nie-

renretentionsparameter konnte in der vorliegenden Arbeit die damit verbundene Überlegung 

bestätigt werden, dass eine Akkumulation methylierter DNA im Blut signifikant mit steigenden 

Nierenretentionsparametern (Anstieg von Plasmakreatinin und Harnstoff-N, Abfall der eGFR) 

für das Gen RASAL1 einhergeht. Damit ließ sich auch die zweite Fragestellung dieser Arbeit 

verifizieren und sich das Level methylierter RASAL1-DNA im Blut in humanen Adulten mit 

laborchemischen Nierenretentionsparametern korrelieren. Signifikante Methylierungswerte der 

RASAL1-Promotorfragmente zeigten sich dabei für alle drei genannten Nierenretentionspara-

meter (Plasmakreatinin, eGFR, Harnstoff-N), die höchste Signifikanz erwies sich für die eGFR. 

Der Parameter der glomerulären Filtrationsrate ist es auch, der als bestes Maß für die Nieren-

funktion gilt und gemäß National Kidney Foundation basierend zur Klassifikation der chronischen 

Nierenerkrankung hingezogen wird (Levey et al. 2003; Mula-Abed et al. 2012).  
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Obwohl die Analysen in der vorliegenden Arbeit in einem sehr heterogenen Patientenkollektiv 

mit unterschiedlichen Diagnosen sowie Komorbiditäten erfolgten und dadurch teilweise eine 

Limitation erfuhren, zeigte sich zusammenfassend für hypermethylierte RASAL1-DNA eine 

signifikante Akkumulation bei eingeschränkter Nierenfunktion. Es unterstrich damit die mögli-

che Eignung als Biomarker für eine Nierenfibrose, insbesondere im Kontext der glomerulären 

Filtrationsrate. 

4.3 Identifikation von aberranter DNA-Methylierung in weiteren Genen 

Vorausgehend konnte eine signifikante Akkumulation methylierter DNA im Blut mit steigen-

den Nierenretentionsparametern für das Gen RASAL1 nachgewiesen werden. Um zu klären, 

ob auch andere Gene eine Methylierung in gleichem Maße in diesem Kontext aufweisen, erfolg-

ten Untersuchungen für die Gene FEZ1, HIPK1, PAX3 und RELAXIN3.  

Hierbei wiesen Patienten mit einer eGFR < 60 ml/min jeweils erhöhte Methylierungswerte für 

PAX3, HIPK1 und RELAXIN3 im Vergleich zu Patienten mit einer eGFR > 60 ml/min auf, 

die Unterschiede waren allerdings nicht beträchtlich. Hinweise auf eine relevante Beeinflussung 

durch allgemeine Patientencharakteristika oder Leukozytenzahlen legten sich nicht dar. Die 

Auswertungen der Korrelationsanalysen von methylierter DNA zu einzelnen Nierenretentions-

parametern zeigten allerdings für die Gene PAX3 und RELAXIN3 eine Akkumulation methy-

lierter DNA bei ansteigendem Plasmakreatinin und abfallender eGFR. Diese Akkumulationen 

von methylierter DNA waren jeweils zwar nicht in gleichem Maße wie für das Gen RASAL1 

nachweisbar, dennoch ließen sich signifikante Daten erheben. Der Nachweis von methylierter 

DNA im Blut war damit im Kontext der Niereneinschränkung und möglichen Fibroseentste-

hung nicht nur auf das Gen RASAL1 beschränkt, sondern eröffnete im Hinblick auf die Iden-

tifikation weiterer methylierter Gene in diesem Zusammenhang auch Möglichkeiten für die 

Gene PAX3 und RELAXIN3. Insbesondere PAX3 korrelierte neben dem Gen RASAL1 mit 

einer Akkumulation methylierter Promotorfragmente bei ansteigendem Plasmakreatinin und 

abfallender eGFR in den durchgeführten Analysen. Das Gen PAX3, funktionell u. a. beteiligt 

an der Nierenentwicklung, war eines von zwölf Genen, welches im Rahmen des genomweiten 

Methylierungsscreening in fibrotischen Nierenfibroblasten eine Promotorhypermethylierung 

aufwies (Bechtel et al. 2010). In der Krebsforschung zeigten Untersuchungen hinsichtlich der 

PAX3-Expression und der myogenen Form des Wilmstumors, dass PAX3 als Transkriptions-

faktor für Zelldifferenzierung im Stroma und im Mesenchym der entwickelnden Mausniere ex-

primiert wurde und myogene Wilmstumore mit einer PAX3-Expression assoziiert erschienen 

(Hueber et al.2009).  
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Methodisch muss an dieser Stelle angemerkt werden, dass abweichend von den restlichen Ge-

nen PAX3 in allen Analysen grundlegend höhere Methylierungswerte für jeden einzelnen Pati-

enten aufwies. Der Fokus dieser Arbeit lag nicht auf der Aussagekraft einzelner, absoluter Me-

thylierungswerte, sondern auf den Vergleichsergebnissen der Patientenkohorten sowie auf den 

Korrelationsanalysen methylierter DNA und ausgewählter Laborparameter zur Risikostratifi-

zierung. Unter diesem Aspekt und der Voraussetzung homologer Triplets wurde PAX3 als Gen 

beibehalten und in dieser Arbeit berücksichtigt. Das Methylierungsniveau von PAX3 sollte in 

weiteren, zukünftigen Studien von humanen Adulten überprüft werden, um die Relevanz von 

veränderter PAX3-Expression durch vermehrte Promotormethylierung und assoziierter Fib-

rose ausreichend bewerten und endgültig einordnen zu können. 

In dem von Bechtel et al. (2010) veröffentlichten Methlyierungsscreening an Fibroblasten aus 

gesunden und fibrotischen Nieren wiesen auch die Gene FEZ1 und HIPK1 eine Promotorhy-

permethylierung in den fibrotischen Fibroblasten auf. Dass sich die Hypermethylierung für die 

Gene FEZ1, HIPK1 und anschließend auch für EPO insbesondere im Hinblick auf die Nieren-

retentionsparameter in der vorliegenden Arbeit nicht signifikant dargestellt hat, kann durch ver-

schiedene Ursachen und Einflüsse bedingt sein. Als Gründe muss diskutiert werden, ob einer-

seits die teilweise nur gemäßigte Einschränkung der Nierenfunktion eine deutlichere Aussage 

verhindert hat und möglicherweise für diese betreffenden Gene eine signifikante Erhöhung me-

thylierter DNA erst bei einer höhergradigen Einschränkung der Nierenfunktion nachweisbar 

ist. Andererseits hat womöglich auch die Tatsache Einfluss genommen, dass das Patientenkol-

lektiv sowohl aus Probanden mit akuter als auch mit chronischer Nierenschädigung bestand. In 

diesem Kontext ist es denkbar, dass eine signifikante Veränderung der Methylierungswerte für 

FEZ1, HIPK1 und EPO erst bei länger bestehender, chronischer Einschränkung der Nieren-

funktion zu messen ist. Die physiologische Wundheilung einer akuten Läsion und die chronisch 

fortschreitende Fibrogenese unterscheidet im Falle der Fibrose die anhaltende Aktivierung der 

Fibroblasten, währenddessen die physiologische Reparatur ein dynamischer Prozess mit vo-

rübergehender Aktivität ist (Tampe und Zeisberg 2012). Darüber hinaus ist zu beachten, dass 

die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit ausschließlich an humanen Blutproben durch-

geführt worden sind und Einflüsse durch anderweitige, zirkulierende Faktoren im menschlichen 

Blut nicht gänzlich ausgeschlossen werden können. Im Besonderen kann in einer heterogenen 

Patientenkohorte, in der einzelne Patienten Erkrankungen mehrerer Organe aufweisen, die Or-

ganspezifität der erhobenen Messwerte im Blut beeinträchtigt sein. Dies hat möglicherweise 

auch zu einer Limitation der Ergebnisse geführt, so dass nicht sämtliche Nachweise aus voraus-

gegangenen Tiermodellen vollständig transferiert werden konnten.  
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Berücksichtigt man all diese Aspekte, erscheint die Eignung von RASAL1 als relevantes Gen 

und methylierte RASAL1-DNA als möglicher Biomarker umso deutlicher, da es bereits unter 

den vorliegenden Bedingungen signifikante Akkumulationen von methylierter DNA bei einge-

schränkter Nierenfunktion gezeigt hat. Zur weiteren Analyse und Bestätigung sollten sich zu-

künftige Studien anschließen und sowohl in größeren als auch möglichst homogeneren Patien-

tengruppen angewendet werden. 

4.4 Methylierte EPO-DNA im Kontext der renalen Anämie 

Bei Patienten mit einer Niereninsuffizienz wurden bereits häufig niedrige Erythropoetinwerte 

im Blut gemessen, so dass bei diesen Patienten durch den Erythropoetinmangel vermehrt eine 

eingeschränkte Erythropoese sowie die Manifestation einer Anämie zu beobachten waren 

(Erslev und Besarab 1997). Zudem ist in Studien für EPO-Promotorregionen beschrieben, dass 

die Methylierung der CpG-Inseln umgekehrt mit der Expression korreliert und die Promotor-

methylierung von EPO auf diese Weise zum Gen-Silencing führt (Yin und Blanchard 2000; Dewi 

und Fatchiyah 2013). Chang et al. (2016) stellte in Mausmodellen die Hemmung der EPO-Ex-

pression durch Methylierung der Promotorregionen in fibrotischem Nierenmaterial dar. Die 

vorliegende Arbeit befasste sich daher auch mit der Fragestellung, ob und inwieweit der epige-

netische Regulationsmechanismus der DNA-Methylierung in Folgeerkrankungen einer Nieren-

fibrose wie der renalen Anämie nachweisbar und mit einer Akkumulation von methylierter 

EPO-DNA assoziiert ist. 

Die Korrelationsanalyse von methylierter EPO-DNA und den Hämoglobinwerten der gesam-

ten Patientenkohorte zeigte, zunächst anders als erwartet, keine signifikante Akkumulation me-

thylierter EPO-DNA bei niedrigem Hämoglobinwert. Beeinflusst und dadurch limitiert kann 

dieses Ergebnis durch die Heterogenität der Patientenkohorte worden sein, da sowohl Patienten 

mit akuter als auch chronischer Nierenerkrankung unabhängig vom Ausmaß ihrer Nierenfunk-

tionsstörung berücksichtigt wurden. Zum anderen ist Erythropoetin nicht als einzige Determi-

nante der Erythropoese bekannt und andere Faktoren können Einfluss auf den humanen Hä-

moglobinwert genommen haben. Eisen- oder Folsäuremangel, Knochenmarksschäden, Ent-

zündungen, Blutungen oder Urämie können beispielsweise den Gehalt an roten Blutkörperchen 

im Blut ebenso beeinflussen (Erslev und Besarab 1997; Shaikh und Aeddula 2022). Insbeson-

dere tritt bei Patienten mit einer fortgeschrittenen, terminalen Nierenerkrankung häufig gleich-

zeitig auch das Bild einer chronischen, inflammatorischen Reaktion auf (Stenvinkel 2001). In-

folgedessen ist eine klare Abgrenzung der Ursache für eine Anämie bei nierenkranken Patienten 
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teilweise nur schwer zu differenzieren und die Anämie kann abhängig von mehreren Faktoren 

vorliegen. 

Betrachtete man das Patientenkollektiv in der vorliegenden Arbeit etwas differenzierter bezüg-

lich seiner Niereneinschränkung, indem man nur Patienten mit einem Kreatininwert > 1,5 

mg/dl untersuchte, stellte sich eine Korrelation von methylierter EPO-DNA zum Hämoglob-

ingehalt im Blut heraus. Es handelte sich um eine kleine Patientenkohorte (n = 9), dennoch ließ 

sich für dieses Patientenklientel eine signifikante Akkumulation von methylierter EPO-DNA 

bei niedrigem Hämoglobingehalt nachweisen. Diese Differenzierung bestätigte die Überlegung, 

dass möglicherweise eine gemäßigte Einschränkung der Nierenfunktion nur geringe Verände-

rungen in Bezug auf die methylierte EPO-DNA bewirkt und das Auftreten einer renalen Anämie 

tendenziell erst bei stärkerer Einschränkung der Nierenfunktion zur Ausprägung kommt.  

Die Anämie der chronischen Nierenerkrankung ist eine Form der normozytären, normochro-

men, hypoproliferativen Anämie und häufig mit einem erhöhten Morbiditäts- sowie Mortali-

tätsrisiko verbunden (Shaikh und Aeddula 2022). Prognostisch ist die Ausprägung einer renalen 

Anämie daher als ungünstig einzuordnen. In diesem Zuge hat sich bei Patienten mit einge-

schränkter Nierenfunktion und nachweisbarem EPO-Mangel die Substitution von EPO als eine 

Therapieoption im klinischen Alltag etabliert. Das Behandlungsregime mit rekombinantem hu-

manen EPO (r-HuEPO) erfordert engmaschige Kontrollen und Evaluationen, da sowohl bei 

einem zu niedrigen Hämoglobinwert durch einen fortbestehenden EPO-Mangel als auch bei 

einem zu hohen Hämoglobinwert durch eine hochdosierte EPO-Substitution kardiovaskuläre 

Risiken, Morbidität sowie Mortalität steigen können (Locatelli et al. 2004; Szczech et al. 2008; 

Shaikh und Aeddula 2022). Grundsätzlich kann eine frühe und gleichzeitig adäquate Therapie 

bei dem betreffenden Patientenklientel das Risiko von Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Kranken-

hausaufenthalten und die Höhe der Behandlungskosten senken (Macdougall et al. 1990; Maddux 

et al. 2007; Shaikh und Aeddula 2022). Eine signifikante Akkumulation von methylierter EPO-

DNA in Vergleichsanalysen bzgl. Herzinsuffizienz, KHK und Ejektionsfraktion zeigte sich in 

der vorliegenden Arbeit nicht. Das unterstützt die Annahme, dass EPO grundlegend als ein 

spezifischer Marker im Rahmen von renalen Pathologien und deren Folgeerkrankungen wie 

beispielsweise einer renalen Anämie auftritt, für Herz-Kreislauf-Erkrankungen jedoch eher un-

spezifisch ist. Dies erscheint sinnvoll, da EPO zu seinem Großteil in den peritubulären Zellen 

der Niere gebildet wird und seine Produktion vor allem durch renale Einschränkungen verrin-

gert sein kann (Erslev und Besarab 1997; Fisher 2003). 
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Zusammenfassend ließen die Analysen einen Einfluss von methylierter DNA im Kontext der 

renalen Anämie erkennen. Allerdings wären anschließende Studien in der Zukunft in einer grö-

ßeren und homogeneren Patientenkohorte mit dem Fokus auf Patienten mit chronischer Nie-

renerkrankung sowie stärkerer Nierenfunktionseinschränkung zur Validierung und weiteren 

Analyse sinnvoll und von Nutzen. 

4.5 Methylierte DNA im Hinblick auf  Erkrankungen mit 

kardiovaskulärer Pathologie 

In den Kapiteln 3.1 und 3.2 konnte für die Niere gezeigt werden, dass sich eine Akkumulation 

von methylierter RASAL1-DNA in nierenkranken Patienten nachweisen ließ und methylierte 

RASAL1-DNA im Blut damit ein möglicher Biomarker für eine Nierenfibrose darstellt. Bei 

Patienten mit eingeschränkter Nierenfunktion sind kardiovaskuläre Erkrankungen eine der füh-

renden Todesursachen (Foley und Parfrey 1998). Auch im Kontext der kardialen Fibrose ist 

eine Beteiligung von hypermethylierter RASAL1-DNA beschrieben worden (Grimaldi et al. 

2017). Es schloss sich daher abschließend in dieser Arbeit die ergänzende Fragestellung an, ob 

der Nachweis von aberranter DNA-Methylierung für das Gen RASAL1 auch eine Assoziation 

bzgl. Erkrankungen mit kardiovaskulären Pathologien im vorliegenden Patientenkollektiv er-

kennen lässt. Hierfür wurde das heterogene Patientenkollektiv im Rahmen von Screeninganaly-

sen bzgl. Herzinsuffizienz, KHK und eingeschränkter EF untersucht. Kardiovaskuläre Risiko-

faktoren wie eine arterielle Hypertonie, Hyperlipidämie etc. wurden an dieser Stelle nicht wei-

tergehend berücksichtigt.  

Methylierte RASAL1-DNA zeigte in Patienten mit Hinweisen auf eine Herzinsuffizienz sowie 

in Patienten mit eingeschränkter EF die Tendenz, in den peripheren Blutlymphozyten erhöht 

vorzuliegen. Signifikante Werte lagen allerdings nicht vor, als Limitation erwiesen sich zum ei-

nen die vermutlich zu kleine Patientenzahl sowie die Heterogenität der untersuchten Patienten 

mit weiteren Komorbiditäten und Risikofaktoren. Der Aspekt einer Akkumulation hyperme-

thylierter RASAL1-DNA in Patienten mit kardiovaskulären Pathologien erscheint dennoch 

grundsätzlich naheliegend, da aberrante RASAL1-Methylierung zur Aktivierung von Fibroblas-

ten beträgt und sich in der Literatur nicht nur in der Nierenfibrose, sondern auch in der Fibrose 

von Leber und Herz nachweisen ließ (Bechtel et al. 2010; Tao et al. 2011; Zeisberg und Zeisberg 

2013; Xu et al. 2015). In diesem Zusammenhang haben vorausgegangene Untersuchungen an 

menschlichen koronaren Endothelzellen gezeigt, dass eine Hypermethylierung in der Promo-

torregion von RASAL1 einen transkriptionellen Verlust von RASAL1 bewirkt und an der en-

dothelial-mesenchymalen Transition (EndMT) sowie an dem Fortschreiten der Herzfibrose 
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mitbeteiligt ist (Xu et al. 2015). Außerdem ließ sich ein Einfluss von epigenetischen Mechanis-

men in Form von DNA-Methylierung in Studien an Herzgewebe und Patientenblut bei Patien-

ten mit dilatativer Kardiomyopathie bestätigen (Meder et al. 2017). Ein Zusammenhang von 

methylierter DNA und kardiovaskulärer Erkrankung hatte auch Haas et al. (2013) zuvor be-

schrieben und ebenfalls unterschiedliche DNA-Methylierungsmuster im Herzgewebe von Pati-

enten mit dilatativer Kardiomyopathie nachgewiesen. Die Ergebnisse der Screeninganalysen in 

der vorliegenden, heterogenen Patientenkohorte zeigten zwar eine Tendenz auf, reichen aber 

an dieser Stelle nicht aus, um eine eindeutige und ausreichende Aussage bzgl. einer Assoziation 

von RASAL1-DNA und den Erkrankungen mit kardiovaskulärer Pathologie treffen zu können. 

Weitere Studien in einer größeren und differenzierteren Patientenkohorte mit umfassenden 

Subkohorten, beispielsweise gemäß New York Heart Association (NYHA)-Stadien oder gemäß 

Herzinsuffizienz mit reduzierter linksventrikulärer EF (HFrEF), Herzinsuffizienz mit gering-

gradig eingeschränkter linksventrikulärer EF (HFmrEF) oder Herzinsuffizienz mit erhaltener 

linksventrikulärer EF (HFpEF), sind dafür erforderlich. Es würde zur Klärung und weiteren 

Einordnung beitragen, ob und inwieweit sich die vorliegende Tendenz von hypermethylierten 

RASAL1-Promotorfragmenten in Patienten mit kardiovaskulären Pathologien zur Risikostrati-

fizierung signifikant bestätigen lässt oder ob methylierte RASAL1-DNA im Blut diesbezüglich 

zu unspezifisch ist.  

Ergänzend erfolgten die kardiovaskulären Screeninganalysen auch für die restlichen Gene 

PAX3, FEZ1, HIPK1, RELAXIN3 und EPO. Im Kontext der kardiovaskulären Erkrankungen 

wies hierbei lediglich RELAXIN3 eine signifikante Hypermethylierung in Patienten mit Zei-

chen einer Herzinsuffizienz sowie mit eingeschränkter EF auf. Wie eingangs beschrieben, kann 

Relaxin antifibrotisch durch eine Inhibierung der TGF-ß-Kaskade sowie durch eine Induktion 

von MMP wirken und bietet dadurch einen kardialen Schutz (Unemori und Amento 1990; 

Chow et al. 2012; Collino et al. 2013; Díez und Ruilope 2016). Beim Menschen sind drei Iso-

formen von Relaxin bekannt: Relaxin-H1, -H2, -H3. Die Relaxinisoformen binden an verschie-

dene Relaxin-Rezeptoren. Im kardialen Kontext ist vor allem Serelaxin (bestehend aus rekom-

binantem RELAXIN2) Gegenstand von Forschung und Therapieoptionen. Relaxin-H3 ist ein 

Neuropeptid, das hauptsächlich an Stress- und Stoffwechselkontrolle beteiligt ist (Bathgate et 

al. 2013). Eine lokale Relaxinproduktion sowie ein Nachweis von RELAXIN3 ist auch für die 

Niere beschrieben (Samuel et al. 2004). In der vorliegenden Arbeit zeigte sich eine Akkumula-

tion von methylierter RELAXIN3-DNA bei zunehmender Nierenfunktionseinschränkung 

(Anstieg von Plasmakreatinin und Abfall von eGFR), was für eine Reduktion des antifibroti-

schen Effekts durch eine verringerte Relaxin-Expression im Rahmen aberranter Methylierung 

der Promotorfragmente im Zuge einer fortschreitenden Nierenfibrose sprechen könnte. Eine 
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eindeutige epigenetische Beeinflussung der parenchymatösen Umbaumechanismen und der 

Entstehung einer kardialen Fibrose im Rahmen kardiovaskulärer Grunderkrankungen kann im 

Zusammenhang zu RELAXIN3 in dieser Arbeit letztlich nicht geklärt werden, so dass zukünf-

tige Studien von Nöten sind und neben einer Vergrößerung sowie Anpassung der Patientenko-

horte, wie im vorherigen Absatz beschrieben, auch eine Erweiterung der zu untersuchenden 

Relaxinisoformen bedacht werden sollte. 

In den abschließenden Analysen, in denen die Patienten mit Herzinsuffizienz, KHK und einge-

schränkter EF jeweils hinsichtlich ihrer Nierenfunktion aufgeteilt wurden, spiegelte sich durch 

eine deutlich erhöhte RASAL1-Methylierung in Patienten mit einer eGFR < 60 ml/min erneut 

die Relevanz von methylierter RASAL1-DNA im renalen Kontext wider. Insgesamt zeigten 

alle untersuchten Gene (RASAL1, PAX3, FEZ1, HIPK1, RELAXIN3, EPO) jeweils erhöhte 

Methylierungswerte bei kombiniertem Vorliegen einer kardiovaskulären und nephrologischen 

Pathologie. Dies kann zum einen den Einfluss von veränderter DNA-Methylierung nochmals 

verdeutlichen. Zum anderen bleiben gleichzeitig an dieser Stelle die Beeinträchtigung der Or-

ganspezifität der erhobenen Messwerte im Blut sowie der mögliche Einfluss anderer Komorbi-

ditäten oder Risikofaktoren als Limitationen bestehen. Eine ausreichend große Kontrollgruppe, 

die weder eine kardiovaskuläre noch eine nephrologische Pathologie aufwies, erbrachte das un-

tersuchte Patientenkollektiv nicht. Daher müsste dies in anschließenden Studien berücksichtigt 

und weitergehend untersucht werden, um die endgültige Relevanz der DNA-Hypermethylie-

rung bei Nierenfibrose sowie bei Erkrankungen mit kardiovaskulären Pathologien und einer 

Nierenfunktionseinschränkung als weiteren Faktor genauer einordnen und beurteilen zu kön-

nen. 
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5 Zusammenfassung 

Das Fortschreiten einer chronischen Nierenerkrankung gestaltet sich individuell verschieden 

und stellt zunehmend eine medizinische Herausforderung dar. Basierend auf der Pathophysio-

logie der Fibrogenese ist das Fortschreiten der Erkrankung oftmals durch eine übermäßige Fib-

roblastenaktivierung und parenchymatöse Umbaumechanismen gekennzeichnet, welche zur 

Entstehung einer Fibrose führen und letztlich in einer Funktionseinschränkung der Niere mün-

den. In Tiermodellen ist für den Ras-Inhibitor RASAL1 bereits dokumentiert, dass eine aber-

rante Methylierung von Promotorfragmenten seines Gens einen transkriptionellen Verlust von 

RASAL1 bewirkt und damit kausal zur Entstehung einer Fibrose beiträgt. Die vorliegende Ar-

beit befasste sich in diesem Zuge mit der Frage, ob die Hypermethylierung der RASAL1-Pro-

motorfragmente auch im Blut nierenkranker Patienten reproduzierbar nachweisbar ist und eine 

Korrelation zwischen dem Level methylierter RASAL1-DNA und laborchemischen Parame-

tern mit dem Ziel der Identifikation eines möglichen Biomarkers erkennen lässt. Als Material 

wurde aus Vollblut extrahierte genomische DNA experimentell untersucht. Mithilfe der Me-

DIP-Methode erfolgte die Anreichung methylierter Promotorfragmente durch Bindung eines 

Antikörpers an 5-Methylcytosin, ehe sich die Amplifikation und Messung der Methylierungs-

werte mittels quantitativer Real-Time PCR anschlossen. Die Analysen zeigten, dass sich im Blut 

nierenkranker Patienten eine signifikante Hypermethylierung von RASAL1-Promotorfragmen-

ten nachweisen ließ. Ferner bestätigte sich, dass eine zunehmende Nierenfunktionseinschrän-

kung (Anstieg von Plasmakreatinin und von Harnstoff-N, Abfall der eGFR) signifikant mit ei-

ner Akkumulation von methylierter RASAL1-DNA assoziiert war. Hierbei erwies sich insbe-

sondere die eGFR als sehr aussagekräftiger Parameter. Als weitere Fragestellung, inwieweit sich 

die Hypermethylierung der Promotorfragmente auf das Gen RASAL1 beschränkt oder sich 

auch auf andere Gene im Rahmen einer Nierenfibrose erweitern lässt, zeigten ergänzende Kor-

relationsanalysen aberrante DNA-Methylierungen ebenso für die Gene PAX3 und RE-

LAXIN3. Die Hypermethylierungen dieser Promotorfragmente lagen zwar nicht im gleichen 

Maße wie für RASAL1 vor, wiesen aber ebenfalls jeweils signifikante Akkumulationen methy-

lierter DNA bei zunehmender Nierenfunktionseinschränkung auf. Schließlich verblieb zu über-

prüfen, ob der Regulationsmechanismus aberranter DNA-Methylierung auch im Kontext von 

Folgeerkrankungen wie einer renalen Anämie oder im Rahmen von Erkrankungen mit kardi-

ovaskulären Pathologien Aussagekraft hat. In diesem Zusammenhang unterstützten die Ergeb-

nisse für die renale Anämie die Annahme, dass möglicherweise eine gemäßigte Einschränkung 

der Nierenfunktion nur geringe Veränderungen in Bezug auf methylierte Promotorfragmente 

von Erythropoetin bewirkt und das Auftreten einer renalen Anämie erst bei stärkerer Einschrän-
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kung der Nierenfunktion zur Ausprägung kommt. Im Hinblick auf Erkrankungen mit kardi-

ovaskulären Pathologien ließen sich erhöhte Methylierungswerte überwiegend in Patienten 

nachweisen, welche zusätzlich auch von einer Einschränkung der Nierenfunktion betroffen wa-

ren und somit eine Kombination aus kardiovaskulärer und nephrologischer Pathologie aufwie-

sen. Teilweise waren die Ergebnisse dieser Arbeit durch die begrenzte Patientenzahl sowie durch 

die Heterogenität der Patientenkohorten limitiert, so dass zukünftige Studien an einem größeren 

und homogeneren Patientenkollektiv zur weiteren Analyse und Bestätigung sinnvoll erscheinen. 

Dass RASAL1 bereits unter den vorliegenden Bedingungen insbesondere im Kontext einer 

eingeschränkten Nierenfunktion eine signifikante Akkumulation von methylierten DNA-Frag-

menten erkennen ließ, unterstreicht seine Bedeutung und seine Relevanz als möglicher Biomar-

ker. 
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6 Anhang 

Tabelle A.1: Übersicht Patientenkollektiv. 

Patienten-
Nr. 

Alter 
[Jahre] 

Geschlecht 
[m=männlich, 
w=weiblich] 

Plasmakreatinin 
[mg/dl] 

eGFR 
[ml/min/1.73 
m2] 

Harnstoff-N 
[mg/dl] 

Hämoglobin 
[g/dl] 

Leukozyten 
[10^3/µl] 

CRP 
[mg/l] 

Herzinsuffizienz 
[1=ja, 2=nein] 

KHK 
[1=ja, 
2=nein, 
3=Ver-
dacht/ Ab-
klärung] 

LVEF 
[%] 

1 48 m 1.94 37.1 25 14.1 8.050 1.2 2 2  

2 83 w 2.37 20.0 54 10.3 5.780  2 2  

3 29 w 1.40 44.5 13 10.5 15.600  2 2  

4 76 m 2.02 32.3 36 9.0 8.690 69.9 1 2  

5 78 m 2.32 27.4 76 10.2 9.960 81.6 1 1 20 

6 69 m 3.57 20.0 65 11.3 6.850 0.8 2 2  

7 64 m 0.72 > 60 19 15.2 5.690 3.2 2 3  

8 41 m 0.63 > 60 10 9.7 1.820 0.7 2 2  

9 55 m 3.23 20.1 59 10.9 6.350 21.5 2 1  

10 78 m 2.91 21.1 90 11.2 11.200 4.2 2 2  

11 81 m 0.93 > 60  12.9 8.780 1.7 1 3  

12 72 m 0.96 > 60 17    2 2  

13 62 m 1.38 52.2 22 14.0 6.130 1.2 2 1  

14 80 m 1.97 32.9 42 12.6 5.350  2 1  

15 70 m 0.90 > 60 20 12.8 4.570  1 1  

16 68 m 1.00 > 60 16 14.9 7.200  2 1  

17 58 w 1.71 30.8 36 11.3 21.800 0.7 2 2  

18 19 w 0.86 > 60  8.3 3.440  2 2  

19 61 w 0.75 > 60 12    2 2  

20 41 w 0.70 > 60 8 12.4 6.130  2 2  

21 43 w 0.76 > 60  11.4 7.390 16.8 2 2  

22 56 m 0.69 > 60 14   14.2 2 2  
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Patienten-
Nr. 

Alter 
[Jahre] 

Geschlecht 
[m=männlich, 
w=weiblich] 

Plasmakreatinin 
[mg/dl] 

eGFR 
[ml/min/1.73 
m2] 

Harnstoff-N 
[mg/dl] 

Hämoglobin 
[g/dl] 

Leukozyten 
[10^3/µl] 

CRP 
[mg/l] 

Herzinsuffizienz 
[1=ja, 2=nein] 

KHK 
[1=ja, 
2=nein, 
3=Ver-
dacht/ Ab-
klärung] 

LVEF 
[%] 

23 60 w 0.57 > 60  12.7 11.860 27.0 2 2  

24 50 m 1.00 > 60 10 12.9 6.240 2.0 2 3  

25 55 m 0.85 > 60 10 15.4 5.680 8.2 2 2  

26 76 w 0.64 > 60 7 13.2 4.670 1.9 2 2  

27 62 m 1.73 40.4 29    2 2  

28 55 m 1.33 55.8 15 12 8.290 115.5 1 1 25 

29 55 w 0.70 > 60  12.9 9.840 0.7 1 1  

30 52 m 1.08 > 60  16.5 10.000 15.4 1 1 25 

31 80 w 0.91 59.5 26 12.6 8.190 22.9 2 2  

32 76 m 1.22 57.8 26 15.1 8.360  2 2  

33 52 m 1.10 > 60 14 16.0 4.020 1.9 2 2  

34 73 w 1.41 36.7 66 11.5 6.930 29.5 1 2 5 

35 83 m 1.14 > 60  13.3 4.040 6.5 1 1 50 

36 77 m 1.00 > 60 19 13.1 13.000 67.4 1 1 45 

37 75 m 1.41 49.0  14.4 9.150 29.5 1 1 50 

38 55 m 1.18 > 60 17 16.8 10.800 18.7 2 2  

39 86 w 0.83 > 60  15.0 5.830  1 2 45 

40 77 w 1.50 33.7  10.6 8.170 5.8 1 1 45 

41 91 w 3.39 20.0 65 7.5 10.700 204.8 1 1 40 

42 77 m 0.88 > 60  11.9 5.320 0.4 2 1  

43 78 m 1.51 44.9  13.8 6.730 1.7 1 1 40 
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