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Vorbemerkung

Bei der folgenden Dissertation wurde die Form der publikationsbasierten
Promotion (gemid3 TUM Promotionsordnung §6) gewdhlt, basierend auf zwei
akzeptierten Erstautorenverdffentlichungen des Doktoranden. Den als Appendix
beigefiigten Originalarbeiten kann man jeweils die detaillierten Ausfithrungen zu
Einleitung, Methoden, Resultaten und Diskussion entnehmen. Im folgenden einleitenden
Textteil werden die beiden Publikationen zusammenfassend dargestellt, wobei auf die

wichtigsten Methoden und Ergebnisse kurz eingegangen wird.
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1. EINLEITUNG

1.1 Atherosklerose

1.1.1 Definition, Epidemiologie, Risikofaktoren und Pathologie im Bereich der

Carotisarterien

Laut WHO ist die Arteriosklerose als eine ,(...) variable Kombination von
Verdnderungen der Arterien Intima, bestehend aus herdformigen Ansammlungen von
Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut und Blutbestandteilen, Bindegewebe und
Kalziumablagerungen, verbunden mit Verdnderungen der Media in grofen und
mittleren elastischen und muskuldren Arterien” (World Health Organisation 1958)
definiert. Der Begriff Atherosklerose wird oft synonym verwendet und betont die

Ausbildung von ,,Atheromen* (Lipideinlagerungen) in der Pathogenese.

Auf der WHO-Liste der 10 hédufigsten Todesursachen weltweit nehmen
ischdmische Herzkrankheit und Schlaganfall die ersten beiden Plitze ein (WHO 2012).
In beiden Féllen stellen atherosklerotische GefaBverdnderungen die fiithrende Ursache
dar. Somit ist die Bedeutung der Atherosklerose als eine der hdufigsten Erkrankungen in
den Industrienationen und zunehmend auch in Entwicklungs- und Schwellenldndern

immens (WHO 2002) (Rodriguez-Saldana et al. 2014).

In Autopsiestudien sowie prospektiven Studien (z.B. Prospective cardiovascular
Miinster Study PROCAM) (Solberg and Strong 1983, Assmann et al. 1998) wurden
bestimmte Risikofaktoren bestétigt, die mit dem Aufireten von Atherosklerose in
Gefillen assoziiert sind: mdnnliches Geschlecht, Lebensalter, Hypercholesterinimie
(erhdhte LDL, erniedrigte HDL Spiegel), Raucherstatus, Ubergewicht, Hypertonie,
Diabetes mellitus, sowie positive Familienanamnese fiir kardiovaskuldre Erkrankungen
(Solberg and Strong 1983, Strong et al. 1995, Assmann, Cullen et al. 1998). Weitere
untersuchte Risikofaktoren sind Homocysteindmie (Homocysteine Studies 2002) und

Depression (Tiemeier et al. 2004, Wattanakit et al. 2005).

In atherosklerotischen Arterien wird der Blutfluss durch die Einengung des

GefiBBdurchmessers (Lumens) behindert. Im Bereich der Karotisgabel (Aufzweigung der



1. Einleitung 2

Arteria carotis communis in A.carotis interna und externa) kann es durch Ruptur der
atheromatdsen Plaques zur Verschleppung von thrombotischem Material in den Kreislauf
kommen. Die Folge ist ein ischdmischer Gefda3verschluss. Bis zu 20% der ischdmisch
bedingten Schlaganfille werden durch atherosklerotische Verinderungen der
extrakraniellen Hirngefde hervorgerufen (Grau et al. 2001). Therapeutisch kann bei
hohergradigen Stenosen der A. carotis zur Verbesserung der neurologischen
Symptomatik  die = Thrombendarteriektomie = (TEA) mit  Patchplastik als
Operationsmethode der Wahl durchgefiihrt werden (Shi et al. 2015). Die Proben fiir diese
Studie wurden im Rahmen eines solchen Eingriffes gewonnen. Als Alternative steht fiir
Patienten mit hohem perioperativem Risiko das interventionelle Carotis-Arterien-
Stenting zur Verfligung. Findet die Durchfiihrung durch erfahrene Hénde in Zentren statt
und werden individuelle Gegebenheiten des Patienten entsprechend beriicksichtigt,

liefern beide Verfahren ein dhnliches Outcome (Gahremanpour et al. 2012).

Abbildung 1 — Schematische Darstellung eines Plaques mit
Thrombus im Bereich der Karotisgabel; Vom Thrombus
ausgehend, werden Emboli in die Blutstrombahn
geschwemmt, verschlielen eine Arterie im
Versorgungsgebiet der A.cerebri media und fithren somit zum

Hirninfarkt.

External
carotid artery -

Internal
carotid artery

Common
carotid artery-

&

o

ARTERY

Quelle: (http://www.victorianvascular.com.au/wp-content/uploads/2014/05/CAD.jpg)
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1.1.2. Pathogenese und histologische Klassifikation

Die Pathogenese der Atherosklerose ist komplex. Obwohl iiber die Jahre immer
mehr molekulare Mechanismen entschliisselt wurden, kann man alle Vorgénge noch nicht
umfassend erkldren. Initial besteht eine Endotheldysfunktion. Diese entsteht durch
Scherbeanspruchung im Blutfluss (Hahn and Schwartz 2009), sowie dem Einfluss von
metabolischen Faktoren und pro-inflammatorischen Mediatoren (Hansson 2005). In
Folge exprimieren die Endothelzellen vermehrt Adhisionsmolekiile (z.B. VCAM-1)
(Cybulsky and Gimbrone 1991). Dadurch konnen Monozyten aus dem Blutstrom in die
GefiBwand einwandern und zu Makrophagen differenzieren. Diese Makrophagen
nehmen {iber sogenannte Scavenger-Rezeptoren oxidierte LDL Partikel auf um sie
abzubauen (Skalen et al. 2002). Kann das LDL bei Uberangebot nicht mehr aus den
Zellen mobilisiert werden, akkumulieren die Partikel und die Makrophagen werden zu
Schaumezellen. Dies fiihrt makroskopisch zunichst zu ,,fatty streaks™ und letztendlich zu
der Ausbildung eines Lipidkerns. Im weiteren Verlauf kann dieser im Inneren nekrotisch
werden (Hansson 2005). Durch die Migration von vaskuldren glatten Muskelzellen
(SMCs) von der Media in die Intima und deren Proliferation wird ein Plaque geformt. Die
Begrenzung zum Lumen bildet eine fibrose Kappe, die durch die Produktion
extrazelluldrer Matrix durch die SMCs entsteht (Lim and Park 2014). Angezogen durch
Chemokine wandern weitere inflammatorische Zellen (z.B. Lymphozyten, neutrophile
Granulozyten) in die GefiBwand ein. Im fortgeschrittenen Stadium kommt es zu
Neovaskularisation, ausgehend von den Vasa vasorum der Adventitia (Ross 1993, Koole
et al. 2012). Aus Hdmorrhagien in den Kern kdnnen sich Thromben bilden, die sich bei
weiterer Ausdiinnung der fibrésen Kappe ablosen. Die Ausschwemmung thrombotischen
Materials kann GefaBverschliisse zur Folge haben (Stary et al. 1995).

Unter Berticksichtigung der bekannten Pathomechanismen teilt die American Heart
Association (AHA) die Atherosklerose in acht Stadien ein. Basierend auf der Arbeit von
Stary et al. ergeben sich folgende Stadien der frithen (Typ I — III) und spéten (Typ IV-VI)
Atherosklerose, entsprechend der Histologie (Stary 1992, Stary et al. 1994, Stary,
Chandler et al. 1995, Stary 2000):
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MORPHOLOGISCHE KLASSIFIZIERUNG ATHER. LASIONEN
( neu, AHA, nach Pelisek)

v

Vil
@ intima / Glykosaminoglykane H Einblutung / Thrombus
l Wmll(ohqon (0 extrazelluldre Lipidablagerungen B Kalkablagerungen

B Makrophagen O Upidcore / Nekrotisches Core B Lumen

Abbildung 2- Schematische Darstellung der Stadien der Atheroskleroseentstehung; Beginn mit einer
Verdickung der Intima, Einwanderung von Makrophagen und Einlagerung von exztrazelluldren Lipiden
(Frithstadien I-III); Ausbildung eines Atheroms mit Lipidkern, Bildung einer fibrosen Kappe sowie
Einblutungen und Thrombusbildung in den fortgeschrittenen Lésionen (IV-VI)

Quelle: (Stary H. C.; Natural History and Histological Classification of Atherosclerotic Lesions - An
Update Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2000; 20:1177-1178); modifiziert nach Pelisek

1.2. Epigenetik

1.2.1. Epigenetik — ein kurzer Uberblick

Die Definition des Begriffes Epigenetik hat sich iiber Jahrzehnte stetig
weiterentwickelt. Erstmals definierte der britische Biologe Conrad Waddington den
Begriff ,,The epigenotype® im Jahr 1942. So bezeichnete er die Mechanismen, welche aus
dem Genotyp unter Einfluss von Umweltfaktoren den Phdnotyp eines Individuums
entstehen lassen (Waddington 2012). Aktuell versteht man unter Epigenetik meiotisch
und mitotisch vererbbare Verdnderungen der Genexpression, welche nicht in der DNA
codiert sind. Neuere Definitionen betonen vor allem die Rolle der Epigenetik wéhrend

der Entwicklung und Zelldifferenzierung komplexer Organismen unter Einfluss interner
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und externer Faktoren (Jablonka and Lamb 2002, Szyf 2009, Whayne 2014). Die
genetische Information ist im DNA-Strang kodiert und in jeder Zelle eines eukaryoten
Organismus identisch. Damit sich Zellen differenzieren und unterschiedliche Funktionen
ausfiihren konnen, werden jeweils nur bestimmte Regionen des Genoms exprimiert. Die
Nukleinsdure ist im Zellkern an basische Proteine, so genannte Histone angelagert.
Zusammen mit diesen bildet sie das Chromatin. Verdichtetes Chromatin bildet die
Chromosomen. Die Kompaktheit des Chromatins kann durch biochemische
Modifikationen gelockert oder verdichtet werden. Dementsprechend konnen
Transkriptionsfaktoren vermehrt oder vermindert an die DNA binden. Dies stellt
letztendlich eine Regulation der Genexpression dar (Fischle et al. 2003). Die
regulatorischen Mechanismen kdnnen entweder direkte Modifikationen der DNA sein
(z.B. DNA-Methylierung) oder posttranslationale Modifikationen der Histone (Huidobro
et al. 2013). Im Folgenden werden diese beiden Mechanismen genauer erldutert, da sie

in den beiden Publikationen untersucht wurden.

EPIGENETIC MECHANISMS HEALTH ENDPOINTS

are affected by these factors and processes: * Cancer
« D .' ‘(hlﬂ.fo. hil d) 'Nmmm
* Environmental chemicals * Mental disorders

Methy! group (an epigenetic factor found
| in some dietary sources) can tag DNA
\ \"m activate or repress genes. HISTONE TAIL

HISTONE TAIL

DNA accessible, gene active

Histone modification

The binding of epigenetic f to hi “tails™
Histones are proteins around which alters the extent to which DNA is wrapped
DNA can wind for compaction and DNA i lo, gone i i hi and the availability of genes in the DNA
gene regulation. to be activated.

Abbildung 3 — Epigenetische Mechanismen und Aufbau des Erbguts; Quelle: (http://www.beginbeforebirth.org/wp-

content/uploads/2011/03/Epigenetic_mechanisms.jpg)
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1.2.1.1 DNA- und Histonmodifikationen

Die strukturelle Untereinheit des Chromatins ist das Nukleosom. Es besteht aus 147
bp DNA, die um ein Oktamer gewickelt ist. Dieses besteht aus jeweils zwei Kopien der
Histone H2A, H2B, H3 und H4 (Insgesamt acht Histone). Histone werden durch das
Anhingen funktionaler chemischer Gruppen an ihr N-terminales Ende modifiziert. Zur
einheitlichen Beschreibung gilt eine bestimmte Nomenklatur. Abgekiirzt wird immer
zundchst das Histon genannt sowie die Position und Abkiirzung der Aminoséure, die
modifiziert wird: z.B. H3K4 bezeichnet das vierte Lysin (K) des Histons H3. Unter den
moglichen Varianten der Modifikation finden sich Acetylierung, Methylierung,
Phosphorylierung, Ubiquitinylierung und SUMOylierung (Santos-Rosa and Caldas
2005). Weitere Modifizierungen sind Desaminierung (Arginin zu Citrullin), ADP-
Ribosilierung, Histon Prolin Isomerisierung sowie histone tail clipping (Bannister and

Kouzarides 2011).

PMTs
+ Arginine (RMTs)
« Lysine (KMTs)

Abbildung 4 — Schematische Abbildung eines Nukleosoms mit moglichen post-translationalen Modifikationen
(CH3=Methylgruppe, Ac=Acetylierung, PO4=Phosphorylierung, Ub=Ubiquitinylierung, K=Lysin, R=Arginin,

S=Serin); Quelle: (http://www.epizyme.com/epigenetics/about-epigenetics/chromatin-modifying-enzymes/)

Im Folgenden werden die fiir die Publikationen wichtigen Mechanismen genauer

beschrieben.
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1.2.1.2 DNA-Methylierung

Einer der wichtigsten epigenetischen Mechanismen ist die DNA-Methylierung.
Dabei werden bei Séugetieren di-Nukleotidpaare CpG (Cytosin und Guanin,
p=Phosphat), durch das Anhingen von Methylgruppen an der Aminosdure Cytosin
modifiziert (Razin and Riggs 1980). Es entsteht ein Methylierungsmuster welches
spezifisch fiir das jeweilige Gen und Gewebe ist und somit Informationen iiber die
spezifische Zellidentitdt enthdlt (Szyf 2009). Wihrend die meisten CpG Regionen
methyliert sind (60-80%), sind sogenannte CpG-Inseln der Promotorregionen frei von
Methylierung. Die Methylierung dieser Regionen hitte eine Unterdriickung der
Transkription zur Folge, wie es z.B. bei der Chromosom-X Inaktivierung oder dem

genomischen Imprinting der Fall ist (Hernando-Herraez et al. 2015).

Die repetitiven Sequenzen LINE1 und Sat-a machen 11-17% der DNA aus und sind
iiber das ganze Genom verteilt. Verdnderungen dieser Regionen konnen daher als ein

MaB fiir globale DNA-Methylierung dienen (Greissel et al. 2015).

Die Methylierung erfolgt durch die Enzymgruppe der DNA-Methyltransferasen
(DNMT). Prinzipiell kann man die DNMT in drei Gruppen einteilen: DNMT1 erhilt die
bestehende Methylierung aufrecht. DNMT3A und DNMT3B sind vor allem fiir de novo
Methylierung verantwortlich und spielen so eine wichtige Rolle in der Entwicklung von
Organismen. Auflerdem konnte gezeigt werden, dass DNTM3A und DNTM3B mit
Anderungen von Histonmodifikationen korrelieren (Hiltunen et al. 2002, Wu and Zhang
2010, Choi et al. 2011). Ebenso wurden direkte Interaktionen zwischen DNA- und

Histonmethyltransferasen nachgewiesen (Cedar and Bergman 2009).

1.2.1.3. Histonmethylierung

Histone werden an Seitenketten der Aminosduren Lysin und Arginin methyliert.
Dabei dndert sich die Ladung der Proteine nicht (Bannister and Kouzarides 2011).

Spezifische Enzyme, Histonmethyltransferasen (HMTs) sind nur in der Lage bestimmte
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Lysine zu methylieren. Zum Beispiel methyliert die HMT SUV39H1 ausschlielich
H3K9 (Rea et al. 2000). Je nach Anzahl der angehéngten Methylgruppen kann eine
mono-, di- oder tri-Methylierung stattfinden. Die jeweiligen Enzyme sind auch in dieser
Hinsicht spezifisch und nur in der Lage eine dieser Reaktionen zu katalysieren (Xiao et

al. 2003).

CH; CH;

&3
S NHs* QPQ "¢ Q)Q, NH+ ¢ D)) Q;?%
Oo  KmT QQ kT Qg KT o

e o Q @ QQ — QO
o o) o ")

Lysine Mono-methyl Di-methyl Tri-methyl
lysine lysine lysine

Abbildung 5 — Mono-/Di-/Trimethylierung der Aminoséure Lysin (HMT kénnen in zwei Gruppen unterteilt werden:
die Lysin-Methyltransferasen KMT und die Arginin-Methyltransferasen RMT; Da in dieser Arbeit nur KMT untersucht

wurden, werden sie im Folgenden vereinfacht als HMT bezeichnet)

Quelle: (http://www.epizyme.com/epigenetics/about-epigenetics/chromatin-modifying-enzymes/)

Die Histonmodifikation ist nicht statisch, da die Methylgruppen von
Histondemethylasen (HDMTs) wieder entfernt werden konnen (Klose and Zhang 2007).
Besonders seit der Entdeckung der HDMT LSD1, die H3K4 demethyliert, sieht man den
Prozess als reversibel an (Shi et al. 2004). Je nach Position der Methylierung werden
Gene aktiviert oder inhibiert. Die Feinregulierung dieser Prozesse ist sehr komplex.
Neben einer gegenseitigen Beeinflussung der Histonmodifikationen an den
unterschiedlichen Aminosduren, ist der Methylierungsstatus auch von der An-/
Abwesenheit anderer Effektorproteine abhéingig. Generell fiihrt jedoch eine Methylierung
von H3K4 zur Genaktivierung, die Methylierung von H3K9 und H3K27 zur Inhibierung
der Genaktivitit (Szyf 2009, Greer and Shi 2012).
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1.2.1.4 Histonacetylierung

Im Gegensatz dazu fiihrt Acetylierung immer zu einer vermehrten Transkription
und somit zu Genaktivierung. Durch die Anlagerung der Acetylgruppen wird die positive
Ladung der Lysine neutralisiert. Dadurch werden die elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen den Histonen und den negativ geladenen Phosphatgruppen
der DNA gestort (Shahbazian and Grunstein 2007). Dies flihrt zur Auflockerung der
Chromatinstruktur und somit zur vermehrten Bindung von Transkriptionsfaktoren. Die
zugehorigen Enzyme, Histonacetyltransferasen (HATSs) lassen sich in drei Hauptgruppen
klassifizieren: ~ GNAT, MYST und  p300/CBP-Gruppe. @ Auch  basale
Transkriptionsfaktoren sowie Rezeptor Co-Faktoren im Zellkern gehoren zu den HAT.
Im Gegensatz zu HMTs, die immer spezifisch sind, folgen HAT globaleren
Acetylierungsmustern (Roth et al. 2001). Histondeacetyltransferasen (HDACs) konnen
die Acetyl-Gruppen wieder entfernen. HDAC-Inhibitoren, wie Valproinséure oder
FK228 wurden bereits in mehreren Studien als therapeutischer Ansatz flir z.B.

Krebserkrankungen erprobt (Hildmann et al. 2007, Baccarelli and Ghosh 2012).

1.2.2 Einfluss der Epigenetik auf die Atherosklerose — bisherige Studienlage

Epigenetische Prozesse stehen unter dem Einfluss von externen Faktoren (z.B.
Umweltfaktoren, Erndhrung etc.) (Whayne 2014). Daher werden sie immer Ofter als
Erkldrungsansatz zum Verstédndnis von chronischen Krankheiten mit multifaktorieller
Genese herangezogen. Besonders in Studien zu Krebserkrankungen und
Therapieansitzen werden epigenetische Uberlegungen seit Lingerem miteinbezogen
(Chi et al. 2010). Die Datenlage zu Epigenetik und kardiovaskuldren Erkrankungen ist
bisher noch unzureichend. Dennoch gibt es einige Arbeiten, die interessante
Zusammenhinge zwischen Epigenetik und Atherosklerose erforscht haben (Dong et al.
2002, Castillo-Diaz et al. 2010, Ordovas and Smith 2010, Turunen and Yla-Herttuala
2011). So wurde beispielsweise gezeigt, dass abweichende DNA Methylierungsmuster
mit einer Anderung der Transkription von proatherogenen Genen assoziiert sind

(Castillo-Diaz, Garay-Sevilla et al. 2010). AuBerdem werden Wachstum,
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Differenzierung, Migration, Kontraktilitdit, Inflammation sowie Ablagerung
extrazelluldrer Matrix von SMCs durch die Aktivitit von HATs und HDACs reguliert
(Findeisen et al. 2011, Natarajan 2011). Erhohte Inflammation als Resultat eines
Endotheldefekts wurde bereits mit DNA Hypermethylierung assoziiert. Die vermehrte
Rekrutierung von Entziindungszellen wird wiederum durch Acetylierung von Lysinen
gesteuert (Schleithoff et al. 2012). Die Adhision der Monozyten an die GetaBwand iiber
VCAM-1 wird ebenfalls durch HAT Aktivitdt beeinflusst (Zhang et al. 2011). Ebenso
wurde gezeigt, dass die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) durch
Mehtylierung und Acetylierung von Histonen kontrolliert wird. Sie ist ein wichtiger
Faktor fiir die Funktion des vaskuldren Endothels (Mattagajasingh et al. 2007, Yan et al.
2010). Der bekannte Risikofaktor fiir Atherosklerose Homocystein fiihrt zu einem
intrazelluliren Anstieg von S-Adenosylhomocystein. Da dieses wiederum ein
Methyltransferase-Inhibitor ist, geht man von einem Zusammenhang mit epigenetischen
Prozessen aus (Ingrosso and Perna 2009). Diverse epigenetische Prozesse scheinen also

eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose einzunehmen.

Um ein genaueres Verstidndnis fiir die Pathomechanismen zu gewinnen und um
potentielle neue Ansitze fiir Therapiemoglichkeiten zu schaffen, ist es notwendig
epigenetische Uberlegungen miteinzubeziehen. Die bekannten Risikofaktoren fiir die
Entstehung von Atherosklerose (Rauchen, Cholesterin, etc.) konnen als Umwelteinfliisse
betrachtet werden. Die Epigenetik beschreibt den vererbbaren Einfluss von
Umweltfaktoren auf das Genom eines Individuums. Daher konnen epigenetische
Mechanismen gerade im Fall der Atherosklerose einen Erkldrungsansatz fiir den
Zusammenhang der Exposition gegeniiber bestimmten Risikofaktoren und der
Pathogenese darstellen. Im Bereich der Carotisarterienstenose ist es im Hinblick auf
Therapieoptionen wichtig zu unterscheiden ob die Plaques stabil oder instabil sind.
Hierfiir ist ein umfassendes Verstindnis der pathologischen Vorginge in den
atherosklerotischen Lédsionen notwendig. Da die Datenlage {iiber epigenetische
Verdnderungen und Progression der Atherosklerose in humanen GefiBlen bisher

unzureichend ist, begriindet sich die Notwendigkeit weiterer Studien auf diesem Gebiet.
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1.3. Ziele der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden publikationsbasierten Dissertation war die Untersuchung
der wichtigsten und am hédufigsten beschriebenen epigenetischen Mechanismen, der
DNA-Methylierung und der  Histonmethylierung und  —acetylierung in
atherosklerotischen Lésionen von Patienten mit hohergradiger Carotisstenose. Die Arbeit
fasst dabei zwei zu diesem Thema ver6ffentlichten Publikationen zusammen. Es wurde
jeweils untersucht, ob es signifikante Unterschiede in den genannten epigenetischen
Modifikationen zwischen Friih- und Spatstadium der Atherosklerose, bzw. gesunden

Gefi3en gibt.
Folgende Fragen sollten beantwortet werden:

1. Gibt es Unterschiede in den Histonmodifikationen (Methylierung und
Acetylierung) in atherosklerotischen Carotisldsionen verglichen mit gesunden
Carotisgefiflen? Die Studie konzentriert sich hierbei auf die wichtigsten
Positionen des Histons H3, ndmlich K4, K9 und K27, die nachweisbar zur

Verdnderung der Chromatinstruktur fithren.

2. Wie ist die Expression der zugehorigen Transferasen? Hier wurden Enzyme
ausgewahlt, die sich unter den als Erstes beschriebenen fanden (Santos-Rosa and

Caldas 2005).

3. Bei welchen Zellen spielen die epigenetischen Verédnderungen an Histonen die
grofite Rolle? Zellen, die an der Pathogenese der Atherosklerose beteiligt sind,

wurden hinsichtlich der Histonmodifikationen miteinander verglichen.

4. Gibt es Unterschiede der DNA-Methylierung der repetitiven DNA-Sequenzen
LINE-1 und Sat-a in fortgeschrittenen Stadien der Atherosklerose verglichen mit

Anfangsstadien und gesunden Gefi3en?

5. Werden die Methyltransferasen DNMT1, 3A und 3B mit Progression der

Atherosklerose unterschiedlich exprimiert
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Untersuchungsmaterial

2.1.1. Auswahl der Studienpopulation

Es wurden Gewebeproben (n=80: Publikation I und n=120: Publikation II) von
Carotisarterien aus der Biobank der Klinik und Poliklinik fiir Vaskulire und
Endovaskuldre Chirurgie (Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitét
Miinchen) untersucht. Die atherosklerotischen Plaques stammten von Patienten, die sich
aufgrund einer hochgradigen Carotisstenose (Stenosegrad > 70%) einer Carotis-
Thrombendarteriektomie (TEA) unterzogen haben.

Als Negativkontrolle dienten gesunde Carotiden von 10 (Publikation I) bzw. 12
(Publikation IT) Patienten, die im Rahmen von unfallchirurgischen Eingriffen gewonnen
wurden. Die Durchfiihrung der Studie erfolgte nach den Richtlinien der ,,Declaration of
Helsinki*“ der Weltgesundheitsorganisation (WHO).

2.1.2. Klassifizierung nach Schweregrad der Atherosklerose

Die aus den Operationen gewonnenen atherosklerotischen Plaques wurden in 4%
Formaldehyd fixiert, in Blocke von 4-5 mm segmentiert, entwidssert und in Paraffin
eingebettet. Bei starken Verkalkungen des Gewebes, wie sie im fortgeschrittenen Stadium
des Atherosklerose Plaques vorkommen, ging eine zusitzliche Inkubation in EDTA
Losung (bis zu 7 Tage) voraus. Mittels Histochemie (siche unten) konnten die Plaques in
friihe und fortgeschrittene Stadien der Atherosklerose nach Stary et al.(Stary, Chandler et
al. 1994, Stary, Chandler et al. 1995, Stary 2000) klassifiziert werden. Nach dieser von
der AHA anerkannten Methode, wurden die Gewebeproben in zwei Gruppen eingeteilt:
Frithstadium I - III (,early stage®) und Spitstadium V-VII (,,advanced stage®) der
Atherosklerose. Stadium IV und VIII wurde aus der Studie ausgeschlossen, weil nur
wenige Carotisldsionen diesen Typ der Atherosklerose innehatten. Die Klassifizierung

erfolgte in enger Absprache mit einem erfahrenen Pathologen.
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2.2. Histochemie und Charakterisierung der Plaque Morphologie

2.2.1. Anfertigung der Schnitte

Aus den in Paraffin eingebetteten und mit Formalin fixierten Gefdproben
(A.carotis) wurden mit dem Mikrotom 2-3 pum diinne Schnitte angefertigt, kurz zur
,Entfaltung* in ein 40°C Wasserbecken gebracht, auf einen Glasobjekttrager (SuperFrost,
Firma Menzel, Deuschland) aufgezogen und bei 56°C iiber Nacht getrocknet. Um die
Adhésion zu verbessern wurden die Objekttriger zuvor mit poly-L-lysine solution (0.1%

v/w in water, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) beschichtet.

2.2.2. Entparaffinierung

Vor dem Féarbevorgang wurden die getrockneten Praparate durch 20 miniitige (min)
Inkubation in Xylol entparaffiniert und anschlieBend mittels absteigender Alkoholreihe
bis zu destilliertem Wasser (Aqua dest) rehydriert: 10 min in 100 % Isopropanol, 5
Minuten in 96% Ethanol, 5 Minuten in 70% Ethanol und zuletzt in Aqua dest. Alle

benotigten Substanzen wurden aus der Apotheke des Klinikum rechts der Isar bezogen.

2.2.3. Himatoxylin-Eosin (HE-) Firbung

Die HE-Firbung diente als Standard und Ubersichtsfirbung. Zellkerne erscheinen
bei dieser Farbung blau, das Zytoplasma rosa. Die Firbung erfolgte nach einem
Standardprotokoll des Instituts fiir Pathologie, Klinikum rechts der Isar.

Nach Entparaffinierung erfolgte eine 10 miniitige Inkubation mit Mayer's
Héamalaun bei Raumtemperatur (RT). Durch anschlieBende Spiilung in alkalischem
Milieu (warmes Leitungswasser) fiir wurden basophile Strukturen (DNA, Ribosomen)
blau gefiarbt. Danach wurden basische Zytoplasmaproteine mit 2%-igem Eosin (Zugabe
von Essigsdure damit pH=4-6) flir 1 min rot gegengefarbt. AnschlieBend wurde kurz mit
Leitungswasser gespliilt, in aufsteigender Alkoholreihe (70%Ethanol, 96% Ethanol, 100%

Isopropanol) entwissert, mit Xylol geklédrt und mit Deckglidschen eingedeckt.
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2.2.4. Elastica-van-Gieson (EvG) Farbung

Mithilfe dieser Farbung konnen kollagene und elastische Fasern gut differenziert
werden. Die entparaffinierten und entwisserten Préparate wurden fiir 15 min mit einer
Resorcin-Fuchsin-Losung inkubiert um elastische Fasern schwarz darzustellen. Nach
einem Spiilgang mit Aqua dest, erfolgte eine kurze Inkubation in 96% Ethanol.

Die schwarz-braune Anfirbung der Kerne wurde durch anschliefendes Einbringen
der Préparate in Eisenhdmatoxylinlosung nach Weigert fiir 5 min erzielt. Danach werden
die Schnitte fir 10 min warm gewissert und im Anschluss wird das Zytoplasma mit
Pikrofuchsin fiir 5 min gegengefarbt. Die Pikrinsdure stellt fast alle Strukturen gelb dar.
Das Saurefuchsin kann wegen der kurzen Einwirkzeit nur in Kollagenfasern eindringen

und férbt diese rot. Entwéssern und Eindecken erfolgt wie oben erwéhnt.

2.3. Immunhistochemie (IHC)

2.3.1. Vorbehandlung der Priparate

Die in Formaldehyd fixierten Paraffinpriaparate (FFPE) wurden zunéchst wie oben
beschrieben mit dem Mikrotom 2um diinn geschnitten, auf beschichtete Objekttrager
aufgezogen, bei 56 °C getrocknet und entparaffiniert.

Zur Proteindemaskierung wurden die Priparate 7 min in Citratpuffer (pH=6; 2,1 g
Citrat-Monohydrat in 1000 ml Aqua dest) gekocht. AnschlieBend erfolgte die Spiilung
aller Schnitte mit einer 10-fachen Verdiinnung von TRIS Puffer. TRIS Puffer wurde aus

60,5 g Trizma Base (Sigma-Aldrich, Germany) und 90 g NaCl (Merck, Germany)
in 1000 ml Aqua dest hergestellt. Durch Hinzugabe von HCI (Apotheke des Klinikum
rechts der Isar, TU Miinchen, Germany) wurde der pH auf 7,6 eingestellt.

Fiir die immunhistochemische Farbung kamen die LSAB und APAAP Methode
zum Einsatz. Daflir wurden Dako REAL™ Detection System APAAP Mouse (Dako
Denmark Als, Glostrup Denmark) und Dako REAL™ Peroxidase/DAB+ Rabbit/Mouse
(Dako Denmark Als, Glostrup Denmark) gemi3 Anweisungen des Herstellers verwendet.

Alle Antikoérper wurden mit Antibody Diluent (Dako) verdiinnt.
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Es folgten mehrmalige Inkubations- und Spiilungsschritte gemi3 Protokoll des
Herstellers. Zuletzt lie sich unter dem Lichtmikroskop die Farbentwicklung (braun bzw.
rot) beobachten. Nach einem letzten Spiilen mit TRIS-Puffer wurden die Praparate fiir ca.
20 sec mit Himalaun gegengefarbt. AnschlieBend aufsteigende Alkoholreihe, Xylol und
Eindecken der Objekttrager.

2.3.2. Verwendete Antikorper

Mithilfe der Immunhistochemie konnten Endothelzellen, Lymphozyten,
Makrophagen und glatte Muskelzellen (SMCs) im Frith- und Spétstadium der
Atherosklerose differenziert werden. Anschliefend wurden konsekutive Schnitte der
Priaparate mit Antikorpern gegen methylierte (H3K4me, H3K9me, H3K27me) und
acetylierte (H3KO9ac, H3K27ac) Histone gefirbt. Eine Ubersicht der verwendeten
Antikorper und Verdiinnungen finden sich in nachfolgenden Tabellen.

Fiir die Darstellung glatter Muskelzellen wurden drei verschiedene Antikdrper
getestet und letztendlich anti smooth muscle actin (SMA) verwendet (siche Tabelle).
Ebenfalls getestet wurden die Antikorper gegen smooth muscle myosin heavy chain 1
und 2 (SM-MHCI1+2, rabbit monoclonal, Verdiinnung 1:4,000; abcam; Cat. ab124679)

und smoothelin (mouse monoclonal, diluton 1:100; abcam; Cat. ab21108).

Tabelle 1 — Antikorper fiir IHC

Antikorper | Spezifitit Tierart Klon Verdiinnung Methode Hersteller
Anti-human | Endothelzellen | Mouse JC70A | 1:100 LSAB Dako,
CD31 mono- Glostrup,
clonal Denmark
Anti-human | Lymphozyten | Mouse 2BI11 + 1:200 LSAB Dako,
CD45 mono- PD7126 Glostrup,
common clonal Denmark
leukocyte
antigen
Anti-CD68 | Makrophagen | Mouse KP1 1:2000 LSAB Dako,
mono- Glostrup,
clonal Denmark
Anti- Glatte Mouse HHF35 1:200 APAAP Dako,
smooth Muskelzellen | mono- Glostrup,
muscle clonal Denmark
actine
(SMA)
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Tabelle 2 — Antikorper fiir IHC (Histonmethylierung)

Antikorper Tierart Klon Verdiinnung | Methode Hersteller
di-methyl-histone | Rabbit C64G9 1:3000 LSAB Cell Signalling
H3 (Lys 4) monoclonal Technology
Inc.,Danvers,
USA
di-methyl-histone | Polyclonal; 1:200 LSAB Cell Signalling
H3 (Lys 9) source: - Technology
rabbit Inc.,Danvers,
USA
di-methyl-histone | Rabbit (DI8C8)XP | 1:1000 LSAB Cell Signalling
H3 (Lys 27) monoclonal Technology
Inc.,Danvers,
USA

Tabelle 3 — Antikorper fiir IHC (Histonacetylierung)

Antikorper Tierart Klon Verdiinnung Methode Hersteller

anti-Histone Rabbit [EP8654] 1:4000 LSAB Abcam,

H3 (acetylK27) | monoclonal | (ab45173) Cambridge,
UK

anti-Histone Rabbit [Y28] 1:2000 LSAB Abcam,

H3 (acetylK9) | monolonal (ab32129) Cambridge,
UK

2.4. Mikroskopie, Digitalisierung und Auswertung der

histologischen Priparate

Zur histologischen Charakterisierung wurden die Prdparate mit dem
Lichtmikroskop (Axioplan 2, Carl-Zeiss, Institut fiir Pathologie TU Miinchen) untersucht.
Zur Einschitzung der Plaquemorphologie und der Einstufung in die Schweregrade der
Atherosklerose wurden die Zellularitidt, Grad der Verkalkung, Thrombosierung und
Haemorrhagien, Ausbildung von Neogefalen sowie Gehalt an SMCs, Makrophagen und
Kollagen beurteilt. Die konsekutiven Schnitte wurden mit Aperio Scanscope CS2 (Leica
Biosystems Nussloch GmbH) eingescannt und digital abgespeichert, um eine
iibersichtlichere Auswertung am Monitor zu ermdglichen. Die Intensitdt der einzelnen
Farbungen wurde in den individuellen Zellen innerhalb der atherosklerotischen Plaques

konsekutiv (der Reihe nach) fiir SMCs, Makrophagen, Lymphozyten sowie fiir H3K4me,
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H3K9me, H3K27me, H3K9ac und H3K27ac untersucht. Es erfolgte die Auswertung
mittels eines semi-quantitativen Scorings durch den Promotionsstudenten und den

Betreuer der experimentellen Arbeit PD Dr. Pelisek.

2.5. Genexpressionsanalyse mittels quantitativer Reverse-

Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR)

2.5.1. RNA-Extraktion

Um die Aktivitit der DNMTs, HMTs und HATs zu bestimmen, wurde deren
Expression mittels QRT-PCR untersucht. Dies ist als ein zweistufiger Prozess anzusehen.

In einem ersten Schritt musste die RNA aus den FFPE Carotispréparaten extrahiert
werden. Hierbei kam das High Pure RNA Paraffin Kit (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) zur Verwendung. Wahrend des gesamten Vorgangs wurde auf
RNAse-freie Bedingungen geachtet (RNAse-Zap, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim Germany), um die empfindliche RNA vor Abbau zu schiitzen.

Pro Prédparat wurden zwei Schnitte von 10 pm mit dem Mikrotom angefertigt und
direkt in ein steriles 1,5 ml Eppendorf Gefal3 ibertragen. Vorher wurde die Paraffinmenge
durch seitliches Abschneiden am Prédparat reduziert. Dies erleichterte die folgende
Entparaffinierung durch eine 5-miniitige Inkubation in 800 pul Xylol.

Um eine Analyse der Expression von HMTs selektiv fiir die einzelnen Zelltypen
durchzufiihren, wurde zusétzlich die Technik der Mikrodissektion unter dem
Lichtmikroskop angewandt. Hierbei wurden aus ausgewihlten Priparaten jeweils nur
Bereiche mit dem Skalpell ausgeschnitten, die die gesuchten Zellen beinhalten.

Folgende Binde-/Zentrifugations- und Waschschritte erfolgten nach Protokoll des
Herstellers unter Einhaltung der vorgegebenen Inkubationszeiten.

Nach dem letzten Schritt verblieben 60 pl Gesamtvolumen im Eppendorfgefal (1,5
ml). Der reine RNA Gehalt dieser Losung wurde mit Nanodrop 2000c (Peqlab GmbH)
photometrisch bestimmt und die Proben im Anschluss bei -70°C bis zur weiteren

Verwendung eingefroren.
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2.5.2. cDNA-Synthese

Da fiir die anschlieBende PCR DNA bendtigt wird, musste die aus den FFPE
Priaparaten gewonnene RNA im zweiten Schritt, in komplementire DNA (cDNA)
umgeschrieben werden. Dies wurde mit dem RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(Fermentas, Kat.No. K1622) durchgefiihrt. In einem Gesamtvolumen von 11 pl wurde
bis zu 1 pg RNA umgewandelt. Nach Zugabe von 1 pl Oligo (dT1s8) Primern, wurde die
Probe kurz gemixt, anzentrifugiert und zur besseren RNA-Entfaltung 5 min bei 65 °C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben unmittelbar auf Eis gelagert und dort 2 min
inkubiert. In der Zwischenzeit wurde auf Eis ein Mix hergestellt, der Folgendes
beinhaltete: 4 ul Puffer, 1 pl RNAse Inhibitor, 2 pul dANTP (Desoxyribonukleosid-
triphosphate) (10 mM) und 1 pul M-MuLV Reverse Transkriptase. Von diesem Mix
wurden 8 pl zu jeder Probe gegeben, gefolgt von 1 Stunde Inkubationszeit bei 43°C. Das
Temperaturoptimum des Enzyms M-MuLV Reverse Transkriptase liegt zwischen 42°C
und 50°C. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Reaktion fiir 5 min bei 70 °C
gestoppt und die Proben bei -20°C eingefroren.

2.5.3. SYBR-Green basierte qRT-PCR

Bei der real-time PCR zur Quantifizierung der Expression von DNMTs, HMTs und
HATs wurde SYBR-Green I (KAPA SYBR Fast Universal, peqlab) und kommerziell
erhidltliche Primer (Qiagen) (siche Tabellen) verwendet. Der Cyanin-Farbstoff bindet an
doppelstringige DNA und emittiert griines Licht. Die Reaktion fand im Thermo Cycling
Gerit (iQ5 real-time Cycler, Biorad) statt, welches das emittierte Signal detektiert.

PCR-Ansatz (Gesamtmenge 25 pl):

Komponente Menge
SYBR-Green-MasterMix (peqlab) 12,5 pl
PCR-Wasser (steril) 8,5 ul
Primer Assay 2l
cDNA 2 ul
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Tabelle 4 - Primer qRT-PCR — Referenzgen

Gen Primer Amplikon Cat. Nr.
(bp)
QuantiTect Primer Assay Hs GAPDH 1 SG,
GAPDH NM 001256799 95 QT00079247
Tabelle 5 - Primer qRT-PCR - H3K4
Gen Primer Amplikon | Cat. Nr.
(bp)
MLL2 QuantiTect Primer Assay Hs MLL 2 SG 76 QT00247464
hSET1A QuantiTect Primer Assay Hs KIAA0339 1 _SG 74 QT00042427
SET7/9 QuantiTect Primer Assay Hs SET7 1 SG 163 QT00079282
Tabelle 6 - Primer qRT-PCR — H3K9
Gen Primer Amplikon | Cat. Nr.
(bp)
SUV39H1 QuantiTect Primer Assay Hs SUV39H1 1 SG 108 QT00091042
SUV39H2 QuantiTect Primer Assay Hs SUV39H2 1 SG 106 QT00094311
ESET/SET | QuantiTect Primer Assay Hs SETDB1 1 SG 110 QT00086142
DB1
EHMT1 QuantiTect Primer Assay Hs EHMT1 1 SG 110 QT00084602
Tabelle 7 - Primer qRT-PCR — H3K27
Gen Primer Amplikon | Cat. Nr.
(bp)
EZH1 QuantiTect Primer Assay Hs EZH1 1 SG 91 QT00030275
EZH2 QuantiTect Primer Assay Hs EZH2 1 SG 112 QT00054614
G9a QuantiTect Primer Assay Hs EHMT2 1 SG 97 QT00088627
Tabelle 8 — Primer qRT-PCR- Acetylierung
Gen Primer Amplikon | Cat. Nr.
(bp)
GCNSL QuantiTect Primer Assay Hs KAT2A 1 SG 88 QT00067704
P300 QuantiTect Primer Assay Hs EP300 1 SG 72 QT00094500
MYST1 QuantiTect Primer Assay Hs KAT8 1 SG 94 QT00090636
MYST2 QuantiTect Primer Assay Hs KAT7 1 SG 78 QT00006132
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Tabelle 9 — Primer qRT-PCR DNA-Methyltransferasen

Gen Primer Amplikon | Cat. Nr.
(bp)

DNMT1 QuantiTect Primer Assay Hs DNMT1 1 SG 93 QT00034335

DNMT3A QuantiTect Primer Assay Hs DNMT3A 1 SG 144 QT00090832

DNMT3B QuantiTect Primer Assay Hs DNMT3B 1 SG 128 QT00032067

TET1 QuantiTect Primer Assay Hs TET1 1 SG 88 QT00037646

Wihrend der Herstellung des Ansatzes wurden die Proben auf Eis gelagert um eine
Fragmentierung der empfindlichen cDNA zu verhindern. AnschlieBend wurde der Ansatz
wurde flir den jeweiligen Primer steril in eine 96-Well Platte (Sarstedt) pipettiert. Alle
Proben wurden in Doppelbestimmung gemessen. Fiir Einstellung, Steuerung und

Auswertung kam die StepOnePlus Software (Applied Biosystems) zum Einsatz.

Grundsitzlich erfolgt die PCR in drei Schritten, die sich zyklisch wiederholen. Die
Temperaturen und Zeiten, flir die hier verwendeten Primer und Enzyme optimiert und

gemil folgendem Protokoll durchgefiihrt:

PCR-Reaktion Temperatur Zeit
1. Denaturierung 95 5 min.
95 10 sec.
2. Primer annealing 60 30 sec.
3. Amplifikation 72 10 sec.
4. Eliminierung der Primer Dimere 77 15 sec.
Zykluszahl Gesamt 45

Bei dieser Methode kann es auch zu einer unspezifischen Anlagerung der Primer
kommen (sog. Primer-Dimere). Deshalb wurde im letzten Schritt die Temperatur iiber
den Schmelzpunkt der Primer-Dimere angehoben, womit diese eliminiert werden. Es
folgte die Auswertung mittels Schmelzkurvenanalyse. Da die Primer-Dimere einen
unterschiedlichen Schmelzpunkt (Tm= Temperatur, bei der 50 % der Basenpaare des
DNA Doppelstrangs getrennt sind) haben als die gesuchten Amplicons, koénnen die

Kurven unterschieden werden. Jeder Primer wiederum hat ebenfalls seinen spezifischen
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Schmelzpunkt Tm. Fiir die Auswertung wurde die ABI Prism 7700 Sequence Detector

Software (Applied Biosystems) verwendet.

Bei der qRT-PCR handelt es sich nicht um eine absolute sondern eine relative
Quantifizierung der Genexpression. Bei jeder PCR-Reaktion wurde deshalb die
Expression des ,housekeeping genes* Gylcerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) mitbestimmt und die Expression der Zielgene in Relation dazu gesetzt. Alle

verwendeten Primer Assays stammen von Qiagen (Hilden, Germany).

2.5.4. TagMan basierte qRT-PCR

Fiir die Quantifizierung der DNA-Methylierung, wurde zunidchst DNA aus den
konsekutiven FFPE Proben extrahiert. Anschlieend erfolgte die Bisulfit-Konversion um
unmethylierte Cytosine in Uracil umzuwandeln. Dies erfolgte nach Herstellerangaben
(Quiagen, Hilden, Germany). Die DNA Methylierung wurde dann anhand der repetitiven
Sequenzen LINE1 und SAT-a (Methylight System) mittels TagMan Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany) quantifiziert. Wie durch
Weisenberger et al. etabliert, diente die methylierungsunabhingige repetitive DNA-
Sequenz ALUI als Referenzgen (Weisenberger et al. 2008). Die Primer wurden fiir den
ABI Prism Sequence Detector (Applied Biosystems) optimiert.

2.6. Western Blot

Die Methylierung der Histone wurde zusétzlich auf Proteinebene mittels Western
Blot untersucht. Dabei wurde die Expression von methyliertem H3K4, H3K9 und H3K27

mit der Expression von gesamten Histon H3 verglichen.

Segmente aus FFPE Carotispridparaten wurden in fliissigem Stickstoff
homogenisiert, in Lysepuffer aufgelost und die Histone nach Herstellerangaben extrahiert
(EpiSeeker Histone Extraction Kit, Abcam, Cambridge, UK). Die Proteinquantifizierung
erfolgte durch Auswertung der optischen Dichte bei 560 nm mittels BCA Protein Assay
Kit (Pierce Biotechnology, Rockford, USA). Jeweils gleiche Anteile der extrahierten
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Histonproteine wurden dann mit 15% SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF
Membran geblottet. Die Membran wurde fiir 1 Stunde mit 5% fettfreier trockener Milch
in TBS-Losung geblockt (50 mM Tris-HCI, pH 7.4,150 mM NaCl) und anschlieBend mit
Primédrantikorpern tiber Nacht bei 4°C inkubiert (Tabelle 9). Es folgte die Inkubation mit
dem Sekundérantikdrper fir 1 Stunde (goat anti-rabbit IgG, TR-001-HR, Thermo
Scientific; Verdiinnung 1:10,000). Die Proteine wurden mittels Chemiluminiszenz
visualisiert (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific,
Waltham, USA). Die Quantifizierung wurde durch Analyse der Intensitdt der einzelnen
Banden mit free software ImageJ 1.44p (National Institutes of Health, USA)
durchgefiihrt.

Tabelle 9 - Primérantikérper Western Blot

Antikorper Tierart Cat. Nr. Verdiinnung Hersteller

Di-Methyl- rabbit 98478 1:500 Methyl-Histone H3

Histone H3 monoclonal Antibody Sampler Kit; New

(Lys4) England Biolabs Frankfurt
am Main, Germany;

Di-Methyl- rabbit 9847S 1:500 Methyl-Histone H3

Histone H3 monoclonal Antibody Sampler Kit; New

(Lys9) England Biolabs Frankfurt
am Main, Germany;

Di-Methyl- rabbit 98478 1:500 Methyl-Histone H3

Histone H3 monoclonal Antibody Sampler Kit; New

(Lys 27) England Biolabs Frankfurt
am Main, Germany;

Histone H3 rabbit 9847S 1:500 Methyl-Histone H3

monoclonal Antibody Sampler Kit; New

England Biolabs Frankfurt
am Main, Germany;
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2.7. Statistische Auswertung

Alle Ergebnisse wurden mit SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) ausgewertet.

Die Daten werden mittels Boxplot Diagramm mit Median und 25./75.Perzentile

dargestellt. Unterschiede mit p-Wert < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.

Fiir die detaillierte Beschreibung wird auf die Publikationen im Appendix verwiesen.

3. ERGEBNISSE

3.1. Auswertung der histologischen Charakterisierung der

Studiengruppen (fiir beide Publikationen)

Fir beide Veroffentlichungen wurden die Carotisprdparate zundchst in die
Studiengruppen Kontrollen, Frith- und Spitstadium der Atherosklerose eingeteilt.

Anhand der histologischen Klassifizierung ergaben sich folgende Ergebnisse.

In den Friihstadien I — III zeigte sich in den Gefdf3en eine Zunahme von fibrésem
Bindegewebe. Durch Ablagerung von Kollagen sowie Glycosaminoglykanen erschien
die Intima verdickt. Innerhalb der Intima fanden sich vereinzelt Lipidansammlungen. Die

Anzahl von Makrophagen war im Gegensatz zu Kontrollgefi3en erhoht.

Im Spitstadium IV-VII konnte ein weiterer Anstieg von Leukozyten und
Makrophagen beobachtet werden. Fibroses Bindegewebe war heterogen durch alle
GefidBschichten verteilt. Es fanden sich thrombotische Ablagerungen, die in einigen
Fillen auch Haemorrhagien aufwiesen. Neben grofler gewordenen Lipideinlagerungen,

dominierten Nekrosen und Kalzifikationen die GefaBwand.
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Abbildung 6 — Schematische Darstellung der Atherosklerose im Frithstadium (A) und Spétstadium (B) nach

Stary et al. mit entsprechenden histologischen Praparaten (HE-Féarbung); Die Pfeile markieren sichtbare Pathologien:

Verdickung der Intima, Ausbildung einer fibrosen Kappe und nekrotische Lipideinlagerungen (von oben nach unten)

3.2. Publikation I

Zum Zeitpunkt der Planung der ersten experimentellen Ansdtze gab es noch keine
Daten tiber die moglichen epigenetischen Verdnderungen in atherosklerotischen Lésionen
von Patienten mit hohergradigen Carotisstenose. Daher wurde der Fokus zuerst auf die
Histonacetylierung und —methylierung gelegt (Publikation I). Zu diesem Zweck wurde
mittels THC die Ausprigung der Histonmethylierung und der Histonacetylierung von
H3K4, H3K9 und H3K27 untersucht. AnschlieBend erfolgte die Analyse der Expression
ausgewahlter HMTs (H3K4: MLL2/4, SET7/9, hSET1A; H3K9: SUV39H1, SUV39H2,
ESET/SETDBI1, EHMTI1; H3K27: EZH2, G9a), sowie HATs (GNAT-Gruppe: GCNS5L,
P300/CBP-Gruppe: P300, MYST-Gruppe: MYST1, MYST2) mittels SYBR-Green
basierter qRT-PCR.

Da die Position K4 nicht acetyliert wird, wurden fiir die Acetylierung nur H3K9
und H3K27 analysiert. Fiir alle Praparate wurde eine konsekutive Farbung der einzelnen
Zelltypen durchgefiihrt, gefolgt von einer acetylierungsspezifischen IHC. Erhohte
Histonacetylierung von H3K9 und H3K27 wurde in SMCs und in Makrophagen in

fortgeschrittenen Lasionen beobachtet, verglichen mit gesunden Kontrollen (siehe Figure
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1 und 2 (Publikation I)). Die Acetylierung von H3K9 korrelierte mit Plaque Progression
(siche Figure 2 (Publikation I)).

Die Expression der HATs GCNSL und MYSTI wies einen signifikanten
Zusammenhang zur Schwere der Atherosklerose auf. Die Expressionsunterschiede von
p300 waren nicht signifikant, wihrend MYST2 in keiner Probe detektiert wurde (siche
Figure 3 (Publikation I)).

H3K9 war in fortgeschrittenen Atherosklerosestadien in SMCs und Leukozyten
signifikant weniger methyliert. Fiir H3K27 zeigte sich ebenfalls eine signifikante
Reduktion der Methylierung in fortgeschrittenen Stadien in Makrophagen und
Leukozyten. Im Gegensatz dazu war die Methylierung von H3K4 besonders in SMC und
Endothelzellen in fortgeschrittenen Atherosklerosestadien signifikant erhdht (sieche

Figure 4 (Publikation I)).

Die Histonmethyltransferase MLL2/4, die H3K4 methyliert, zeigte eine
signifikante Erhohung der Expression in fortgeschrittenen Carotisplaques. Auflerdem
konnte G9a detektiert werden, jedoch ohne signifikante Unterschiede in den
Studiengruppen (siehe Figure 5 (Publikation I)). Fiir die {ibrigen Enzyme konnte keine
Expression nachgewiesen werden. Interessanterweise waren die Expressionslevel von
MLL2/4 und G9a 100-1000-fach hoher als die Expression der HATs. Sie erreichten ein
dhnliches Level wie das ,,housekeeping“-Gen GAPDH.

Die Ergebnisse dieser Studie weisen auf einen entscheidenden Zusammenhang
zwischen Histonmodifikationen und Atheroskleroseentstehung hin. Die Verdnderungen
scheinen vor allem zu einer erhohten Genaktivitit zu fiihren. Fiir eine detaillierte und

vollstandige Darstellung der Ergebnisse findet sich die Publikation I im Appendix.

3.3. Publikation 11

Aufgrund der vielversprechenden Resultate der ersten Publikation wurde im
zweiten Teil der Dissertation detaillierter auf die Histonmethylierung eingegangen.
Zusétzlich wurden die DNA-Methylierung und die Expression der korrespondierenden

DNA-Methyltransferasen untersucht.
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Die Methylierung der Histone wurde zusétzlich mittels Western Blot analysiert. Die
Methylierung von H3 an den Positionen K4, K9 und K27 wurde mit der Expression von
Histon H3 als Ganzes verglichen. H3K9 und H3K27 in frithen und fortgeschrittenen
Stadien der Atherosklerose zeigten eine bis zu 4-fache Reduktion der Methylierung,
verglichen mit den gesunden Kontrollen (siehe Figure I (Publikation II)).

Immunohistochemisch war die Methylierung von H3K9 und H3K27 insbesondere
in glatten Muskelzellen (SMCs) und Lymphozyten in fortgeschrittenen Stadien der
Atherosklerose auch signifikant reduziert (siehe Figure 3 und 4 (Publikation II)). Da
Methylierung dieser Positionen zu einer verminderten Genaktivitdt fiihrt, bedeutet die
Reduktion eine vermehrte Genexpression. Im Gegensatz dazu stand der
Methylierungsstatus von H3K4 in SMC in signifikantem Zusammenhang mit der
Progression der atherosklerotischen Lasionen (siehe Figure 2 (Publikation II)). Im
fortgeschrittenen Stadium war die Histonmethylierung von H3K4 signifikant erhoht, was

ebenfalls mit Erhohung der Genexpression einhergeht.

Von acht mittels qRT-PCR untersuchten korrespondierenden HMTs konnten nur
zwei (MLL2/4 und G9a) detektiert werden. Die Expression von MLL2/4 war in
fortgeschrittenen Stadien signifikant erhoht (siehe Figure 5 (Publikation II)). Um die
Expression der korrespondierenden Enzyme noch spezifischer fiir die individuellen
Zelltypen zu untersuchen, wurde eine Mikrodissektion der Priparate durchgefiihrt und
die mRNA Expression in SMCs, Lymphozyten und Makrophagen analysiert (siche
Figure 6 A- E (Publikation II)).

Die mittels spezifischer quantitativer PCR ermittelte DNA-Methylierung nahm
sowohl bei der repetitiven DNA-Sequenz LINE1 als auch bei Sat-a mit Progression der
Atherosklerose kontinuierlich ab (siehe Figure 7 A, (Publikation II)). Bei den fiir die
DNA-Methylierung zustdndigen Enzymen konnte fir DNMTI1 eine verringerte
Expression in Atherosklerose gezeigt werden (siehe Figure 7 C-E, (Publikation II)).
DNMT3B zeigte ebenfalls einen Abfall der Expression, wobei die Ergebnisse jedoch
keine Signifikanz erreichten. DNMT3A war nicht detektierbar. Fiir die Demethylase
TET1 konnte hingegen ein signifikanter Anstieg der Expression, v.a. in SMCs in
fortgeschrittenen Stadien der Atherosklerose festgestellt werden. Zusdtzlich wurde die

zellfreie DNA, sowie DNA in Monozyten und Lymphozyten im Blut von Patienten mit
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hochgradiger Carotisstenose untersucht. Hier zeigte sich fiir beide repetitive Sequenzen
LINEI und Sat-a eine signifikante Reduktion der Methylierung im Serum von Patienten
mit Carotisstenose im Vergleich zu gesunden Probanden (siehe Figure 7 B, (Publikation
IT)). Interessanterweise fand sich bei der DNA der Zellen kein Unterschied hinsichtlich
der DNA-Methylierung (siehe Figure 7 und 8 (Publikation II)).

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse also auf eine herabgesetzte DNA-Methylierung

in hoheren Stadien der Atherosklerose hin.

Fiir die vollstindige und detaillierte Darstellung wird auf Publikation II im

Appendix verwiesen.

4. DISKUSSION

4.1. Diskussion der verwendeten Methoden

4.1.1. IHC und semi-quantitative Auswertung der konsekutiven Firbungen

Trotz sorgfiltiger Auswahl und Durchfiihrung der Methoden, ergeben sich gewisse
Grenzen dieser Arbeit. Zum einen wurden einzelne représentative hdufig in der Literatur
beschriebene Histonmethylierungs- und acetylierungsstellen ausgewéhlt von denen
bekannt ist, dass sie eindeutig zu epigenetischer Chromatinmodifizierung fithren. Andere
Positionen von Lysinen anderer Histone, konnten ebenfalls eine Rolle in der
Atheroskleroseentstehung spielen. Durch die Anfertigung konsekutiver Schnitte eines
Priparats und die doppelte Auswertung durch zwei unabhéngige Untersucher kann das
Ergebnis zwar objektiviert werden, bleibt jedoch semi-quantitativ. Eine weitere
Schwierigkeit stellte die Auswahl gesunder Kontrollarterien dar. Die Kontrollarterien aus
unfallchirurgischen Eingriffen bestehen meist aus allen GefaBwandschichten. Die aus
TEA Operationen stammenden atherosklerotischen Carotiden beinhalten zum grofBten
Teil die erkrankte Intima. Auch die zelluldiren Komponenten sind in gesunden Gefdl3en
anders verteilt als in Atherosklerose. Daher wurde fiir Lymphozyten und Makrophagen

kein Vergleich der Methylierung und Acetylierung zwischen Kontrollen und
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Atherosklerosestadien durchgefiihrt. Diese Zellen fehlen in der Regel im gesunden GefaB.
Auflerdem ist die Verfligbarkeit gesunder Carotisarterien begrenzt, so dass z.B. die

Anzahl nicht ausreichte um ein Matching der Studiengruppen nach Alter vorzunehmen.

4.1.2. qRT-PCR zur Expressionsanalyse und Western Blot

Bei der Verwendung von FFPE Proben, kann es problematisch sein eine
ausreichend groBe Menge RNA zu extrahieren. Durch die photometrische Messung des
RNA-Gehalts und der RNA-Qualitdt mit NanoDrop 2000 wurde sichergestellt, genug
qualitativ hochwertige cDNA fiir die PCR-Reaktion zu gewinnen. Auf die Visualisierung
der amplifizierten Produkte (z.B. durch Gel-Elektrophorese) wurde verzichtet. Um
reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen, wurden kommerzielle Primer der Firma Qiagen
verwendet und eine modifizierte RT-PCR Reaktion durchgefiihrt, um die Detektion der

Primer-Dimere zu vermeiden.

4.2. Diskussion der Ergebnisse

4.2.1. Verminderte DNA-Methylierung bei Progression der Atherosklerose

Die Rolle der DNA Methylierung und DNMTs wurde bereits in
Krebserkrankungen, sowie Korper- und Organentwicklung erforscht (Andreu-Vieyra et
al. 2010, Ordovas and Smith 2010). Fiir die Atherosklerose ist die Datenlage in diesem
Zusammenhang noch sehr gering. Wir konnten zeigen, dass die Expression von DNMT1
in fortgeschrittenen Atherosklerosestadien signifikant vermindert ist. Aulerdem war die
DNA-Methylierung in humanen Carotisarterien in Atherosklerose bis zu 4-fach reduziert.
Diese Ergebnisse stimmen mit der Studie von Hiltunen et al. {iberein. Dort wurde in
dhnlichem AusmaBl DNA-Hypomethylierung in SMCs in atherosklerotischen
Kaninchengefdflen festgestellt (Hiltunen, Turunen et al. 2002). DNMT3A konnte in
unserer Studie nicht detektiert werden. Die Expression von DNMT3B war sehr niedrig,

dennoch in fortgeschrittenen Stadien der Atherosklerose vermindert. Dazu passend,
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beobachteten Spin et al. einen signifikante Down-Regulierung von DNMT3A und 3B
wihrend der Entdifferenzierung von SMCs (Spin et al. 2010).

Globale DNA Hypermethylierung in peripheren Blutzellen von Patienten mit
kardiovaskuldrer Erkrankung und chronischer Niereninsuffizienz wurde bereits durch
Stenvinkel et al. beschrieben (Stenvinkel et al. 2007). Unsere Daten zeigen
interessanterweise keine solchen Verdnderungen in den Blutzellen. Die freie DNA im
Serum von Patienten mit hochgradiger Carotisstenose war auflerdem hypomethyliert.
Diese Diskrepanz gilt es zukiinftig ndher zu untersuchen. Eine mogliche Erklarung ware,
dass die DNA im Serum direkt aus den apoptotischen und nekrotischen Zellen der Plaques
freigesetzt wird (Martinet et al. 2011, Yu et al. 2014). Somit koénnte der
Methylierungsstatus der zellfreien DNA mit der DNA-Methylierung von Zellen in

atherosklerotischen Lisionen korrelieren.

4.2.2. Unterschiede in der Histonmethylierung in frithen und fortgeschrittenen

atherosklerotischen Carotislidsionen

Friihere Studien zeigen, dass posttranslationale Verdnderungen an Histonen in der
Atherosklerose eine Rolle spielen. Die Methylierung von Histonen kann entweder zur
Genaktivierung oder zur Reduktion der Genaktivitdt fiihren. Di- und Tri-Methylierung
von Histon H3K4 fiihren zu einer verstdrkten Genexpression, wihrend di-und tri-
Methylierung von H3K9 und H3K27 in einer verminderten Genexpression resultieren
(Greer and Shi 2012). In den Publikationen wurde selektiv die di-Methylierung
untersucht, weil sie als am weitesten verbreitete Modifikation beschrieben wurde (Bessler
et al. 2010). Des Weiteren stellt sie einen notwendigen und effizienten Mechanismus fiir
das Chromatin Remodeling dar. Wihrend die Modifikationen der di-Methylierung breit
iiber die aktiven Genregionen verteilt sind, ist die tri-Methylierung meist auf das 5’Ende
dieser Gene lokalisiert und spezifischer (Martin and Zhang 2005). Um einen
vollstandigen Einblick in die epigenetischen Mechanismen in der Atherosklerose zu
bekommen, sollte jedoch in zukiinftigen Studien die tri-Methylierung ebenfalls

berticksichtigt werden.
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Signifikante Verdnderungen der Methylierung in atherosklerotischen Carotiden
wurden in dieser Studie vor allem fiir H3K4 und H3K9 nachgewiesen. Die Methylierung
von H3K4 war erhoht, wihrend die von H3K9 erniedrigt war. Der stiarkste Unterschied
fand sich in den SMCs, fiir H3K9 zusitzlich auch in Leukozyten. Beide Verdnderungen
(Methylierung von H3K4 und H3K9) fiihren zu erhohter Genaktivitdt. Glatte
Muskelzellen sind wichtige Komponenten der Gefiwand und gewihrleisten deren
Funktion und Stabilitét (Lacolley et al. 2012). Als Reaktion auf verschiedene Stimuli, wie
mechanische Endothelldsion oder Lipidakkumulation, dndern sie ihren Phénotyp von
kontraktil zu synthetisierend. Dies fiihrt zu einer verstirkten Produktion und Sekretion
von Kollagen und Proteoglykanen. So kénnen SMCs in der fibrosen Kappe eines
fortgeschrittenen Atheroskleroseplaques entweder eine kritische oder eine begiinstigende
Rolle fiir die Stabilitdt der Lésion spielen, je nach deren Phidnotyp. Zusitzlich gehen
SMCs oft in Apoptose und/oder aktivieren die Expression verschiedener
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) und/oder Entziindungsmediatoren. Diese wiederum
fithren zur Plaqueruptur und Thrombose (Galis and Khatri 2002, Alexander and Owens
2012). Manabe et al zeigten, dass Verdnderungen in Histonacetylierung und
Histonmethylierung (besonders an H3K4) eine Schliisselrolle in der Kontrolle der
Genexpression von SMCs spielen (Manabe and Owens 2001, Martin and Zhang 2005).
Erginzend dazu ldsst sich aus den Daten unserer Studie schlieBen, dass
Hypermethylierung von H3K4 und Hypomethylierung von H3K9 die Aktivierung der
SMCs in atherosklerotischen Lasionen maB3geblich beeinflussen. Zusétzlich wurde eine
signifikante Reduktion der Methylierung von H3K27 beobachtet. Dieses Ergebnis steht
im Einklang mit den Daten von De Santa et al. (De Santa et al. 2007). Dort wurde
festgestellt, dass ,,gene silencing* in Makrophagen von der Methylierung an H3K27
abhédngt. Unsere Daten implizieren eine potentielle Rolle von H3K27 in Atherosklerose,

nicht nur in Makrophagen, sondern auch in inflammatorischen Leukozyten.

Die Histonmethylierung wird von HMTs reguliert, die hoch spezifisch fiir die
jeweilige Lysinposition am N-terminalen Ende der Histone sind. Hier wurde die
Expression der wichtigsten fiir H3K4, H3K9 und H3K27 spezifischen HMTs untersucht.
Interessanterweise konnten lediglich 2 der 9 untersuchten Transferasen detektiert werden.
Fiir H3K4 konnte nur die Expression von MLL2 nachgewiesen werden. Die Aktivitdt war

in fortgeschrittenen Atherosklerosestadien im Vergleich zu den Anfangsstadien
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signifikant erhoht. MLL2 konnte daher eine potentiell wichtige Methyltransferase
darstellen, welche die Methylierung von H3K4 in der Plaque Progression aufrechterhélt
bzw. erhoht. Es konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollgefd3en
und atherosklerotischen Geweben gezeigt werden. Eine mdgliche Erklirung fiir diese
beobachtete Diskrepanz konnte in den unterschiedlichen Phénotypen der SMCs liegen.
Diese weisen in gesunden GefidBlen ein anderes Verteilungsmuster auf. In gesunden
Arterien haben SMCs hauptséchlich den kontraktilen Phénotyp. In atherosklerotischen
GefiBlen zeigen sie vermehrt einen synthetisierenden Phdnotyp. Bedenkt man die
signifikanten Verénderungen in der Histonmethylierung in SMCs in fortgeschrittener
Atherosklerose, ist dies ein Punkt den man bei der Interpretation der Expression von
HMTs in Kontrollen beriicksichtigen muss. Des Weiteren muss die exakte Rolle von
H3K4 Methylierung in SMCs in Atherosklerose in zukiinftigen Studien genauer eruiert
werden. Beziiglich der Methylierung von H3K9 konnte nur die Transferase G9a detektiert
werden. Die Expression war in Kontrollen hoher als im Anfangsstadium und in den
fortgeschrittenen Stadien der Atherosklerose jedoch wiederum erhdht. Da eine vermehrte
Aktivitdit mit einer erhohten Methylierung von H3K9 und somit einer verstirkten
Inhibition der Genexpression einhergeht, erscheinen diese Ergebnisse zunéchst
widerspriichlich. Zu erwarten wére eine Genaktivierung in fortgeschrittenen Stadien,
somit eine Abnahme der Expression von G9a. Dies konnte in der Untersuchung der
einzelnen Zelltypen fiir die Makrophagen signifikant gezeigt werden. Somit liee sich
vermuten, dass G9a insbesondere die Funktion der Makrophagen in der Entstehung der
Atherosklerose kontrolliert. Zu Bedenken gilt natiirlich, dass die Expression einer
einzelnen HMT nicht zwangsldufig mit der Histonmethylierung korrelieren muss, da es

weitere HMTs gibt, die in dieser Studie nicht untersucht wurden.

4.2.3. Vermehrte Histonacetylierung in fortgeschrittenen Stadien der

Atherosklerose

Acetylierung der Histone fiihrt generell zu einer vermehrten Genaktivierung. Eine
signifikant erhohte Acetylierung konnte in dieser Studie fiir H3K9 und H3K27 in
fortgeschrittenen Atherosklerosestadien in SMCs und Makrophagen gezeigt werden.
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Diese Ergebnisse sind mit den allgemeinen Kenntnissen iliber die Pathogenese der
Atherosklerose konkordant. Ebenfalls stimmen sie mit den Resultaten von Findeisen et
al. iberein. Dort wurde gezeigt, dass die Proliferation von SMCs in vitro mittels HDAC
Inhibitoren verringert werden kann (Findeisen, Gizard et al. 2011). Fish et al. beschreiben,
dass sich Hyperacetylierung von H3K9 auf die Expression von eNOS auswirkt, welche
eine kritische Rolle in der Aufrechterhaltung der Endothelfunktion spielt (Fish et al.
2005). In diesen Zusammenhang passen unsere Ergebnisse, die zeigten, dass die
Acetylierung von H3K9 in Endothelzellen im Vergleich zu gesunden Kontrollen
signifikant erhoht war. Interessanterweise scheint in Endothelzellen auch H3K27 eine
Rolle zu spielen. Hier fand sich ebenfalls vermehrte Acetylierung, verglichen mit
gesunden Gefillen.

Von den untersuchten HAT zeigte vor allem GCNSL eine erhdhte Expression in
fortgeschrittenen Stadien der Atherosklerose. GCNSL gehort zur GNAT Familie der
Acetyltransferasen. Sie stellt einen wichtigen Co-Aktivator von verschiedenen
Transkriptionsfaktoren dar und acetyliert Lysine vornehmlich an Histon H3 (Vetting et
al. 2005). Eine weitere HAT, die erhohte Expression in atherosklerotischen Lésionen
zeigte, war MYST1 ein Mitglied der MY ST Familie. MYST Proteine sind die grofte und
gleichzeitig am wenigsten gut verstandene Gruppe der HAT. Die Regulation von
Prozessen wie Apoptose, Zellzyklus und Entwicklung wird thnen zugeschrieben (Thomas
and Voss 2007). MYST1 wurde auch im Zusammenhang mit DNA-Transkription und
Reparatur beschrieben (Taipale et al. 2005). MYST2 hingegen, welche eine breitere
Substratspezifitdt aufweist, konnte in dieser Studie nicht detektiert werden. Eine
Expression von p300, ein Vertreter der p300/CREB-binding protein-associated factor
group (PCAF), konnte in den atherosklerotischen Carotisldsionen nachgewiesen werden,
zeigte jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Studiengruppen.
Dieses Protein ist Teil von Transkriptionsregulationskomplexen mit multipler HAT-
Aktivitdt. Seine Substratspezifitit ist sehr breit und schlie8t die Histone H3, H4, H2A und
H2B ein, sowie nicht-Histon Proteine (Sterner and Berger 2000). Die sehr breite
Spezifitit sowie die Tatsache, dass p300 ein Bestandteil von verschiedenen
Transkriptionskomplexen sein kann, ist eine mogliche Erkldrung warum keine
Unterschiede in der Expression zwischen gesunden Gefdflen und atherosklerotischen

Carotiden gefunden werden konnten. Generell ist zu beachten, dass die Expression in den
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atherosklerotischen Plaques, die in der vorliegenden Studie analysiert wurden sehr gering
war. Sie erreichte nur 1/30 bis 1/100 des Expressionslevels von GAPDH, in einigen Fillen
lag sie sogar noch niedriger. Neben den sehr geringen Expressionsleveln wiesen die
Studiengruppen in sich eine hohe Heterogenitit auf. Dies sollte bei der Interpretation,
inwiefern die HAT-Aktivitdt tatsdchlich mit dem Acetylierungsstatus der Histone
korreliert, beachtet werden.

Zusammenfassend betrachtet zeigten die Ergebnisse der beiden Publikationen, dass
mit der Progression der Atherosklerose signifikante Unterschiede in den untersuchten
epigenetischen Modifikationen einhergehen. Diese Verdnderungen wurden einerseits auf
DNA-Ebene festgestellt. Dort wurde eine signifikante Hypomethylierung der repetitiven
Sequenzen LINE1 und SATa in atherosklerotischen Lasionen beobachtet. Andererseits
waren  Histonmethylierung und  —acetylierung in  Korrelation zu den
Atherosklerosestadien signifikant verdndert. Die Umstellung der Epigenetik betraf
insbesondere glatte Muskelzellen und inflammatorische Zellen. In den meisten Féllen
filhrten die epigenetischen Verdnderungen in den atherosklerotischen Plaques der
Carotisgefd3e zur erhohten Genaktivitdt. Da die Atherosklerose immer noch die fiihrende
Ursache von haufigen kardiovaskuldren Erkrankungen, lohnt es sich zweifellos
epigenetische Prozesse in atherosklerotischen Lédsionen auch zukiinftig weiter

aufzuschliisseln, um beispielsweise Biomarker fiir vulnerable Plaques zu finden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

5.1. Publikation I

Zum Zeitpunkt der Studienplanung war wenig iiber die Epigenetik und deren Rolle
in der Atherosklerose bekannt. Daher wurden zuerst die wichtigen epigenetischen
Modifikationen, wie Histonacetylierung und Histonmethylierung, sowie die Expression
einiger ausgewdhlten dazugehorigen Transferasen in verschiedenen Stadien

atherosklerotischer Carotisplaques und gesunden Kontrollgefden untersucht.

Hierfiir wurden Proben von humanen atherosklerotischen Carotisarterien aus der
Biobank der Klinik und Poliklinik fiir Vaskuldre und Endovaskuldre Chirurgie (n=80),
die verschiedene Ausprigungsgrade der Atherosklerose beinhalten, untersucht. Das
atherosklerotische Gewebe wurde gemill der von AHA (American Heart Association)
anerkannten Stadien der Atherosklerose entsprechend klassifiziert und in die
Studiengruppen Frithstadium (Typ I-III) und Spétstadium (Typ V-VII) eingeteilt. Zehn
gesunde Gefille aus der Unfallchirurgie dienten als Kontrolle. Die Expression der HATs
(GNAT-Gruppe: GCNS5L, P300/CBP-Gruppe: P300, MY ST-Gruppe: MYSTI1, MYST2),
sowie der HMTs (H3K4: MLL2/4, SET7/9, hSET1A; H3K9: SUV39H1, SUV39H2,
ESET/SETDBI1, EHMT1; H3K27: EZH2, G9a) erfolgte mittels SYBR-Green basierter
qRT-PCR. Histonacetlyierung und -methylierung in den Zellen innerhalb der

Carotisplaques wurde mittels Immunhistochemie (IHC) bestimmit.

Histonacetylierung war bei H3K9 und H3K27 in SMCs in fortgeschrittenen
Stadien, verglichen mit gesunden Kontrollen, signifikant erhoht (p=0.002 und 0.034). Die
Acetylierung von H3K9 in SMCs und Makrophagen korrelierte mit der Progression der
Atherosklerose (p=0.048 und <0.001). Die Expression von GCN5L und MYST1 waren
mit dem Schweregrad der Atherosklerose signifikant assoziiert (p=0.001).
Histonmethylierung von H3K9 und H3K37 war in SMCs und inflammatorischen Zellen
in fortgeschrittenen Stadien signifikant reduziert (p<0.001 und p=0.026), wihrend H3K4
mit Progression der Atherosklerose vermehrt methyliert war. Die Expression von

MLL2/4 war in fortgeschrittenen Stadien signifikant erhoht (p<0.001).
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Ich trug maB3geblich zu der Entstehung der Publikation bei, konzipierte und schrieb
die erste Version des Manuskripts. Weiterhin akquirierte ich die meisten Daten. Konkret
habe ich die geeigneten Priparate fiir die Studie ausgewdhlt und histologisch
charakterisiert, ebenso die immunhistochemische Farbung durchgefiihrt und ausgewertet.
Weiterhin habe ich die Expression der HMTs und HATs mittels qRT-PCR untersucht.
Die erhobenen Daten wurden anschlieBend zusammen mit dem Betreuer, PD Dr. Pelisek,
analysiert und interpretiert. Dr. Pelisek und mein Doktorvater Prof. Eckstein haben

anschlieBend das Manuskript iiberarbeitet und die endstdndige Fassung erstellt.

5.2. Publikation 11

In dieser Arbeit wurde auf Histon-und DNA-Methylierung, sowie die Expression
der korrespondierenden Transferasen in frithen und fortgeschrittenen atherosklerotischen

Carotisldsionen detaillierter eingegangen und mit gesunden Gefdllen verglichen.

Als Methoden wurden Western Blot, Immunhistochemie (IHC), PCR und RT-PCR
eingesetzt. Mittels Western Blot wurde die di-Methylierung von H3K4, H3K9 und
H3K27 in frithen (n=60) und fortgeschrittenen (n=60) Carotisplaques untersucht. Als
Vergleich dienten 12 gesunde Carotisarterien. Hier war die Methylierung von H3K4
unverdndert, wihrend die von H3K9 und H327 signifikant reduziert erschien. Die IHC
zeigte eine vermehrte di-Methylierung von H3K4 in SMCs. Di-methyliertes H3K9 war
in SMCs und inflammatorischen Zellen vermindert und H3K27 in inflammatorischen
Zellen in fortgeschrittener Atherosklerose signifikant weniger methyliert als in frithen
Stadien. Die Expression von MLL2/4 und G9a lag in den fortgeschrittenen Stadien
signifikant hoher. Mittels PCR, wurde signifikante DNA-Hypomethylierung in friihen
und fortgeschrittenen Plaques, sowie im zellfreien Serum von Patienten mit hochgradiger
Carotisstenose gegeniiber den Kontrollen beobachtet. Die Expression von DNMT1 war
in atherosklerotischen Plaques signifikant reduziert, die Expression der Demethylase

TET1 dagegen in athertosklerotischen Lasionen erhoht.

Konkordant mit den Ergebnissen der ersten Publikation, waren die Histon-
Methylierung in Atherosklerose signifikant verdndert. Weiterhin ging die DNA-

Hypomethylierung signifikant mit dem Schweregrad der Atherosklerose einher. Dies
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deutet auf eine mogliche Beeinflussung des Pathomechanismus der Atherosklerose durch

epigenetische Prozesse hin.

Auch bei dieser Publikation trug ich mafigeblich zu deren Entstehung bei und
beteiligte mich, zusammen mit der Co-Autorin Dr. Culmes, am Schreiben des
Manuskripts und Akquirierung der meisten Daten. Der Eigenanteil lag beim Aussuchen
geeigneter Préiparate, sowie Klassifizierung in die Studiengruppen, Durchfiihrung der
immunhistochemischen Firbungen und deren Analyse. Weiterhin wurde die
Untersuchung der Expression der HMTs mittels qRT-PCR durchgefiihrt, sowie die
Mikro-Dissektion der Priparate und anschlieBende Expressionsanalyse mittels PCR. Die
Studiendaten wurden anschlieBend mit Hilfe des Betreuers ausgewertet. Die Co-Autorin
Mihaela Culmes fiihrte die Untersuchung der DNA-Methylierung in den FFPE-, sowie in
den Blutproben durch.
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Methods: Atherosclerotic tissue from our biobank (n=80) was divided into various segments covering all plaque
stages and classified according to the American Heart Association. The plaques were assigned to early (types I-1II)
or advanced (types V-VII) stage group of atherosclerosis. Ten healthy carotid arteries from transplant donors
served as controls. The expression of histone acetyltransferases (GNAT group: GCN5L, P300/CBP group: P300,

gﬂfﬁmw MYST group: MYST1 and MYST2) and histone methyltransferases (H3K4: MLL2/4, SET7/9, and hSET1A; H3K9:
Atherosclerosis SUV39H1, SUV39H2, ESET/SETDB1, and EHMT1; H3K27: EZH2 and G9a) was analyzed by SYBR-green-based real-
Epigenetics time polymerase chain reaction. Histone acetylation/methylation in the cells within atherosclerotic plaques

was determined by immunohistochemistry.
Results: Increased histone acetylation was observed on H3K9 and H3K27 in smooth muscle cells (SMCs) in ad-
vanced atherosclerotic lesions compared to healthy vessels (P=.002 and .034). H3K9 acetylation in SMCs and
macrophages was associated with plaque severity of atherosclerosis (P=.048 and <.001). Expression of GCN5L
and MYSTT1 also correlated with the severity of atherosclerosis (P<.001). Methylation of H3K9 and H3K27 was
significantly reduced in atherosclerotic plaques in SMCs and inflammatory cells (P<.001 and .026). Methylation
on H3K4 was significantly associated with the severity of atherosclerosis. Expression of methyltransferase MLL2/
4 was increased in advanced stages of atherosclerosis (P<.001).
Conclusions: Histone acetylation and methylation seem to play a decisive role in atherosclerosis, showing signif-
icant differences between healthy vessels and vessels at different stages of atherosclerosis.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

Histone acetylation and methylation
Methyl- and acetyltransferases

1. Introduction

Epigenetics describe heritable posttranslational modifications of
DNA or histones, while the DNA sequence itself remains unchanged
[1]. These processes are influenced by various physiological alterations
(e.g., development, aging) and environmental factors (diet, drugs,
smoking, etc.). Furthermore, epigenetic state can be altered by various
human diseases [2]. In the nucleus, DNA is wrapped around octamers
composed of dimeric histones H2A, H2B, H3, and H4, forming chroma-
tin. Different modifications of their N-terminal tails, such as acetylation,
methylation, phosphorylation, ubiquitination, and SUMOylation, regu-
late the accessibility of DNA for transcription factors [3]. Histone
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acetylation and methylation are mechanisms of particular importance
in the modulation of chromatin structure. Transfer of acetyl groups to
amino groups of lysines by histone acetyltransferases (HATSs), as well
as the effect of stearic hindrance, facilitates the binding of transcription
factors to DNA and consequently increases gene expression. HAT fami-
lies consist of the GNAT/MYST and P300/CPB groups, basal transcription
factors, and nuclear receptor cofactors [4,5]. Transfer of acetyl groups to
histone lysine residues seems to follow a global pattern, but acetylation
on specific lysine residues is also possible [4]. Histone deacetylases
(HDACs) can remove the acetyl groups and have a reverse effect on
transcription [5]. In this context, epigenetic modification is mostly a dy-
namic process. In contrast to acetylation, methylation of histones is a
more complex procedure that does not always lead to gene activation
[6]. Whether genes are silenced or activated depends on the histone
methylation site and whether monomethylation, dimethylation, or
trimethylation takes place [7]. As the epigenome is influenced by
many interacting external factors, understanding its modification is
thought to be one of the keys to comprehend diseases of multifactorial


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.carpath.2015.11.001&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.carpath.2015.11.001
mailto:jaroslav.pelisek@tum.de
http://dx.doi.org/10.1016/j.carpath.2015.11.001
http://www.sciencedirect.com/science/journal/10548807

80 A. GreifSel et al. / Cardiovascular Pathology 25 (2016) 79-86

genesis. A lot of work has been done in the field of cancer research in
this regard [4,8]. Interestingly, however, almost nothing is known
about the influence of epigenetics on cardiovascular diseases. Currently,
there is increasing evidence that atherosclerotic processes might also be
affected by epigenetic mechanisms. Growth, differentiation, migration,
contractility, inflammation, and deposition of extracellular matrix by
smooth muscle cells (SMCs) have been shown to be regulated by HAT
and HDAC activity [9]. Increased inflammation due to endothelial injury
has already been associated with DNA hypermethylation [10], resulting in
the recruitment of inflammatory cells, which are known to be regulated
by lysine acetylation [11]. The adhesion of monocytes to endothelial
cells via VCAM-1 leads to progression of atherosclerosis and is regulated
e.g. by the activity of HATs [12]. Another important factor for the function
of the vascular endothelium is nitric oxide synthase (eNOS), which is con-
trolled by both histone acetylation and methylation [13].

Given the evidence that epigenetic mechanisms might be closely re-
lated to the development and/or progression of atherosclerosis, this
study focuses on the two most important histone modifications: acety-
lation and methylation. Our intention was to determine whether any
differences appear concerning these histone modifications in early and
advanced atherosclerotic plaques compared with healthy human carot-
id arteries. In addition, we attempted to assign specific histone alter-
ations to individual cell types within the carotid atherosclerotic
plaques by means of immunohistochemistry. Moreover, expression of
selected corresponding methyltransferase and acetyltransferases was
analyzed in order to reveal epigenetic factors involved in the pathogen-
esis of atherosclerosis.

2. Materials and methods
2.1. Study population

Carotid tissue samples from 80 patients who underwent carotid
endarterectomy were selected from our biobank in the Department of
Vascular and Endovascular Surgery (Klinikum rechts der Isar der
Technischen Universitit Muenchen, Germany). The patient demo-
graphic data are summarized in Table 1. Carotid lesions were dissected
into three to five pieces dependent upon the size of the plaque tissue, in
order to cover the different plaque stages, characterized according to
the American Heart Association (AHA) classification and divided into
early (types I-III) or advanced (types V-VII) atherosclerosis stage
groups [14-16]. Atherosclerosis-free carotid vessels (n=10) of individ-
uals obtained from the Department of Trauma Surgery served as con-
trols (Table 1). The study was performed according to the guidelines
of the World Medical Association Declaration of Helsinki. The local
ethics committee of our university hospital approved the study and
written informed consent was given by all patients.

Table 1
Patient characteristics

Carotid patients (1=80)  Healthy controls (n=10)

Age (years) 70.5+8.9 59.8+5.2
Gender (male) 61.3% 60%
Neurological symptom  41.3% 0%
Hypertension 82.5% N.N.
Hyperlipidemia 48.8% N.N.
Smoking 36.3% N.N.
Diabetes mellitus 35.0% N.N.
Chronic kidney disease 5.0% N.N.
Coronary disease 23.8% N.N.
Aspirin/clopidogrel 93.8% N.N.
Beta-blocker 48.8% N.N.
ACE inhibitors 35.0% N.N.
Statins 73.8% N.N.

N.N. — not known.

2.2. Histology and plaque characterization

Carotid plaques were segmented in blocks of 3-4 mm, fixed in for-
malin, and embedded in paraffin (FFPE). As described above, segmenta-
tion was performed to cover different stages of atherosclerosis between
type I and type VII. Hematoxylin—eosin and Elastica van Gieson staining
were performed in order to assess the type of atherosclerotic lesions.
The evaluation of plaque morphology and assessment of the intensity
of staining for each antibody and all tissue samples was performed by
two independent investigators blinded for the study outcome. In addi-
tion, the results were discussed with an experienced pathologist. Histo-
logical classification of carotid atherosclerotic lesions was performed as
described by Stary and colleagues and approved by AHA [14-16].

2.3. Immunohistochemistry

All slides were coated with poly-L-lysine solution (0.1% w/v in water;
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) in order to improve specimen adhesion dur-
ing the staining procedure. Inmunohistochemistry was performed on all
tissue samples in order to differentiate endothelial cells (antihuman-
CD31, mouse monoclonal, clone JC70A, dilution 1:100; Dako, Glostrup,
Denmark), lymphocytes (antihuman-CD45 common leukocyte antigen,
mouse monoclonal, clones 2B11 and PD7126, dilution 1:200; Dako), macro-
phages/monocytes (anti-CD68, mouse monoclonal, clone KP1, dilution
1:2000; Dako), and SMCs (antismooth muscle actin, mouse monoclonal,
clone HHF35, dilution 1:200; Dako). Subsequently, the following antibodies
were used in order to detect the specific acetylation sites on histones:
antihistone H3 (acetylK27) antibody ([EP8654] (ab45173), rabbit monoclo-
nal, dilution 1:4000; Abcam, Cambridge, UK) and antihistone H3 (acetylK9)
antibody ([Y28] (ab32129), rabbit monoclonal, dilution 1:2000, Abcam).
For detection of methylation sites, the following antibodies were applied:
dimethylhistone H3 (Lys4) [(C64G9), rabbit monoclonal, dilution 1:3000;
Cell Signaling Technology Inc., Danvers, USA], dimethylhistone H3 (Lys9)
(polyclonal, source: rabbit, dilution 1:200; Cell Signaling Technology Inc.),
and dimethylhistone H3 (Lys27) [(D18C8)XP, rabbit monoclonal, dilution
1:1000; Cell Signaling Technology Inc.]. For visualization, the APAAP meth-
od was used for antismooth muscle actin and the LSAB method for the rest
of the antibodies (REAL Detection System APAAP Mouse and Peroxidase/
DAB + Rabbit/Mouse; Dako).

2.4. Semiquantitative analysis of histone acetylation and methylation in the
individual cells within carotid atherosclerotic plaques

In all cases, immunohistochemical analyses of histone acetylation
and methylation were performed on slides consecutive to the stained
SMCs (SM-actin), lymphocytes (CD45), endothelial cells (neovasculari-
sation) (CD31), and macrophages/macrophage-derived foam cells
(CD68) (as an example of consecutive staining, see supplementary
Fig. 1). In order to evaluate the expression level in a semiquantitative
manner, the staining intensity was analyzed in the individual cells
over the entire carotid plaque located on the slide by two independent
investigators. First, the maximal staining intensity was assessed for
each individual cell type and the corresponding histone acetylation
(H3K9 and H3K27) and methylation (H3K4, H3K9, and H3K27). Then,
semiquantitative scoring between 0 (no staining) and 1 (maximal ob-
served positive staining for the individual antibody used) was estimat-
ed. The graduation was performed in five steps assigning maximal
staining intensity 100% (or 1.0) as ++-+++, 80% (0.8) as ++++,
60% (0.6) as +++, 40% (0.4) as ++, 20% (0.2) as +, and 0% (0) — as
a negative staining. These analyses were performed for all slides and
median and rage were calculated accordingly.

2.5. Quantitative real-time PCR

RNA was extracted from FFPE samples using the High Pure RNA Par-
affin Kit and following the manufacturer’s instructions (Roche,
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Mannheim, Germany). Two 10-um sections of each tissue sample were
used, adjacent to the slides used for histological characterization. The
maximum volume of RNA (11 pl, mean RNA concentration: 17.14+
10.3 ng/ul) was converted into complementary DNA using the
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, St. Leon-Rot,
Germany). The polymerase chain reaction (PCR) was detected using
the fluorescent dye SYBR Green (KAPA SYBR Fast Universal, peqLab, Er-
langen, Germany). Twelve QuantiTect Primer Assays from Qiagen
(Hilden, Germany) were used for quantification of the individual meth-
yltransferases and acetyltransferases: SUV39H1/2 (Hs_SUV39H1_1_SG,
108 bp), ESET/SETDB1 (Hs_SETDB1_1_SG, 110 bp), EHMT1
(Hs_EHMT1_1_SG, 110 bp), EZH2 (Hs_EZH2_1_SG, 112 bp), G9a
(Hs_EHMT2_1_SG, 97 bp), MLL2/4 (Hs_MLL_2_SG, 76 bp), hSET1A
(Hs_KIAA0339_1_SG, 74 bp), SET7/9 (Hs_SET7_1_SG, 163 bp), GCN5L
(Hs_KAT2A_1_SG, 88 bp), P300 (Hs_EP300_1_SG, 72 bp), MYST1
(Hs_KAT8_1_SG, 94 bp), and MYST2 (Hs_KAT7_1_SG, 78 bp). All these
primers are commercially optimized for SYBR Green-based PCR reac-
tions. Quantitative real-time PCR was performed in three steps: 95°C
for 10 s, 60°C for 30 s, 72°C for 10 s, and 45 cycles. An additional step of
77°C for 15 s was included to eliminate primer dimers. The quality of the
PCR reaction was checked by melting curve analysis in all cases and only
PCR reactions with a proper melting curve were used for data analysis. All
results were normalized for the expression of GAPDH (Hs_GAPDH_1_SG,
NM_001256799, 95 bp, Qiagen) and beta-actin (Hs_ACTB_1_SG, 146 bp;
Qiagen). The overall correlation between the two housekeeping genes
GAPDH and beta-actin was r=0.917 (R*=0.840, P<.001). No significant
differences were observed between the individual data, independent of
the housekeeping gene used for normalization.

2.6. Statistical analysis

All data were analyzed using SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
Values of continuous variables were compared using two-tailed Student’s
t tests and ANOVA for normal distributed samples or nonparametric
Mann-Whitney U test and Kruskal-Wallis tests for nonnormally distrib-
uted values. All data achieved from immunohistochemical and expression
analyses are shown as box plot diagrams showing the median and the
25th/75th percentile range. Differences with P values <.05 were consid-
ered to be statistically significant. Furthermore, logistic regression analy-
sis and adjustment for age and sex were performed to evaluate the
influence of drugs on the expression of the methyltransferases and acetyl-
transferases. All analyses were done in duplicate, and in the case of het-
erogeneous results, the experiment was repeated one further time.

3. Results
3.1. Histological analysis and characterization of the study groups

In order to assign the specimens to either early (types I-IIl) or ad-
vanced stage (types V-VII) of atherosclerosis, the plaques were first
characterized by means of histology and immunohistochemistry. Fur-
thermore, immunohistochemistry was used in order to differentiate
the four main cell types in atherosclerotic lesions (endothelial cells,
lymphocytes, macrophages, and SMCs). Types I-III of atherosclerosis
showed a majority of fibrous connective tissue, with increased thickness
of the intima layer due to the accumulation of collagen fibers and gly-
cosaminoglycans, an enhanced number of macrophages, and small ex-
tracellular deposits of lipids scattered throughout the intima. In
advanced stages of atherosclerosis types V-VII, a significantly increased
amount of macrophages and lymphocytes was observed. Furthermore,
fibrous connective tissue, mainly without any regularity, was dispersed
heterogeneously throughout the vessel wall, and thrombotic deposits
were visible to some extent, some even with hemorrhages, necrosis of
the lipid core, and calcification.

3.2. Histological analysis of histone acetylation

With regard to the histone modifications selected in our study
(H3K4, H3K9, and H3K27), position K4 was not acetylated. Therefore,
only H3K9 and H3K27 were analyzed for acetylation by semiquantita-
tive evaluation of staining intensity in the individual cells within the
atherosclerotic plaques (Fig. 1). In all cases, consecutive staining was
performed for each cell type followed by immunohistochemistry for
acetylation. In atherosclerotic lesions, H3K9 and H3K27 showed signifi-
cant increases in staining intensity compared with healthy controls in
all cell types (Fig. 2). Acetylation of H3K9 increased significantly with
plaque progression in SMCs (P=.048) and macrophages (P<.001), com-
paring early and advanced stages of atherosclerosis. Similar results were
also observed between control tissue and early stages of atherosclerosis
for both cell types (P=.002 and P=.034, respectively). Furthermore, a
significant increase in acetylation at position K9 on histone H3 was ob-
served in atherosclerosis (both early and advanced) in endothelial cells
and lymphocytes (P<.001 in both cases) compared to controls. A similar
pattern was found for acetylation of H3K27, with a significant increase
during the progression of atherosclerosis (early versus advanced
stage) for macrophages (P=.034) and also when comparing atheroscle-
rotic lesions with healthy controls for SMCs (P=.041) and endothelial
cells (P<.001) (Fig. 2).

3.3. Quantitative expression analysis of HATs

To determine the corresponding HAT expression level, mRNA was
quantified via real-time PCR from FFPE tissue samples adjacent to the
histological specimens as described above. Expression of the acetyl-
transferase GCN5L, which is a part of the GNAT group, was significantly
increased in advanced stage atherosclerotic plaques compared to early
stage plaques (7.6-fold, P=.001) and thus was correlated with the pro-
gression of atherosclerosis (Fig. 3). However, it should be noted that the
expression of GCN5L was about 30- to 50-fold lower compared to that of
GAPDH. No expression of GCN5L was detected in the control carotid ar-
teries. Expression of P300 (representative of the P300/CPB group) was
also detected in carotid atherosclerosis, but no significant differences
were observed between the study groups. The expression was also
very low reaching only 1/100 of the GAPDH mRNA expression level.
Of the HATs of the MYST group tested in our study, only MOF
(MYST1) was detected. It was expressed exclusively in atherosclerotic
lesions without any significant differences between early and advanced
stages (Fig. 3). The expression of MYST1 was about 100- to 1000-fold
lower than that of the housekeeping GAPDH gene. No expression was
observed in healthy vessels. Expression of MYST2 was not detected in
control tissue samples or in atherosclerotic lesions.

To elucidate the potential influence of drugs such as statins, ACE in-
hibitors, or beta-blockers on the expression of HATS, logistic regression
analysis was performed (Table 2). No significant differences were ob-
served between the groups with or without the drug treatment. Inter-
estingly, however, the OD ratio for GCN5L and statins, as well as for
P300 and ACE inhibitors, was markedly increased (OD=45, 95% CI
0.003-5937, P=.430 and OD=32, 95% CI 0.018-5863, P=.364; respec-
tively). For P300 and statins or beta-blockers, the OD ratio was markedly
decreased (OD=0.005, 95% CI 0.003-11.53, P=.181 or OD=0.020, 95%
CI0-69.09, P=.348; respectively). However, the result was not statisti-
cally significant due to the broad heterogeneity of the individual values.
We could not analyze MYST1 because the data did not pass the
likelihood-ratio test.

3.4. Histological analysis of histone methylation

Semiquantitative histological analysis of histone methylation was
performed in a similar manner as for histone acetylation described
above (Fig. 4). With the progression of atherosclerosis, the methylation
of H3 at position K9 was significantly reduced in SMCs (P<.001) and
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Fig. 1. Representative images of immunochemical evaluation of acetylated H3K9 and H3K27 comparing staining intensity of controls, early and advanced stage of atherosclerotic carotids.
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rophages, and leukocytes in different stages of atherosclerosis. C, control healthy carotid vessel; E, early stage of atherosclerosis; A, advanced stage of atherosclerosis; quantification range lays
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Fig. 3. Quantitative expression analysis of HATs at mRNA level in atherosclerotic lesions and healthy carotid vessels. C, control healthy vessel; E, early stage of atherosclerosis; A, advanced
stage of atherosclerosis; PCR analysis and quantification were performed by SYBR Green-based real-time PCR and normalized to the expression of GAPDH and beta-actin; *P<.05.

leukocytes (P=.026). Comparing control vessels and advanced athero-
sclerotic plaques, significant reduction of histone methylation was
found only for SMCs (P<.001) (Fig. 4). We did not include a comparison
between control tissue and atherosclerotic lesions for macrophages and
lymphocytes because these cells were not detected in healthy carotid
vessels. Opposite results were found for the methylation of H3K27,
where the staining intensity of macrophages and lymphocytes was sig-
nificantly decreased in advanced compared to early stage of atheroscle-
rosis (P=.013 and P=.026, respectively) (Fig. 4). For SMCs, the
intensity of staining for H3K27 was already decreased in atherosclerotic
lesions at early stage of atherosclerosis (P<.027). No further changes
were observed in these cells between the different stages of atheroscle-
rosis. In contrast to H3K9 and H3K27, the methylation of H3K4 was sig-
nificantly increased between early and advanced stages of
atherosclerosis only in SMCs (P=.016) (Fig. 4). Comparing the state of
methylation at position K4 of histone H3 between atherosclerotic le-
sions and healthy controls, methylation was increased in SMCs
(P=.047) as well as in endothelial cells (P=.005). As mentioned
above, we did not include the comparison between control tissue and

Table 2
Logistic regression analysis of the expression of acetyltransferases and methyltransferases
as a function of drug treatment

OD ratio 95% CI Pvalue
Statins MLL2/4 0.973 0.729 1.299 .852
G9a 1.007 0.685 1.480 972
GCN5L 45.50 0.003 5937 430
P300 0.005 0.000 11.53 181
ACE inhibitors MLL2/4 0.929 0.697 1.238 615
G9a 1.129 0.795 1.603 497
GCN5L 3.478 0.003 4332 732
P300 32.26 0.018 5863 364
Beta-blocker MLL2/4 0.808 0.600 1.089 161
G9a 0.710 0.479 1.051 .087
GCN5L 71.75 0.035 14558 271
P300 0.020 0.000 69.09 .348

All values were adjusted for age and sex.

atherosclerotic lesions for macrophages and lymphocytes because
these cells were mostly absent in healthy carotid vessels.

3.5. Quantitative expression analysis of histone methyltransferases (HMT)

From the eight selected HMTSs responsible for methylation of H3K4,
H3K9, and H3K27, expression was detected for only two of them
(Fig. 5). MLL2/4, methylating H3K4, showed a significant increase of ex-
pression in advanced carotid plaques compared to early stages of athero-
sclerosis (P<.001). No differences were observed between the control
vessels and atherosclerotic lesions. It should be mentioned that, in our
case, the expression of MLL2/4 in healthy carotid vessels, as well as in
early stage of atherosclerosis, was very heterogeneous. The methyltrans-
ferase G9a was expressed in all tissue samples without any significant dif-
ferences between the study groups. Interestingly, compared with the
expression of HATs, the expression of MLL2/4 and G9a was about 100-
to 1000-fold higher, achieving similar level to GAPDH. For the methyla-
tion of H3K9, no expression any of the three HMTs (SUV39H1/2, ESET/
SETDB1, and EHMTT1) analyzed in our study was detected.

4. Discussion

Although a number of review articles have already pointed out the
potential role of epigenetics in atherosclerosis and cardiovascular dis-
ease, original work is still sparse [17-19]. Our results confirm the as-
sumption that epigenetics is involved, showing significant changes in
histone acetylation and methylation between healthy vessels and ath-
erosclerotic lesions. Furthermore, some of the epigenetic factors tested
in our study changed with the severity of atherosclerosis. Modifications
of histones, especially their state of acetylation and methylation, are
closely related to the regulation of gene expression [6,7]. Acetylation
of histone lysine residues generally leads to gene activation and plays
an important role during development and differentiation [3-5]. Imbal-
ances in the activity of HATs or deficiencies in their function may alter
the acetylation pattern of histones and thus cause pathological changes
within the vessel wall, consequently facilitating the initiation and/or
progression of atherosclerosis [19]. The most important histone
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Fig. 4. Semiquantitative histological analysis of methylation of H3K9 (first row), H3K27 (second row), and H3K4 (third row) in different cell types within atherosclerotic lesions: SMCs,
endothelial cells (ECs), macrophages, and leukocytes in different stages of atherosclerosis. C, control healthy carotid vessel; E, early stage of atherosclerosis; A, advanced stage of athero-
sclerosis; quantification range lays between 0=no staining and 1=maximal observed staining intensity; *P<.05 between C and E or between C and A (performed only for SMCs and ECs),

#P<,05 between E and A.

modifications, which lead to significant changes in chromatin structure
and consequently influence gene activity, are at positions K4, K9, and
K27 on histone H3 [1,3,7]. Of the four cell types abundant in the athero-
sclerotic lesions investigated in our study, SMCs and macrophages espe-
cially showed higher acetylation levels of H3K9 and H3K27, which leads
to increased gene transcription [6,7]. Regarding the enhanced state of
acetylation in SMCs in atherosclerotic lesions, our results were in accor-
dance with those of Findeisen et al., who demonstrated that prolifera-
tion of SMCs in vitro can be reduced by HDAC inhibitors [9].
Furthermore, Fish and colleagues found that hyperacetylation of H3K9
affects the expression of eNOS, which plays a critical role in the mainte-
nance of the proper function of endothelial cells [20]. Our data support
these findings, showing higher levels of H3K9 acetylation in endothelial
cells of the neovessels within carotid atherosclerotic plaques compared
with healthy carotid arteries. The significant increase in acetylation at
the lysine residue K27 of histone H3 may indicate a potential role of
this site in the activation of endothelial cells. According to our results,
it seems that especially macrophages, which are closely associated
with the pathogenesis of atherosclerosis, are being regulated via acety-
lation and thus deserve further examination. Regarding the enzymes
with HAT activity, GCN5L might play a potential role in the development
or progression of atherosclerosis, as it showed significant increase in
gene expression in atherosclerotic lesions compared to healthy arteries.

Furthermore, the expression of GCN5L was associated with the severity
of atherosclerosis. GCN5L belongs to the GNAT family of proteins and is
known to act as a coactivator of various transcriptional factors. It acety-
lates different lysine residues, with a preference for histone H3 [5,21].
Another HAT with increased expression in atherosclerotic lesions was
MYSTT1, belonging to the family of MYST acetyltransferases. The major
function of MYST is transcriptional regulation of gene expression [22].
The MYST proteins are the largest but the least understood family of
HATs. Their role is supposed to be in regulating cellular processes such
as apoptosis, the cell cycle, and development [22]. MYST1 has also
been implicated in DNA transcription and repair [23]. In contrast, ex-
pression of MYST2, which possesses broader substrate specificity than
MYST1, was not detected in our study. The expression of P300 as a rep-
resentative of the P300/CREB-binding protein-associated factor group
(PCAF) of HATs was also detected in carotid atherosclerotic lesions.
However, no significant differences were observed between the study
groups. The P300 protein is a close homolog of CREB-binding protein
and forms part of transcriptional regulatory complexes with multiple
acetyltransferase activities [24]. Its substrate specificity is very broad in-
cluding H3, H4, H2A, H2B, and nonhistone proteins. The low substrate
specificity and membership of various transcription complexes could
explain the fact that we did not observe any differences in the expres-
sion of P300 gene between healthy vessels and carotid atherosclerotic
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Fig. 5. Quantitative expression analysis of HMTs at mRNA level in atherosclerotic lesions and healthy carotid vessels. E, early stage; A, advanced stage of atherosclerosis; C, control vessel.
PCR analysis and quantification were performed by SYBR Green-based real-time PCR and normalized to the expression of GAPDH and beta-actin; *P<.05.

plaques. Furthermore, it should be noted that the expression of the HATs
in atherosclerotic carotid plaques analyzed in our study was very low,
only 1/30 to 1/100 of the expression level of GAPDH, and even lower in
some cases. In addition, these low expression levels were accompanied
by high heterogeneity within each study group. Therefore, it remains to
be elucidated how far the changes in the expression of HATs in atheroscle-
rotic carotid arteries contribute to the lesion progression.

In contrast to acetylation that generally leads to gene activation, the
methylation of histones is able to either activate or inhibit gene tran-
scription depending upon the site of methylation [1]. In the current
study, we observed significant changes in the methylation state of all
three lysine residues (H3K4, H3K9, and H3K27) in atherosclerosis in
comparison with healthy vessels. Methylation of H3K9 and H3K27
was significantly reduced particularly in SMCs and lymphocytes. In con-
trast, methylation of H3K4 was increased in SMCs. Furthermore, meth-
ylation of H3 at position K9 continuously declined with the progression
of atherosclerosis, again especially in SMCs. All three of the lysine resi-
dues K4, K9, and K27 were modified in a manner which facilitates
gene expression [6]. SMCs are important cells within the vessel wall,
maintaining its stability and proper function [25]. Due to mechanical in-
jury or lipid accumulation during progression of atherosclerosis, for ex-
ample, SMCs change their phenotype, starting to synthesize various
components of the arterial wall such as collagen and proteoglycans.
Within the fibrous cap, overlying atherosclerotic plaques, SMCs play a
critical role in lesion vulnerability [25]. The synthetic phenotype of
SMCs is double-edged. On the one hand, SMCs stabilize the vessel wall
and fibrous cap by overproduction of new collagen fibers. On the
other hand, these cells also overexpress various matrix metalloprotein-
ases and inflammatory factors, thus promoting plaque instability [26]. In
this context, our data suggest that changes in the methylation state, es-
pecially of H3K4 and H3K9, may play a decisive role in the activation of

SMCs in atherosclerosis. In contrast, methylation of H3K9 and H3K27
may be of importance in macrophage activation [27]. Our results also in-
dicate a role for epigenetics in other inflammatory cells such as lympho-
cytes in the promotion of atherosclerosis.

Histone methylation is accomplished by HMTs. These transferases
are much more specific for the individual lysine residues than HATSs.
Of all of the HMTs analyzed in our study, however, we were able to de-
tect expression of only two, MLL2/4, specific for the methylation of
H3K4 and G9a, methylating H3K9 and partially H3K27. Thus, MLL2/4
may be responsible for the maintenance of H3K4 methylation in athero-
sclerosis [28]. Interestingly, no differences were observed in the expres-
sion of MLL2/4 between control carotid vessels and atherosclerotic
plaques. A possible explanation for this discrepancy could be the abun-
dance and phenotypic changes of SMCs. While in healthy vessels, SMCs
are the predominant cells, and of a contractile phenotype, in atheroscle-
rotic lesions, the proportion of SMCs is markedly reduced and replaced
by different kinds of inflammatory cells. Furthermore, SMCs in athero-
sclerotic plaques are frequently of synthetic phenotype. Regarding
HMTs specific for H3K9 and H3K27, only methyltransferase G9a was de-
tected; however, there were no significant differences between the
study groups. Methylation at lysine residues K9 and K27 generally
leads to gene inactivation; thus, low or no detectable expression of the
responsible HMTs would be in this case also plausible.

Study limitations: because little is known about histone modifica-
tions in atherosclerosis, in the current work, we selected only represen-
tative histone acetylation and methylation sites, which were already
well described as influencing chromatin structure and gene transcrip-
tion. We also analyzed only well-known representatives of the corre-
sponding acetyltransferases or methyltransferases. There are still
other modifying enzymes and other lysine residues on histones that
may also play an important role in atherosclerosis, which we did not
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investigate. Furthermore, the expression of transferases does not neces-
sarily correlate with the state of methylation or acetylation, as there are
also histone demethylases and deacetylases, which we did not analyze
in our study [2,3]. In addition, it should be noted that our association
of histone acetylation and methylation with the individual cell types
within the carotid atherosclerotic plaques (Figs. 2 and 4) was performed
semiquantitatively on consecutive staining, which may introduce bias,
even though two experienced investigators characterized and evaluated
the plaques. Furthermore, we analyzed histone acetylation and methyl-
ation in adjacent slides stained with the corresponding markers for the
individual cells, which could also lead to discrepancies in the results.
In conclusion, our results show significant changes in histone acetyla-
tion and methylation in carotid atherosclerotic lesions in comparison
with healthy vessels. Furthermore, significant relationships were observed
between expression of some of the corresponding transferases and the se-
verity of the atherosclerosis. Thus, epigenetics might be involved in the de-
velopment of atherosclerotic lesions and may serve as potential indicator
of plaque progression and/or vulnerability. Further studies are necessary
to confirm the relevance of epigenetics in atherosclerosis.
Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.carpath.2015.11.001.
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Summary

Little is known about epigenetics and its possible role in athero-
sclerosis. We here analysed histone and DNA methylation and the ex-
pression of corresponding methyltransferases in early and advanced
human atherosclerotic carotid lesions in comparison to healthy carotid
arteries. Western Blotting was performed on carotid plaques from our
biobank with early (n=60) or advanced (n=60) stages of athero-
sclerosis and healthy carotid arteries (n=12) to analyse di-methylation
patterns of histone H3 at positions K4, K9 and K27. In atherosclerotic
lesions, di-methylation of H3K4 was unaltered and that of H3K9 and
H3K27 significantly decreased compared to control arteries. Immu-
nohistochemistry revealed an increased appearance of di-methylated
H3K4 in smooth muscle cells (SMCs), a decreased expression of
di-methylated H3K9 in SMCs and inflammatory cells, and reduced
di-methylated H3K27 in inflammatory cells in advanced versus early
atherosclerosis. Expression of corresponding histone methyltrans-
ferases MLL2 and G9a was increased in advanced versus early athero-
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Introduction

Pathophysiological changes in gene expression represent the basis
of various human diseases. Epigenetics has been revealed to be an
ancient and powerful tool to activate or silence genes (1-4). The
basic unit of chromatin consists of DNA wrapped around histone
cores, consisting of an octamer formed by two of each of the
following histones H2A, H2B, H3, and H4. Histone methylation
constitutes an important epigenetic mechanism that leads to
changes in chromatic structure and in consequence regulating
gene expression (3). Although DNA and histone methylation
require different sets of enzymes, there seems to be a close interre-
lation between these processes in modulating gene transcription

© Schattauer 2015

sclerosis. Genomic DNA hypomethylation, as determined by PCR for
methylated LINE1 and SAT-alpha, was observed in early and advanced
plaques compared to control arteries and in cell-free serum of patients
with high-grade carotid stenosis compared to healthy volunteers. In
contrast, no differences in DNA methylation were observed in blood
cells. Expression of DNA-methyltransferase DNMT1 was reduced in
atherosclerotic plaques versus controls, DNMT3A was undetectable,
and DNMT3B not altered. DNA-demethylase TET1 was increased in
atherosclerosisc plaques. The extent of histone and DNA methylation
and expression of some corresponding methyltransferases are signifi-
cantly altered in atherosclerosis, suggesting a possible contribution of
epigenetics in disease development.

Keywords
Carotid artery, atherosclerosis, epigenetics, DNA and histone methyl-
ation, methyltransferases
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(4-6). While histone methylation can facilitate DNA methylation,
DNA methylation in turn may serve as a template for specific hi-
stone modifications (4, 6). Recent evidence indicates that both
modifications may be accomplished through direct interactions
between histone and DNA methyltransferases (6). Among the
most important histone methylation sites described so far, methyl-
ation at positions K4, K9, and K27 on histone H3 not only leads to
changes in chromatin structure and alternations in gene ex-
pression, it can also influence the state of DNA methylation (3, 4,
7).

While methylation patterns remain relatively stable in the adult
organism, they may alter significantly in certain diseases (8-11).
Notably, a role of epigenetics as a potential mechanism to control
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gene expression has recently been proposed also in cardiovascular
disease (12-15). For instance, aberrant DNA methylation has been
associated with changes in the transcription of a variety of pro-
atherogenic genes (13). However, there is only limited insight into
epigenetic alterations in human atherosclerosis. Hypomethylation
of the repetitive DNA sequence LINE-1 has been identified in
atherosclerotic lesions (9) and seems to correlate with higher
serum levels of vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1 (16,
17). While these studies suggest that epigenetics may play an im-
portant role in atherosclerosis, epigenetic changes have not yet
been analysed at different stages of atherosclerotic plaque
formation.

DNA methylation is conducted by three methyltransferases
(DNMTs), DNMT1, 3A, and 3B. DNMT1 maintains DNA methyl-
ation and is responsible for the propagation of DNA methylation
patterns during mitotic cell division, guiding the methylation of
CpG dinucleotides on the new DNA strand according to the
methylation status of the complementary template strand (2, 16,
18). In contrast, DNMT3A and 3B are catalysing de novo methyl-
ation and are important in the establishment of methylation pat-
terns during development. In addition, DNMT3A and 3B were
shown to correlate with changes in histone modifications (2, 18).
In mice, deletion of DNMT3B reduced the methylation of CpG is-
lands on repetitive sequences, such as LINEI and Sat-a, and acti-
vated gene expression on the inactive X-chromosome (18). So far,
no data on the expression of DNMTs in atherosclerotic lesions are
available.

Therefore, the aim of the present study was to analyse histone
and DNA methylation and the expression of corresponding
methyltransferases at different stages of atherosclerosis in carotid
arteries compared to healthy vessels.

Material and methods
Study population

Atherosclerotic plaques and serum were obtained from patients
with high-grade carotid artery stenosis (>70%) (19) after carotid
endarterectomy (CEA), collected in our Biobank (n=120). The
average age of the patients was 69.9 + 9.3 years. Tissue specimen
mainly consisted of the diseased intima as a consequence of the
surgical intervention used for plaque excision. Control carotid ar-
teries (n=12) were obtained from patients undergoing trauma sur-
gery. The average age of control patients was 56.9 * 8.9 years (8
males, 4 females). These tissue samples comprised all three vessel
layers, i.e. the intima, media, and adventitia. Control vessels did
not contain any atherosclerotic lesions; in some cases a slightly
thickened intima was observed. Serum samples of healthy volun-
teers (n=10) were included as controls for blood analysis. The
study was performed according to the Guidelines of the World
Medical Association Declaration of Helsinki. The local ethics
committee of our university hospital approved the study, and
written informed consent to being included in the Biobank was
given by all patients. The baseline patients characteristics is sum-
marised in Supplementary Table 1. No significant differences were
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observed between study groups with the exception of the use of
beta-blockers, which was higher in carotid patients that served as
donors for plaques with early compared to the advanced athero-
sclerosis.

Histology and plaque characterisation

Carotid plaques were segmented in blocks of 3-4 mm and freshly
frozen in liquid nitrogen or fixed in formalin and embedded in
paraffin (FFPE). Haematoxilin-Eosin and Elastica van Gieson
staining were performed in order to assess the stage/type of
atherosclerosis. Histological classification of carotid athero-
sclerotic lesions was performed as described by Stary et al. and ap-
proved by the American Heart Association (20, 21) by two inde-
pendent investigators blinded for the study in close collaboration
with an experienced pathologist. Study specimens were divided
into groups of early (stage I-III, n=60) and advanced athero-
sclerosis (stage V-VII, n=60). Type L, II, and III lesions were char-
acterised by a markedly thickened intima, fatty streaks and in-
creased of macrophages/macrophage-derived foam cells (Suppl.
Figure 1A, available online at www.thrombosis-online.com). Type
V lesion showed massive aggregates of extracellular lipids forming
a necrotic/lipid core under a fibrous cap, and increased amounts of
leukocytes, macrophages/macrophage-derived foam cells; type VI
lesion were similar to lesion stage V with thrombotic deposits and/
or marked haemorrhage; type VII lesion displayed calcium de-
posits (Suppl. Figure 1B, available online at www.thrombosis-on
line.com).

Western blot analysis

Complete segments of fresh carotid tissue samples were homoge-
nised in liquid nitrogen, suspended in lysis buffer and histone
extraction was performed in accordance with the manufacturer’s
protocol (EpiSeeker Histone Extraction Kit, Abcam, Cambridge,
UK). Protein quantification was performed by reading the optical
density at 560 nm using the BCA Protein Assay Kit (Pierce Bio-
technology, Rockford, IL, USA). Equal amounts of extracted hi-
stone proteins were then separated by a 15% SDS-PAGE and
blotted onto a PVDF membrane. The membrane was blocked by
5% non-fat dry milk in TBS solution (50 mM Tris-HCl, pH 7.4,
150 mM NaCl) for 1 hour and consecutively incubated with pri-
mary antibodies overnight at 4°C: rabbit monoclonal H3K4
(Methyl-Histone H3 Antibody Sampler Kit; New England Biolabs,
Frankfurt am Main, Germany; dilution 1:500; Cat. 9847S), rabbit
monoclonal H3K9 (New England Biolabs; dilution 1:500; Cat.
9847S), rabbit monoclonal H3K27 (New England Biolabs; dilution
1:500; Cat. 9847S), rabbit monoclonal H3 (D1H2) (New England
Biolabs; dilution 1:500; Cat. 9847S), followed by a secondary anti-
body for one hour (goat anti-rabbit IgG, TR-001-HR, Thermo
Scientific; dilution 1:10,000).

Proteins were visualised by a chemiluminescent detection
method (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate,
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) using Kodak Scientific
Imaging film. The developed film was digitalised and protein
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quantification was performed using free software Image] 1.44p
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Following
normalisation to GAPDH, the average of the control tissue
samples was set as 100% and results were calculated in compari-
son.

Immunohistochemistry (IHC)

Carotid artery tissue sections were characterised by immunostain-
ing, using specific antibodies to detect macrophages/monocytes
(anti-CD68, mouse monoclonal, clone KP1, dilution 1:2,000;
Dako, Glostrup, Denmark; Cat. M0814) and leukocytes (anti-
CD45, clone 2B11, dilution 1:100; Dako; Cat. M0701). For proper
detection of smooth muscle cells (SMCs), we tested three different
antibodies directed against smooth muscle actin (SMA, mouse
monoclonal, clone HHF35, dilution 1:200; Dako; Cat. M0635),
smooth muscle myosin heavy chain 1 and 2 (SM-MHC1+2, rabbit
monoclonal, dilution 1:4,000; abcam; Cat. ab124679), and
smoothelin (mouse monoclonal, diluton 1:100; abcam; Cat.
ab21108). No significant differences were observed between anti
SM-actin and SM-MHCI1+2. In contrast, staining for smoothelin
was weaker. For these reasons and in accordance with our previous
studies (22-24) we used SM-actin staining to identify SMC in the
current work.

Immunohistochemical detection of methylation of histone H3
at specific sites H3K4, H3K9, and H3K27 was performed using the
following antibodies: anti-di-methyl-histone H4(Lys4) (rabbit
monoclonal, dilution 1:3,000; New England Biolabs; Methyl-Hi-
stone H3 AK Sampler Kit; Cat. 9847S), anti-di-methyl-histone
H4(Lys9) (rabbit monoclonal, dilution 1:200; New England Biol-
abs; Cat. 9847S), anti-di-methyl-histone H4(Lys27) (rabbit mono-
clonal, dilution 1:200; New England Biolabs; Cat. 98478).

Following primary antibody incubation, smooth muscle actin
was visualised using the APAAP ChemMate Detection Kit (rabbit
anti-mouse; Dako) according to the manufacturer’s instructions.
All other primary antibodies were detected by LSAB ChemMate
Detection Kit (biotinylated goat anti-mouse/anti-rabbit; Dako).
Immunohistochemical analyses of histone methylation were per-
formed on slides consecutive to staining for SMCs, leukocytes, or
macrophages/macrophage-derived foam cells in order to evaluate
the expression level (by analysing staining intensity) of histone
methylation in individual cells within the whole carotid tissue
specimens via light microscopy and a semi-quantitative scoring,
ranging from (-) for no staining to (+++) for strong positive stain-
ing.

Quantification of DNA methylation in tissue samples

DNA was extracted from formalin fixed and paraffin embedded
tissue specimens consecutive to the histological samples and bisul-
fite-converted accordingly to manufacturers protocol (Qiagen,
Hilden, Germany). DNA methylation was assessed by quantitative
PCR of repetitive DNA-sequences LINEI and SAT-a (Methylight-
system) using the TagMan Universal PCR Master Mix, (Applied
Biosystems, Darmstadt, Germany). Methylation-independent re-
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petitive DNA-sequence ALU1 served as a reference for the input of
bisulfite converted DNA (EpiTect PCR Control DNA Set, Qiagen),
as established by Weisenberger at al. (25) Primers were optimised
for ABI Prism 7700 Sequence Detector (Applied Biosystems).
Quantification was normalised to the ALU1 gene within the log-
linear phase of the amplification curve obtained for each probe/
primer set, using the AACT method.

Quantification of DNA methylation in blood

Blood sampling was performed within two days prior to surgical
intervention by vein puncture. Venous blood was centrifuged at
2,000 x g for 10 minutes at room temperature and stored at -70°C
until analysis. DNA was isolated using QIAamp DNA Blood Mini
Kit (Qiagen) according to manufacturer’s instructions using 200 pl
of serum for each extraction procedure and bisulfite-converted, as
described above. DNA methylation was assessed by quantitative
PCR of repetitive DNA-sequences LINE1 and SAT-a and normal-
ised for the methylation-independent repetitive DNA-sequence
ALUL

For DNA methylation analysis of blood cells, peripheral blood
was collected prospectively from five healthy individuals and 10
patients with high-grade carotid artery stenosis (>70%) using
EDTA tubes (S-Monovette 7.5 ml, Sarstedt, Nimbrecht, Ger-
many). Following centrifugation, mononuclear cells were isolated
by density gradient centrifugation using histopaque (1.077 g/ml;
Sigma-Aldrich; Munich, Germany) using Leucosep tubes (Greiner
Bio-One, Frickenhausen, Germany) and the corresponding manu-
facturer’s protocol. Following overnight incubation in RPMI1640
medium (Biochrom; Berlin, Germany) supplemented with 1%
penicillin/streptomycin and 10 % fetal bovine serum (FBS) (Bioch-
rom) at 37°C/5%CO,, lymphocytes in the supernatants and ad-
hered monocytes were collected separately. After three washes in
phosphate-buffered saline, DNA was extracted as described above,
bisulfite-converted and analysed by quantitative PCR of LINE1
and SAT-a.

Quantitative Real-Time RT-PCR

For expression analyses of histone and DNA methyltransferases we
selected enzymes that were among the first to be identified, as re-
viewed by Santos-Rosa et al. (26): hSET1A, SET7/9, MLL2 for
methylation of H3K4; SUV39H1, SUV39H2, or ESET/SETDBI for
methylation of H3K9; G9a and EZH2 for methylation of H3K27;
and DNMT1, DNMT3A and B, TET1 for DNA methylation. RNA
was isolated from FFPE tissue sections adjacent to slides used for
histological characterisation by the High Pure RNA Paraffin Kit
(Roche, Mannheim, Germany) according to the manufacturer’s in-
structions. In all cases, two sections of 10 pm thickness were used,
yielding 10-20 ng/ul of RNA per tissue sample. The maximum
amount of isolated RNA (11 ul) was then reverse transcribed using
the cDNA Synthesis Kit RevertAid and oligo-dT primers supplied
by the manufacturer (Fermentas, St. Leon-Rot, Germany). Quanti-
tative Real-Time PCR was performed with 2 ul of cDNA in total
reaction mix of 25 pl using SYBRgreen fluorescence dye (peqLab,
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Figure 1: Methylation of H3K4, H3K9 and H3K27 in atherosclerotic
lesions and healthy vessels. A) Western blot analysis of the expression of
total histone H3 and methylated H3K4, H3K9 and H3K27 in control carotid
arteries, and in early and advanced atherosclerotic lesions. B) Quantification

Erlangen, Germany) and specific primer pairs from Qiagen,
QuantiTect Primer Assays: Hs_KIAA0339_1/Cat. QT00042427,
Hs_MLL_2/Cat. QT00247464, Hs_SETDB1/Cat. QT00086142,
Hs_SET7_1/Cat. QT00079282, Hs_SUV39H1_1/Cat. QT00091042,
Hs_SET39H2_1/Cat. QT00094311, Hs_EZH1_1/Cat. QT00030275,
Hs_EZH2-1/Cat. QT00054614, Hs_ DNMT1_1/Cat. QT00034335,
Hs_DNMT3A_1/Cat. QT00090832, Hs_DNMT3B_1/Cat.
QT00032067, Hs_TET1_1/Cat. QT00037646, Hs_GAPDH_1/ Cat.
QT00079247) by the ABI Prism 7700 Sequence Detector (Applied
Biosystems). All results were normalised for the expression of
GAPDH.

Statistical analysis

Results were analysed by using SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). The study groups were first compared by Levene’s test to as-
sess the equality of variances between groups. There was no homo-
geneity. Consequently, Kruskal-Wallis one-way analysis of vari-
ance was applied in all cases for n>2. As a post-hoc tests, Mann-
Whitney was used and correction for multiple testing was done
using Benjamini-Hochberg procedure as a non-conservative ap-
proach that does not affect statistical power (27). Data obtained
from semi-quantitative scoring of IHC staining were treated as
categorical data and analysed in the same manner as continuous
variables, as described above using non-parametric statistical tests.
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of methylated H3K4, H3K9 and H3K27 histone relative to the expression of
total histone H3. Ctrl — control healthy carotid vessel (n=6), Early — early
stage of atherosclerosis (n=24), Adv — advanced stage of atherosclerosis
(n=24). *p<0.05, n.s. — not significant.

Data are expressed using box plot diagrams showing the median
and the 25th and 75th percentile or error bars. Differences with p
values <0.05 were considered to be statistically significant.

Results

Differential histone methylation patterns in smooth
muscle and inflammatory cells in atherosclerotic
lesions

Groups of carotid plaques with early (stage I-III, n=60) and ad-
vanced atherosclerosis (stage V-VII, n=60) were collected from pa-
tients with high-grade carotid stenosis undergoing carotid endar-
terectomy (CEA). We first assessed methylation of histone H3 at
position K4, K9, and K27 relative to the expression of total histone
H3 in nuclear histone extracts from atherosclerotic carotid arteries
compared to undiseased control vessels by Western blot analyses
(> Figure 1). For methylated H3K4 a slight trend towards an in-
creased abundance was observed in advanced atherosclerotic
lesions compared to control arteries or early lesions, which how-
ever did not reach statistical significance (P>Figure 1A). In
contrast, methylated H3K9 and H3K27 showed a significant three-
to four-fold reduction in early and advanced stages of athero-
sclerosis, compared to healthy vessels (»Figure 1B and C), while
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Figure 2: Methylation patterns of H3K4 in atherosclerotic lesions
and healthy vessels. A) Representative images of immunohistochemistry
of H3K4me in control carotid arteries, early and advanced atherosclerotic
lesions (scale bars, 100 pm). B, D, F) Representative images of the athero-
sclerotic shoulder region showing differences in the staining intensity of
H3K4me in early and advanced stages of atherosclerosis (scale bars, 100 ym)
and C, E, G) semi-quantitative analysis of immunohistochemical staining in-

no further differences were noted between early and advanced
atherosclerotic stages.

During progression of atherosclerosis, smooth muscle cells
(SMCs) are being activated and inflammatory leukocytes and
macrophages/macrophage-derived foam cells accumulate within
the plaque. We therefore localised the methylation pattern of hi-
stone H3 at position K4, K9, and K27 by means of immunohisto-
chemistry and semi-quantitatively scored its expression in SM-
actin® SMCs, CD45* leukocytes, and CD68* macrophages in the
whole vessel by co-staining in consecutive sections at different
stages of lesion formation. Control sections contained only few in-
flammatory cells (not shown), precluding the analysis of leuko-
cytes and macrophages in these specimens. Methylation of histone
H3 at position K4 could be localised to SMC-rich areas, but was
also associated with inflammatory cells (P Figure 2). Staining in-
tensity of H3K4 showed a significant 1.7-fold increase in SMCs in
advanced compared to early stages of atherosclerosis (p=0.044),
whereas no differences were observed between control carotid tis-
sue and early lesions (»Figure 2B, C). Methylation of H3K4 was
unaltered in leukocytes (P>Figure 2D, E) and macrophages
(> Figure 2F, G) in early compared to advanced atherosclerotic
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tensity of H3K4me in the whole carotid vessel wall in SMC (B, C), leukocytes
(D, E) and macrophages (F, G) in control carotid arteries (n=12), early (n=60)
and advanced atherosclerotic lesions (n=60). Ctrl — control healthy carotid
vessel, Early — early stage of atherosclerosis, Adv — advanced stage of athero-
sclerosis. The overall highest staining intensity was set as 1.0. *p<0.05, n.s.
— not significant.

lesions. In contrast, methylation of H3 at position K9 (» Figure 3)
showed a 1.9-fold reduction (p=0.019) in SMCs in early lesions
compared to controls (»Figure 3B, C) and further significantly
decreased by factor 8.1 in advanced compared to early lesion
(p<0.001). Similarly, staining intensity of methylated H3K4
showed a significant 2.1-fold reduction in leukocytes (p<0.001,
» Figure 3D, E) and a non-significant trend towards reduced ex-
pression in macrophages (P Figure 3F, G) in advanced vs early
lesion stages. Methylation of histone H3 at position K27 (P Figure
4) showed a significant reduction in methylation in SMCs in early
and advanced atherosclerotic lesions vs control tissue (factor 7.8,
p=0.007 and factor 3.6, p=0.037, »Figure 4B, C), and was de-
creased in leukocytes (factor 1.7, p<0.001, »>Figure 4D, E) and
macrophages (factor 1.6, p<0.001, »>Figure 4F, G) in advanced
compared to early disease stages. These data demonstrate cell-type
specific methylation patterns in atherosclerosis, and that de-
creased methylation of H3K9 and H3K27 is associated with more
advanced lesion stages.
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Figure 3: Methylation patterns of H3K9 in atherosclerotic lesions
and healthy vessels. A) Representative images of immunohistochemistry
of H3K9me in control carotid arteries, early and advanced atherosclerotic
lesions (scale bars, 100 pm). B, D, F) Representative images of the athero-
sclerotic shoulder region showing differences in the staining intensity of
H3K9me in early and advanced stages of atherosclerosis (scale bars, 100 ym)
and C, E, G) semi-quantitative analysis of immunohistochemical staining in-

Expression of histone methyltransferases varies in
atherosclerosis

To further investigate whether these changes in histone methyl-
ation in atherosclerotic lesions were associated with differences in
the expression of corresponding histone methyltransferases (26),
their mRNA expression was analysed in tissue consecutive to sec-
tions used for histology. For position H3K4, mRNA levels of three
known methyltransferases were evaluated (hSET1A, SET7/9,
MLL2). No expression was found for hSET1A and SET7/9 (data
not shown). Expression of methyltransferase MLL2 showed a
broad variation in control tissue. Comparing medians, a signifi-
cant reduction in MLL2 expression was detected between control
tissue and early stages of atherosclerosis, and an increase was ob-
served between early and advanced stages of atherosclerosis
(p<0.001, »Figure 5A). With regards to methyltransferases for
position H3K9 and H3K27, a significant decrease in expression in
GY9a was observed between control groups and early stages of
atherosclerosis (factor 2.5, p=0.005), and a significant increase be-
tween early and advanced atherosclerotic lesions (factor 3.2,
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tensity of H3K9me in the whole carotid vessel wall in SMC (B, C), leukocytes
(D, E) and macrophages (F, G) in control carotid arteries (n=12), early (n=60)
and advanced atherosclerotic lesions (n=60). Ctrl — control healthy carotid
vessel, Early — early stage of atherosclerosis, Adv — advanced stage of athero-
sclerosis. The overall highest staining intensity was set as 1.0. *p<0.05, n.s.
- not significant.

p=0.002, > Figure 5B). No expression was observed for SUV39H1,
SUV39H2, or ESET/SETDBI (data not shown). Furthermore, no
expression of the methyltransferase EZH2 for position H3K27 was
detected (data not shown).

In order to achieve more specific results with regards to the ex-
pression of histone methyltransferases in individual cell types
within carotid atherosclerotic lesions, we performed micro-dissec-
tion and analysed their mRNA expression in SMA* SMCs, CD45*
leukocytes and CD68" macrophages (P Figure 6A, B). For MLL2,
an up to two-fold increase in expression was found in SMCs in ad-
vanced stages of atherosclerosis in comparison to early lesions or
control arteries (p<0.05, »>Figure 6A). The expression of MLL2
was furthermore increased in leukocytes in advanced athero-
sclerotic plaques compared to the undetectable expression in early
lesions (P> Figure 6A). In macrophages, no differences in ex-
pression of MLL2 were observed between early and advanced
atherosclerotic lesions (P>Figure 6A). With regards to G9a, high-
est expression was detected in SMCs in healthy control artery,
whereas only very low levels and no expression was found in early
and advanced atherosclerotic lesions, respectively (P Figure 6B).
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Figure 4: Methylation patterns of H3K27 in atherosclerotic lesions
and healthy vessels. A) Representative images of immunohistochemistry
of H3K4me in control carotid arteries, early and advanced atherosclerotic
lesions (scale bars, 100 pm). B, D, F) Representative images of the athero-
sclerotic shoulder region showing differences in the staining intensity of
H3K27me in early and advanced stages of atherosclerosis (scale bars, 100
pm) and C, E, G) semi-quantitative analysis of immunohistochemical staining

Expression of G9a in leukocytes was only detectable in advanced
atherosclerotic lesions (P>Figure 6B). Interestingly, in macro-
phages the highest expression of G9a was observed in early stages
of atherosclerosis, and a significantly lower expression was ob-
served in advanced lesions (P Figure 6B).

DNA methylation decreases with progression of
atherosclerosis

Furthermore, we assessed the DNA methylation status in athero-
sclerosis. In order to analyse DNA methylation at different stages
of atherosclerosis, quantitative PCRs were performed to detect hy-
pomethylation of repetitive sequences LINEI and SAT-a in control
vessels, as well as in early and advanced atherosclerotic plaques of
carotid arteries (P>Figure 7). These DNA sequences capture
11-17% of whole genomic DNA and are scattered throughout the
entire genome. Changes in these two interspersed elements may
thus serve as a measure for global DNA methylation. Compared
with healthy vessels, DNA methylation of LINEI was diminished
to 62.3% in early atherosclerotic lesions, and further decreased to
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intensity of H3K27me in the whole carotid vessel wall in SMC (B, C), leuko-
cytes (D, E) and macrophages (F, G) in control carotid arteries (n=12), early
(n=60) and advanced atherosclerotic lesions (n=60). Ctrl — control healthy
carotid vessel, Early — early stage of atherosclerosis, Adv — advanced stage of
atherosclerosis. The overall highest staining intensity was set as 1.0.
*p<0.05, n.s. — not significant.

32.4% in advanced stages of atherosclerosis (p=0.031 and p=0.014,
respectively). Similarly, a decrease in methylation of the repetitive
sequence SAT-a to 73.2% (p=0.076) and 39.3 % (p=0.023) was ob-
served in early and advanced atherosclerotic lesions, respectively.
These data demonstrate that DNA methylation clearly decreases
with the progression of atherosclerosis.

Expression of DNMT1 decreases, whereas TET1
increases in atherosclerosis

DNA methylation is conducted by enzymes that are different to hi-
stone methyltransferases. As these may be altered during disease
progression, we analysed the expression of DNA methyltransfe-
rases DNMT1, 3A, and 3B, as well the expression of DNA-de-
methylase TET1 in healthy vessels and carotid arteries at different
stages of atherosclerosis. Compared to control carotid artery tis-
sue, transcripts of DNMT1 showed a significant decrease in ex-
pression to 7.7% (range 0-108%) and 2.5% (range 0-26%) in
early and advanced atherosclerotic lesions when compared to the
expression in healthy vessel, respectively (p=0.022 and p=0.047,

Thrombosis and Haemostasis 114.2/2015

Downloaded from www.thrombosis-online.com on 2015-05-26 | ID: 1001074838 | IP: 194.95.59.195
Note: Uncorrected proof, epub ahead of print online

For personal or educational use only. No other uses without permission. All rights reserved.



8

GreiBel, Culmes, et al. Epigenetics and carotid plaques

» Figure 5C), while no significant differences could be detected
between early and advanced stages of atherosclerosis (p=0.810).
The expression of DNMT3A was detected neither in control tissue
nor in atherosclerotic lesions (data not shown). DNMT3B mRNA
levels showed a trend towards decreased expression down to 5.6 %
(range 0-11%, p=0.686) in early and to 7.1% (range 0-22%,
p=0.556) in advanced stages of atherosclerosis without reaching
statistical significance when compared to healthy control tissue
(> Figure 5D). In contrast to DNMTs, TET1 showed an increased
expression in early and advanced stages of atherosclerosis (6.8-
and 4.5-fold). These changes however did not reach statistical sig-
nificance (P> Figure 5E). Notably, the expression of DNMT3B and
TET1 was markedly lower than that of DNMT1.

We furthermore performed micro-dissection and analysed the
expression of DNMT1, DNMT3B, and TET1 specifically in SMCs,
leukocytes and macrophages (P Figure 6C-E). The mRNA ex-
pression of DNMT1 in SMCs resembled that of whole tissue with
highest expression in control arteries, which decreased in early
and advanced stages of atherosclerosis (P> Figure 6C). The ex-
pression of DNMTT1 in leukocytes and macrophages was mainly
detected in advanced atherosclerotic plaques (P Figure 6C). Simi-
lar results were found for DNMT3B, although differences did not
reach statistical significance (PFigure 6D). In leukocytes,
DNMT3B expression could only be detected in advanced stages of
atherosclerosis. For macrophages, an expression was detected in
early and advanced stages of atherosclerosis, although expression
was lower in advanced compared to early plaques (P Figure 6D).
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With regard to the mRNA expression of TET1, a significant in-
crease was observed in SMCs in advanced stages of atherosclerosis
compared to control arteries (P Figure 6E). In leukocytes, TET1
expression could only be detected in advanced stages. In macro-
phages, an increased expression was detected in early and ad-
vanced stages of atherosclerosis without any significant differences
between the groups (P> Figure 6E).

DNA methylation decreases in serum of patients with
high-grade carotid stenosis

As previously described, cell-free DNA is present in blood and its
methylation state can be influenced by accompanying diseases (28,
29). Observing the decrease in DNA methylation of LINE-1 and
SAT-a in atherosclerosis, we also wanted to assess, whether this
might be paralleled by changes in the methylation of cell-free DNA
in serum blood samples of patients with high-grade carotid steno-
sis in comparison to healthy volunteers. Interestingly, for both re-
petitive DNA sequences LINE1 and SAT-q, a significant reduction
in DNA methylation was found in serum of carotid patients com-
pared to healthy individuals. The state of DNA methylation was
36.9% for LINEL and 67.5% for SAT-a, compared to healthy vol-
unteers (p<0.001 and p=0.005, respectively, »Figure 7B).
Furthermore, we assessed the DNA methylation in monocytes
and lymphocytes in blood of healthy individuals and patients with
advanced carotid stenosis, collected prospectively. In contrast to
serum, however, no differences were observed in the methylation
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Figure 6: Expression of histone and DNA methyltrans-
ferases in different cells after micro-dissection from
atherosclerotic lesions at mRNA level. A, B) histone
methyltransferases; C, D, E) DNA methyltransferases Early —
early stage (n=60), Adv — advanced stage (n=60) of athero-
sclerosis, Ctrl — control vessel (n=12). Quantification was
performed by SYBRGreen-based RT-PCR and normalised to
the expression of GAPDH. * p<0.05. #, non detectable.

of DNA of LINEI (p=0.282 for lymphocytes, p=0.482 for mono-
cytes) or SAT-a, which showed a trend towards increased methyl-
ation in patients vs controls without reaching statistical signifi-
cance (p=0.085 for lymphocytes, p=0.235 for monocytes).

Discussion

The results of our study indicate that epigenetic changes can be
found in atherosclerotic lesions, as shown by significant alterations

© Schattauer 2015

in histone and DNA methylation at different stages of athero-
sclerosis. Most importantly, significant differences were observed
for DNA methylation between controls, early and advanced stages
of atherosclerosis in carotid artery tissue and in serum between
healthy individuals and patients with high-grade carotid stenosis.
Histone methylation but foremost the extent of methylated repeti-
tive sequences LINE1 and SATa might thus serve as a potential
epigenetic marker of plaque progression.

Post-transcriptional modifications of histones and in particular
their methylation status are closely implicated in the regulation of
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gene expression (1, 7, 30)

. The methylation of histones is able to

either activate or inhibit gene transcription (4, 30, 31). Especially
di-methylation was described to be necessary and sufficient to per-
form and maintain chromatin remodeling (32, 33). In addition, di-
methylation seems to be the most widely distributed (34). Di- and
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Figure 7: DNA methylation in athero-
sclerosis lesions, healthy vessels and in
serum of patients with high-grade carotid
artery stenosis with (>70 %) compared to
healthy individuals. A) Carotid tissue samples;
B) Serum samples. Bisulfite-converted DNA was
used to determine methylation of repetitive se-
quences LINE1 and SAT-a in control carotid ar-
teries (n=12), early (h=60) and advanced athero-
sclerotic lesions (n=60). Quantification was nor-
malised to ALU1 within the log-linear phase of
the amplification curve using the AACT method.
The extent of DNA methylation of control vessels
was set as 100 %. *p<0.05.

Figure 8: DNA methylation in peripheral
blood cells of patients with high-grade ca-
rotid artery stenosis (>70 %) compared to
healthy individuals. A) Lymphocytes; B) Mono-
cytes. DNA methylation of repetitive sequences
LINE1 and SAT-a in blood cells from healthy indi-
viduals (n=5) and patients with carotid artery
stenosis (n=10). Quantification was normalised
to ALUT within the log-linear phase of the am-
plification curve using the AACT method. The ex-
tent of DNA methylation of healthy individuals
was set as 100 %. No significant differences were
observed between groups.

tri-methylation of H3K4 is frequently enriched at actively tran-
scribed genes. However, while di-methyl modification appears to
be distributed across active genes, tri-methylation is more specific
and localised at the 5" end of these genes (32). Furthermore, di-
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methylation of H3K9 and H3K27 seems to be sufficient to silence
most gene promoters (33).

The results of the current study show significant changes in the
methylation status of H3K4 and H3K9 in atherosclerosis. In caro-
tid atherosclerotic lesions, methylation of H3K4 was increased, but
that of H3K9 reduced, in particular in SMCs, and as for H3K9 also
in leukocytes. Both, an increased methylation of H3K4 as well as a
reduction in methylation of H3K9 facilitate gene expression (3,
14). SMC:s are important components of the vascular wall, respon-
sible for maintaining its stability and proper function (35). Upon
various stimuli, SMCs change their phenotype from contractile to
synthetic, leading to an increased production of collagen and pro-
teoglycans. SMCs within the fibrous cap of atherosclerotic plaques
may either play critical or beneficial roles for lesion stability, de-
pending on their phenotypic state (31, 36). In addition, SMCs
often undergo apoptosis and/or activate expression of various ma-
trix metalloproteinases and/or inflammatory mediators, thus pro-
moting plaque rupture and thrombosis (31). Manabe et al. pro-
vided evidence that the key step in controlling gene expression in
SMCs are changes in histone acetylation and methylation, es-
pecially on H3K4 (32, 37). Our data suggest that hypermethylation
of H3K4 and hypomethylation of H3K9 could control SMC acti-
vation in atherosclerosis. We in addition observed a significant re-
duction in methylated H3K27 especially in inflammatory cells. In
line with findings by De Santa et al. (38), who revealed gene silenc-
ing in macrophages to depend on histone H3K27 methylation, our
data indicate a potential role of H3K27 not only in macrophages
but also inflammatory leukocytes in atherosclerosis.

Histone methylation is regulated by histone methyltransferases
that are highly specific for individual lysine residues within the
N-terminal histone tail. Interestingly, we could detect only two of
the nine transferases analysed in our study (26). For H3K4, only
the methyltransferase MLL2 was detected. In addition, methyl-
ation of H3 at the position K4 was increased in advanced lesions
compared to early stages of atherosclerosis, implying that MLL2
may contribute to maintaining or increasing H3K4 methylation
during lesion progression (26, 39). We did not, however, observe
any significant differences in the expression of MLL2 between
control carotid vessels and atherosclerotic tissue samples. A possi-
ble explanation for this apparent discrepancy could lie in the
abundance and phenotype of SMCs, given the significant changes
in H3K4 methylation in SMCs in advanced atherosclerosis. While
in healthy vessels SMCs are the predominant cell type and of a
contractile phenotype, the proportion of SMCs among all cells is
reduced in atherosclerotic lesions that are infiltrated by inflamma-
tory cells, and SMCs change to the synthetic phenotype. The exact
role of H3K4 methylation in SMCs in atherosclerosis remains to
be addressed in future studies.

Regarding methyltransferases specific for H3K9 and H3K27,
only G9a was detected. Compared to healthy vessels, we observed
a reduction in G9a expression in early stages of atherosclerosis,
whereas G9a expression was again increased in advanced versus
early atherosclerotic lesions. Methylation at lysine K9 and/or K27
leads to gene silencing. Given its overall reduction in athero-
sclerosis in SMCs and leukocytes, this increased expression in G9a
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in advanced lesions seems contradictory. However, the expression
of certain methyltransferases does not necessarily have to correlate
with histone methylation, as there are also histone demethylases,
which we did not analyse in our study (22).

The role of DNA methylation and DNMTs has already been
studied in cancer, organ and body development (15, 40). In
contrast, their expression in atherosclerosis had not been address-
ed previously. We here demonstrate that the expression of DNMT1
significantly decreases in advanced stages of atherosclerosis. These
findings may be in line with the study of Hiltunen et al. who ob-
served a 9% decrease in methyl-deoxycytosine content reduction
in DNA methylation in SMCs from rabbit atherosclerotic lesions,
which well corresponds with our results demonstrating a two- to
four-fold decrease in DNA methylation in human carotid athero-
sclerosis (16). On the other hand, these authors observed an only
about 10% reduction of GpC content in human atherosclerotic
lesions. However, the atherosclerotic lesion stage has not been ana-
lysed; moreover, human arterial samples were obtained from
autopsy (6-10 hours after death) or amputations so that post-mor-
tem changes in tissues samples cannot be excluded. In contrast, we
have compared control arteries, and early and advanced stages of
atherosclerosis and observed a significant reduction in DNA
methylation in particular in advanced atherosclerotic lesions. As
DNMT1 methylates newly replicated DNA and functions to main-
tain DNA methylation, a decrease in its expression may be one of
the principal causes for the reduction in global DNA methylation
found in carotid atherosclerosis, indicating its potential contribu-
tion to the process of atherosclerosis.

De novo methylation of DNA is provided by DNMT3A and 3B.
The expression of DNMT3A, however, was not detected in our
samples. DNM3B expression levels were overall very low, but simi-

What is known about this topic?

e Epigenetics is a powerful tool to regulate gene expression.

e Epigenetics, especially histone and DNA methylation, may alter in
various diseases.

e Recently, epigenetics was proposed as a possible mechanism to
control gene expression in cardiovascular disease.

e Very little is known about epigenetic changes in human athero-
sclerotic lesions.

What does this paper add?

e Our results demonstrate for the first time significant changes in
DNA and histone methylation in carotid atherosclerotic lesions
compared to healthy vessels.

e Significant differences were observed between expression of
histone and DNA methyltransferases at different stages of athero-
sclerosis.

e Significant reduction of DNA methylation in the repetitive
sequences LINE1 and SATE was observed in cell-free blood of
patients with advanced carotid stenosis compared to healthy
individuals.
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lar to that of DNMT1, decreased in atherosclerotic lesions. Spin et
al. observed a significant downregulation of DNMT3A and 3B ex-
pression in vascular smooth muscle cells during de-differentiation
(41), a process which also occurs in atherosclerosis. Furthermore,
an increased expression of the methylcytosine dioxygenase TET1
was observed in early atherosclerosis, an enzyme involved in the
demethylation of DNA (42-44). Thus, TET1 may contribute to the
DNA-hypomethylation in atherosclerosis.

Importantly, a reduction in DNA methylation, as indicated by
methylation of the repetitive sequences LINE1 and SATa, was also
observed in serum of patients with high-grade carotid artery ste-
nosis compared to healthy volunteers, indicating its potential ap-
plicability as a marker for the progression of atherosclerosis. Inter-
estingly, analysis of peripheral blood cells did not show any signifi-
cant differences in DNA methylation of LINEI and SATa between
study groups. A non-significant trend towards increased methyl-
ation of SAT-a in patients vs controls would be supportive of find-
ings byStenvinkel et al., who found a global DNA hypermethyl-
ation in peripheral blood cells of patients with cardiovascular dis-
ease and chronic kidney disease (CKD) (45). These Discrepancies
in the methylation patterns between cell-free blood serum and pe-
ripheral mononuclear cells remain to be addressed in further
studies, but may indicate that hypomethylated DNA in serum
originates from atherosclerotic plaques rather than blood cells,
and may be in line with a study of cancer patients, in which hypo-
methylated DNA in cell-free serum was described to mainly derive
from malignant cells and not from blood cells (46). The origin and
mechanism of the release of DNA into blood are still not fully
understood, but it is believed that apoptotic and necrotic cells are
the main source of cell-free DNA in blood (47). Advanced athero-
sclerotic plaques contain a plethora of apoptotic SMCs and ne-
crotic macrophage-derived foam cells (48), which may release
DNA into blood. In addition, DNA may also be released from
circulating inflammatory cells (49). The DNA methylation status
in cell-free DNA in serum may thus correlate with DNA methyl-
ation in cells within atherosclerotic lesions.

Recent findings provided evidence that DNA and histone
methylation are closely linked to each other (5, 7, 14, 15, 50). For
example, Tamaru et al. proposed a model, in which a repressor
complex containing G9a subsequently recruits DNMT3A and 3B,
so that methylation of H3K9 acts as an epigenetic marker of DNA
methylation (50). The detection of G9a together with the reduc-
tion of methylation of H3K9 and H3K27 and decreased expression
of DNMT3B in our study may confirm a possible interaction of
DNA and histone methylation in atherosclerosis. Furthermore,
methylation of H3K4 has been suggested to protect gene pro-
moters from de novo DNA methylation (7). Methylated H3K4 may
thus inhibit methylation by DNMT3B in atherosclerosis. Further
crosstalk between DNA and histone methylation was demon-
strated by DNMT1 methylation being regulated by histone de-
methylase LSD1 and histone methylase SET7/9 (51), or methyl-
CpG binding proteins to recruit complexes containing various hi-
stone deacetylases and methyltransferases (7).

Thrombosis and Haemostasis 114.2/2015

Study limitations

We performed our PCR analysis from formalin-fixed in paraffin-
embedded-tissue samples in order to be able to directly correlate
the expression of methyltransferases to plaque morphology. This
approach, however, has the disadvantage that the RNA yield is
relatively low. Furthermore, we did not analyse all of the known hi-
stone methyltransferases for H3K4, H3K9, and H3K27, which may
be also expressed in atherosclerotic lesions and play a relevant role
in disease progression. Control carotid arteries used in our study
were obtained from the Department of Trauma Surgery and com-
prised all three vessel layers, i.e. the intima, media and adventitia.
In contrast, atherosclerotic tissue specimen obtained after endarte-
rectomy consisted mainly of the diseased intima. Furthermore,
control carotid arteries from healthy individuals were extremely
difficult to obtain, so that we were restricted to work with the tis-
sue material available and could not compare tissue from age-
matched study groups, which may constitute another study limi-
tation. In addition, it is well known that healthy control carotid ar-
teries and atherosclerotic lesions differ in cellular composition.
These differences may have in addition biased our data. Although
the MethyLight assay is a reliable and simple method to evaluate
DNA methylation throughout the entire DNA by analysing repeti-
tive sequences in LINE1 and SATa, it is not gene specific. Addi-
tional methods such as pyrosequencing or microarray-based ge-
nome-wide analyses will have to be performed to shed further
light onto gene-specific DNA methylation patterns in athero-
sclerosis in the future.

In summary, our results demonstrate for the first time signifi-
cant differences between the expression of histone and DNA
methylatransferases, histone methylation and DNA hypomethyl-
ation at different stages of atherosclerosis in carotid arteries. Epi-
genetic changes may thus serve as potential indicators of plaque
progression. However, further studies are clearly required to evalu-
ate the relevance of these epigenetic alternations for identification
of patients with e.g. vulnerable plaques. The analysis of epigenetic
changes in specific genes, such as matrix metalloproteases, may
furthermore refine our understanding of these mechanisms in
atherosclerosis and aid in the development of novel biomarkers or
therapeutic approaches in cardiovascular medicine.
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