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Arbeitshypothese und Fragestellung

1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Wahrend die postprandial im Darm synthetisierten Chylomikronen (CM) im Blut von der
Lipoproteinlipase (LPL) hydrolysiert werden, wird Apolipoprotein E (ApoE) von
Lipoproteinen hoher Dichte (HDL) auf die entstehenden CM-Remnants (CR) transferiert.
ApoE bindet an hepatische Lipoprotein-Rezeptoren, insbesondere an den LDL-Rezeptor
(LDLR) und das LDL-Rezeptor-Related Protein 1 (LRP1) (Beisiegel, 1995). Die
Bindungsaffinitat der drei ApoE-Isoformen an den LDLR, und damit auch ihre zelluldre
Aufnahme, ist unterschiedlich groB (Schneider et al., 1981). In dieser Arbeit sollte im
ersten Teil untersucht werden, inwieweit LRP1 die Aufnahme von CR in Abhanigigkeit von
den ApoE-Isoformen beeinflusst. In diesem Zusammenhang wurde ebenfalls untersucht,
ob das anabol wirkende, postprandial ausgeschiittete Hormon Insulin diesen Prozess
beeinflusst.

Nach Internalisierung ApoE-haltiger CR entgeht ApoE dem Degradierungsweg und gelangt
Uber periphere Endosomen zuriick zur Plasmamembran, wo es resezerniert wird (Heeren
et al., 2001). Dieser Prozess wird durch HDL induziert (Heeren et al., 2003) und
gewahrleistet vermutlich eine hohe ApoE-Plasmaverfligbarkeit in der postprandialen
Phase. In diesem Zusammenhang wurde im zweiten Teil der Arbeit untersucht, welche
Rolle LRP1 fiir das HDL-induzierte Recycling der ApoE-Isoformen spielt und inwieweit sich

das Recycling der drei Isoformen voneinander unterscheidet.
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2 Einleitung

2.1 Stoffwechsel der Lipoproteine

Lipide gehdren neben Kohlenhydraten und EiweiBen zu den wichtigsten Energielieferanten
des menschlichen Organismus. Sie sind auBerdem Grundbestandteil von biologischen
Membranen, Steroidhormonen und Gallensauren. Durch den Transport im Blutplasma
werden den einzelnen Organen Lipide zugeflihrt und zwischen den Geweben
ausgetauscht. Es lassen sich freie Fettsauren, Phospholipide und freies Cholesterin von
den hydrophoben Triglyzeriden und Cholesterinestern unterscheiden. Wahrend freie
Fettsauren im Plasma Uberwiegend an Albumin gebunden transportiert werden, werden
die anderen Lipide, aufgrund ihrer Wasserunloslichkeit, zu mizellaren Komplexen mit
Proteinen, den Apolipoproteinen, zusammengesetzt. Es entstehen die sogenannten
Lipoproteine (Havel und Kane, 2001). Diese Partikel bestehen aus zu Mizellen
angeordneten Oberflachenkomponenten, den Phospholipiden, freiem Cholesterin und den
Apolipoproteinen, davon zu unterscheiden sind die im Kern angeordneten hydrophoben
Triglyzeride und Cholesterinester. Lipoproteine werden nach Dichte, GréBe, elektrischer
Ladung und Lipid-Apolipoproteinanteilen in flinf verschiedene Klassen unterteilt (Gotto et
al., 1986). Die Dichte steigt mit abnehmender GroBe der Partikel. Die gréBten und
zugleich mit der geringsten Dichte ausgestatteten Lipoproteine sind die triglyzeridreichen
CM. Sie weisen eine Dichte von 6=0,93 g/ml und einen Durchmesser von @ 75-1200 nm
auf, sie bestehen zu 98% aus Lipiden, wobei die Triglyzeride hier den weitaus gréBten
Anteil einnehmen. Der Proteinanteil der CM betragt nur etwa 2%. Mit zunehmender
Dichte und abnehmendem Durchmesser sowie abnehmendem Triglyzerid- und
zunehmendem Apolipoprotein-Anteil folgen die Very Low Density Lipoproteins (VLDL, @
30-80 nm, 6=0,93-1,006 g/ml), die Intermediate Density Lijpoproteins (IDL, @ 25-35 nm,
0=1,006-1,019 g/ml), die Low Density Lijpoproteins (LDL, @ 18-25 nm, 6=1,019-1,063
g/ml) und die High Density Lipoproteins (HDL, @ 5-12 nm, 6=1,063-1,210 g/ml), die
einen Apolipoproteinanteil von bis zu 55% aufweisen kdnnen.

Apolipoproteine ermoglichen den Lipiden die Loéslichkeit im Blutplasma und spielen,
zusammen mit ihren Rezeptoren, eine entscheidende Rolle im Lipidstoffwechsel (Ribalta
et al., 2003). Sie bestimmen die Geschwindigkeit des Lipoproteinumsatzes, vermitteln
Uber Interaktion mit Oberflachenproteinen und Rezeptoren die spezifische Aufnahme in
die Zelle, sind als Kofaktoren an verschiedenen enzymatischen Reaktionen beteiligt und

stabilisieren die Lipoproteinstruktur mittels amphipathischer Helices.
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Im Lipoproteinmetabolismus des Menschen laBt sich grundsatzlich der Stoffwechselweg
Uber die Nahrung zugefiihrter Lipide von der Verstoffwechselung vom Organismus selbst
synthetisierter Lipide unterscheiden. Es kann somit von einem exogenen und einem

endogenen Stoffwechselweg der Lipide gesprochen werden.

2.1.1 Stoffwechselwege exogener Lipide

Die mit der Nahrung zugefiihrten Triglyzeride werden nach Emulgation durch die Magen-
und Pankreaslipase in Di- und Monoglyzeride sowie freie Fettsdauren gespalten. Die
entstandenen Spaltprodukte bilden mit Gallensauren, Cholesterin und Phospholipiden
Mizellen, die von den Diinndarmepithelzellen resorbiert werden, wobei die Gallensauren
Uber den enterohepatischen Kreislauf wieder in die Leber gelangen. Vor Integration in
Mizellen werden die mit der Nahrung aufgenommenen Cholesterinester durch die
pankreatische Cholesterinesterase hydrolysiert. Kurzkettige Fettsauren gelangen,
aufgrund ihrer relativ guten Wasserloslichkeit, Uber die Vena Portae zur Leber.
Langkettige Fettsduren hingegen werden in den Enterozyten zur Resynthese von
Triglyzeriden genutzt. Dies geschient durch Ubertragung freier Fettsduren auf B-
Monoglyzeride oder durch komplette Neusynthese aus a-Glyzerophosphat und freien
Fettsduren. In den Mucosazellen wird das resorbierte Cholesterin verestert und mit
Triglyzeriden, Phospholipiden und Apolipoproteinen (ApoA-I, ApoA-IV und ApoB-48) zu
triglyzeridreichen CM komplexiert. Die CM werden in der Lymphe transportiert und unter
Umgehung der Leber Uber den Ductus Thoracicus dem vendsen Blutkreislauf zugefiihrt
(Hussain et al., 1996; Kane, 1996). Sowohl im Interstitium der Dinndarmzotten als auch
im Blut nehmen die CM aus HDL stammende Apolipoproteine ApoC-I, ApoC-II und ApoC-
III auf, wobei ApoC-II essentieller Kofaktor der LPL ist. Durch die katalytische Aktivitat der
endothelstéandigen LPL, die den Heparansulfatproteoglykanen der extrazelluldaren Matrix
aufsitzt, werden die Triglyzeride der CM intravaskuldr hydrolysiert. Im Fett- und
Muskelgewebe werden die entstehenden freien Fettsduren nun als Triglyzeride
gespeichert oder durch B-Oxidation der Energiegewinnung zur Verfligung gestellt
(Olivecrona und Olivecrona, 1995; Mahley und Ji, 1999; Merkel et al., 2002). Im Verlauf
der intravaskuldren Lipolyse wird von HDL stammendes ApoE auf die CM transferiert
(Imaizumi et al., 1978; Imaizumi et al.,, 1978), Uberschiissige Apolipoproteine und
Phospholipide werden abgegeben. Es entstehen die kleineren sogenannten CM-Remnants,
an die nun ebenfalls die LPL assoziiert ist (Zambon et al., 1996). Die LPL bindet mit hoher
Affinitdt an LRP1 und kann so die CR-Aufnahme vermitteln (Beisiegel et al., 1991; Heeren
et al., 2002; Zheng et al., 2006). Durch Bindung an hepatische Lipoprotein-Rezeptoren
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vermittelt ApoE die CR-Aufnahme in Hepatozyten, die Affinitdt der CR zu LDLR und LRP1
wird durch ApoE wesentlich erhoéht (Bradley und Gianturco, 1986; Beisiegel et al., 1989;
Kowal et al., 1989; Beisiegel et al., 1991; Beisiegel, 1995; Beisiegel und Heeren, 1997;
Rohlmann et al., 1998).

Diese Arbeit beschaftigt sich mit dem ubiquitdr in allen Geweben vorkommenden
(Swertfeger und Hui, 2001) ApoE und seinen Isoformen E2, E3 und E4, die durch die
Allele epsilon II, epsilon III und epsilon IV kodiert werden. Die Allelfrequenz liegt fir €II
bei 11%, flr €IIl bei 72%, und flr €IV bei 17% (Zannis et al., 1981). Dieser genetische
Polymorphismus flihrt zu einem Aminosdurenaustausch an den Positionen 112 und 158
(Utermann et al., 1980; Mahley und Rall, 2000). Die haufigste Isoform E3 besitzt an der
Position 112 ein Arginin und an der Position 158 ein Cystein, wahrend ApoE2 an beiden
Positionen ein Cystein und ApoE4 an beiden Positionen ein Arginin aufweist (Weisgraber
et al., 1981; Chou et al., 2005). ApoE besteht aus 299 Aminosduren und weist ein
Molekulargewicht von 34 kDa auf (Chou et al., 2005). ApoE kommt eine entscheidende
Rolle im Lipoproteinstoffwechsel zu. Durch seine Interaktion mit Mitgliedern der LDL-
Rezeptor-Familie (Beisiegel et al., 1989) ist es wichtiger Bestandteil in der Vermittlung der
zelluldren Aufnahme von CR sowie beim Transport von Lipiden im Plasma und
Zentralnervensystem. Es hat EinfluB auf die Entwicklung kardiovaskularer Erkrankungen,
der Alzheimer Erkrankung, wirkt mit in der Regulation von Immunprozessen und
moglicherweise sogar bei Infektionserkrankungen (Mahley und Rall, 2000; Hatters et al.,
2006). Die drei Isoformen haben unterschiedliche Auswirkungen auf das Risiko eine
Atherosklerose oder die Alzheimer Erkrankung zu entwickeln. ApoE3 wird als
Normvariante der Isoformen betrachtet (Mahley und Rall, 2000). ApoE3 und ApoE4, nicht
jedoch ApoE2, zeigen eine starke Bindungsaffinitat an den LDLR (Schneider et al., 1981).
Die verminderte, LDLR-vermittelte, Internalisierung ApoE2-haltiger CR in die Leber fihrt
zu einer Akkumulation von postprandialen CR im Plasma. Dies tragt zu der Assoziation des
ApoE2-Allels mit der familidgren Hyperlipoproteindmie Typ III bei (Mahley, 1988; Mahley
und Rall, 2000). Dabei kommt es zu erhdhten Triglyzerid- und Cholesterinwerten im
Plasma sowie zu einem erhohten Atheroskleroserisiko (Mahley et al., 1999). Jedoch
entwickeln lediglich 5% der homozygoten ApoE2-Trager eine Hyperlipoproteindamie
(Mahley et al., 1999). Dieser scheinbare Widerspruch kann mit der hepatischen
Expression von LRP1 erklart werden. LRP1 bindet, im Gegensatz zum LDLR, ApoE2 und
ApoE3 mit vergleichbarer Affinitdt (Ruiz et al., 2005). Auf diese Weise kdnnte LRP1 die
verminderte ApoE2-CR-Aufnahme (iber den LDLR kompensieren. Weiterhin konnte in vitro
gezeigt werden, dass die CR-assoziierte LPL die eingeschrankte ApoE2-Funktion durch

Interaktion mit Proteoglykanen und Lipoprotein-Rezeptoren ausgleichen kann (Mann et
4
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al., 1999). Es ist jedoch bisher nicht geklart, ob dies auch in vivo einen effizienten
Kompensationsmechanismus darstellt. ApoE4 hat, im Vergleich zu ApoE3, eine leicht
erhohte Affinitdt gegenliber dem LDLR und vermittelt sehr effizient die Internalisierung
triglyzeridreicher Lipoproteine (Bohnet et al., 1996; Knouff et al., 1999; Heeren et al.,
2004). Es bindet im Plasma mit hoherer Affinitdét an VLDL und weniger an HDL,
wohingegen ApoE3 bevorzugt mit HDL assoziiert ist (Gregg et al., 1986; Weisgraber,
1990; Dong et al., 1994; Saito et al., 2003). ApoE4 korreliert mit hohen LDL-Cholesterin-
Spiegeln, erhdhten Triglyzerid- sowie niedrigen HDL-Werten (Davignon et al., 1988;
Dallongeville et al., 1992), es ist assoziiert mit einem erhdhten Atheroskleroserisiko und
der Entwicklung der Alzheimer Erkrankung (Davignon et al., 1988; Roses, 1996; Mahley
und Rall, 2000).

2.1.2 Stoffwechselwege endogener Lipide

Im Hungerzustand ist der Korper in der Lage, triglyzeridreiche VLDL in der Leber zu
synthetisieren, um periphere Gewebe mit Lipiden zu versorgen. Triglyzeride werden als
Substrate der Energiegewinnung zur Verfligung gestellt, Cholesterin wird als
Membranbaustein und fiir die Synthese von Steroidhormonen und Vitamin D
bereitgestellt. Im Verlauf des peripheren VLDL-Abbaus entstehen IDL und LDL. Jedes in
der Leber synthetisierte VLDL-Partikel enthalt ein Molekil ApoB-100, ApoE und kleine
Mengen ApoC. Je nach PartikelgroBe, Dichte und entsprechender Flotationsrate in der
Ultrazentrifuge werden groBe, triglyzeridreiche VLDL; von kleineren, triglyzeridarmen
VLDL, unterschieden (Packard und Shepherd, 1997). Gelangen die VLDL durch Exozytose
in den Disse-Raum und anschlieBend in die Blutzirkulation, nehmen sie weitere Molekiile
ApoE und ApoC von HDL auf. Die endothelstéandige LPL katalysiert, aktiviert durch ApoC-
IT, die Hydrolyse der Triglyzeride in den VLDL, ahnlich wie bei den CM. Dabei werden
ApoC und freies Cholesterin auf HDL transferiert und freie Fettsauren flr die peripheren
Gewebe bereitgestellt. Es entstehen die IDL, diese sind kleiner und relativ reich an
Cholesterinestern und ApoE. Bedingt durch ihren hohen ApoE-Anteil kdnnen sie direkt
Uber den LDL-Rezeptor wieder in die Hepatozyten aufgenommen werden. Es kdnnen
jedoch alternativ, nach weiterer LPL- und Hepatische Lipase-vermittelter Hydrolyse der
Triglyzeride, aus IDL auch LDL entstehen. Dabei geht ihr ApoE-Anteil verloren und es
werden, vermittelt durch die Aktivitdt des Cholesterin-Ester-Transfer-Proteins,
Cholesterinester aus HDL aufgenommen. Die cholesterinreichen LDL kdnnen nun Uber die
rezeptorbindende Domdne des ApoB-100 via LDL-Rezeptor in Hepatozyten und

extrahepatische Gewebe aufgenommen werden (Brown und Goldstein, 1986), um diese
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mit Cholesterin zu versorgen. Die Regulation der intrazelluldren Cholesterinkonzentration
erfolgt zum einen (iber die Expression des LDLR, zum anderen (iber die Induktion von
Schliisselenzymen der zelluldren de-novo-Synthese. Ein weiterer Mechanismus des LDL-
Katabolismus wird als Scavenger-Pathway bezeichnet. Dieser LDLR-unabhangige
Mechanismus ist nicht sattigbar und Ubernimmt etwa ein Drittel der zellularen LDL-
Aufnahme (ber adsorptive Endozytose, Pinozytose und Scavenger-Rezeptoren, die
spezifisch modifizierte LDL binden kénnen. Eine erhdhte LDL-Konzentration im Plasma ist
nachgewiesen als wesentlicher Risikofaktor fir atherosklerotische GefaBveranderungen
und damit flir die Entwicklung einer koronaren Herzerkrankung (Austin, 1991; Gotto,
1998; Wilson et al., 1998; Karpe, 1999). Besonders kleine dichte LDL werden nur langsam
aus dem Plasma eliminiert, sind leicht oxidierbar und kdnnen, aufgrund ihrer hohen
Affinitat zu Proteoglykanen des GefaBendothels, leicht an GefaBwanden binden und diese
penetrieren (Lamarche et al., 1997). Nach oxidativen Veranderungen kénnen LDL in
Endothelzellen die Auspragung von Adhdsionsmolekiilen und Chemokinen stimulieren und
so eine Steigerung der Plattchenaggregation bewirken. Zudem kann nun LDL-Cholesterin
Uber Interaktion mit Scavenger-Rezeptoren in Makrophagen aufgenommen werden.
Makrophagen transformieren auf diese Weise in sogenannte Schaumzellen, die bereits im
friihen Verlauf atherosklerotischer Lasionen beobachtet werden (Krieger und Herz, 1994;
Shashkin et al., 2005). Cholesterin kann vom Organismus nur in Form von freiem
Cholesterin oder als Gallensauren Uber die Leber, Uber den sogenannten reversen

Cholesterintransport, ausgeschieden werden.

2.2 Bedeutung der Lipoprotein-Rezeptoren

2.2.1 Struktur und Funktion von Lipoprotein-Rezeptoren

Lipoprotein-Rezeptoren kénnen in der LDL-Rezeptor-Familie zusammengefal3t werden, ihr
Aufbau verfligt (iber charakteristische Strukturdomanen (Schneider und Nimpf, 2003). Sie
spielen eine entscheidende Rolle in der rezeptorvermittelten Endozytose vieler
unterschiedlicher Liganden, darunter, wie oben beschrieben, die verschiedenen
Lipoproteine. Sie regulieren diverse biologische Prozesse, wie Proteaseaktivitat oder Lipid-
und Vitaminstoffwechsel. Einige Mitglieder der Familie nehmen auch an zelluldren
Signaltransduktionswegen und an Entwicklung und Erhalt des Nervensystems teil (Herz
und Bock, 2002; Nykjaer und Willnow, 2002; Strickland et al., 2002; Stolt und Bock,
2006). Wichtige Mitglieder dieser Familie sind LDL-Rezeptor (LDLR) (Brown und Goldstein,
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1986), LDLR-Related Protein (LRP1) (Herz et al.,, 1988), Megalin (LRP2, GP 330)
(Raychowdhury et al., 1989), very low-density lipoprotein receptor (VLDLR) (Takahashi et
al., 1992), LR 11 (sorLA) (Yamazaki et al., 1996), apolipoprotein E receptor type 2
(apoER2) (Kim et al., 1996), LRP-3,-4,-5,-6 und LRP1B (Schneider und Nimpf, 2003). Das
hier zu besprechende LRP1 unterscheidet sich von den librigen Mitgliedern der LDLR-
Familie sowohl in GréBe (Herz und Strickland, 2001) als auch in vermittelter
Endozytoserate (Li et al., 2001).

LRP1 erhielt seinen Namen aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zum LDLR (Herz et al.,
1988). Es wird vorwiegend in der Leber und im Gehirn exprimiert. LRP1 verfiigt, wie der
LDLR, Uber die fir die Ligandenbindung notwendige Eigenschaft, Calcium zu binden. Es
handelt sich um einen ubiquitar vorkommenden (Moestrup et al., 1992), multifunktionalen
Rezeptor, der identisch mit dem a2-Makroglobulin-Rezeptor ist (Strickland et al., 1990).
LRP1 ist ein 600 kDa groBes, aus 4525 Aminosauren bestehendes Oberflachenprotein, es
wird im Endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert. Die N-terminale, extrazelluldre
Domane umfasst 4400 Aminosauren, es folgen die Transmembrandomane aus 25 und der
C-terminale, intrazelluldre Teil aus 100 Aminosduren (Herz et al., 1990). In dem trans-
Golgi-Kompartiment erfolgt die proteolytische Spaltung des 600 kDa umfassenden
Vorlauferproteins (Herz et al., 1990), es wurde hierflir die Protease Furin identifiziert
(Willnow et al., 1996). Dabei entstehen zwei Untereinheiten mit einem Molekulargewicht
von 515 bzw. 85 kDa. Die gréBere N-terminale a-Untereinheit ist Gber eine nichtkovalente
Bindung mit der kleineren C-terminalen B-Untereinheit verbunden (Herz et al., 1990). Die
proteolytische Prozessierung durch Furin ist flr den intrazelluldren Transport von LRP1
scheinbar nicht notwendig, eine reduzierte Aktivitdt von Furin korreliert jedoch mit einer
verminderten, Uber LRP1 vermittelten Endozytoserate (Willnow et al., 1996). Studien mit
der avianen Form von LRP1 ergaben wiederum keine Notwendigkeit der proteolytischen
Prozessierung flr die Endozytosefunktion von LRP1 im Huhn (Ko et al., 1998). In seiner
Struktur enthdlt LRP1 die fir die LDLR-Familie charakteristischen Einheiten (Abb. 1). Im
extrazelluldaren Teil finden sich die cysteinreichen Ligandenbindungsdomanen (Neels et al.,
1999) und Epidermal Growth Factor- (EGF-) Vorlaufer-Homologiedomanen, letztere
bestehend aus drei EGF-Repeats und sechs YWTD-Repeats, die in einer
propellerdhnlichen  Struktur angeordnet sind (Springer, 1998). Es folgt die
Transmembrandomane, der sechs EGF-Repeats vorausgehen. Die intrazellulare Doméane
besteht aus zwei NPxY-Motiven (Asparagin-Prolin-x-Tyrosin), die als Erkennungssignal
einer schnellen Internalisierung des Rezeptors von der Zelloberflache dienen (Chen et al.,
1990; Herz und Strickland, 2001; Stolt und Bock, 2006) und weiterhin aus einem YxxL-
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Motiv, das als dominantes Endozytose-Signal beschrieben wird (Li et al., 2000). In LDLR,
VLDLR oder apoER?2 ist das YxxL-Motiv nicht zu finden (Schneider und Nimpf, 2003).

LRP1

Ligand-
Binding
Cluster NH

!

EGF precursor
homology domain

- Ligand-binding-typa repaal

EGF repaal
| Transmembrane domain

NP=Y motif

ApOE, oM, 1PA,
prourokinase, IPA-PAL1
uPAPAI-1, TFPL,

laciolamin, LPL
hanae factor W

] i

ApGE, 1PA
prourokinase, 1PA-PAL-1
IV uP&:PAL1, TFPI,

|lsctiohernin, LPL
aad lactor VI

Abb. 1: Struktur des LDL-Rezeptor-Related Protein 1 (LRP1) (Herz und Strickland, 2001).
Die Ligandenbindungsdomanen von LRP1 sind in vier Bindungsclustern angeordnet. Jedem Cluster
folgt eine oder mehrere EGF-Homologiedomanen. Der Transmembrandomane gehen EGF-Repeats
voraus. Der zytoplasmatische Teil besteht aus zwei NPxY-Motiven.

Die Ligandenbindungsdomanen lassen sich in die Bindungscluster I bis IV unterteilen. Fur
Cluster I ist bisher keine Ligandeninteraktion beschrieben. Cluster II und IV binden die
Mehrzahl der momentan beschriebenen LRP1-Liganden, die meisten von ihnen binden mit
gleicher Affinitét an beide genannten Bindungsdomanen. ApoE bindet auch an Cluster III.
LRP1 besitzt die Fahigkeit, mehr als 30 strukturell unterschiedliche Liganden mit hoher
Affinitdt zu binden. Diese Befahigung ergibt sich aus Struktur und Verteilung der
Ligandenbindungsdoménen sowie aus den zahlreichen Interaktionen zwischen Ligand und
Rezeptor (Neels et al., 1999; Herz und Strickland, 2001).

LRP1 fungiert sowohl als Endozytose-Rezeptor als auch als wichtiges regulierendes
Protein in verschiedenen Signaltransduktionswegen. Im Kapitel 2.2.2 wird die
rezeptorvermittelte im Bereich des naher

Endozytose Lipoproteinstoffwechsels
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beschrieben. Auch auBerhalb des Lipoproteinstoffwechsels finden sich zahlreiche
Liganden, Uber deren Internalisierung LRP1 einen wesentlichen EinfluB auf Regulation und
Homdostase des Stoffwechsels hat. Zu den extrazelluldren Liganden zéhlen u.a. Proteasen
und Protease-Inhibitor-Komplexe (Strickland et al., 1990), Infektionserreger sowie ihre
Toxine, die teils ausschlieBlich Giber LRP1 von der Zelle internalisiert werden (Kounnas et
al., 1992; Herz und Strickland, 2001). LRP1 soll zudem indirekt in die Regulation der
Aktivitat lysosomaler Enzyme involviert sein, die fir die intrazelluldare Degradierung von
Lipiden zustandig sind. Dies erfordert ein Sphingolipid-Aktivator-Protein, dessen Transport
durch LRP1 und den Mannose-6-Phosphat-Rezeptor vermittelt wird (Hiesberger et al.,
1998; Herz und Strickland, 2001).

Einen Hinweis auf die entscheidende Rolle von LRP1 bei der Signaltransduktion in
unterschiedlichen Geweben geben Studien, in denen LRP1, nach Bindung des Liganden
a2-Makroglobulin, den neuronalen Calcium-Einstrom {iber den N-Methyl-D-Aspartat-
(NMDA-) Rezeptor vermittelt (Bacskai et al., 2000). Bei der Protektion der GefaBwand
kommt LRP1 ebenfalls eine wichtige Funktion zu. Der platelet-derived growth factor
(PDGF) vermittelt, Uber seinen gleichnamigen Rezeptor, die Proliferation glatter
Muskelzellen, férdert die Aneurysmabildung und Uber die Einlagerung von LDL-Cholesterin
in die GefaBwand die Bildung von Atherosklerose. LRP1 formt einen Komplex mit dem
PDGF-Rezeptor (PDGFR) und kann dariiber die Unversehrtheit der GefaBwand erhalten
und der Atherosklerose mittels Kontrolle der PDGFR-Aktivitat vorbeugen (Boucher et al.,
2003). PDGF scheint dartber hinaus auch direkt an LRP1 zu binden. Es wird ein Co-
Rezeptorverhdltnis von LRP1 und PDGFR beschrieben, nach PDGF-Stimulation co-
lokalisieren die Rezeptoren in coated pits und endosomalen Kompartimenten. Der vom
PDGFR initiilerte Signaltransduktionsweg kann scheinbar von LRP1 moduliert werden
(Newton et al., 2005). Es konnte ebenso gezeigt werden, dass ApoE inhibierend auf die
PDGF-induzierte Zellmigration wirkt, dabei ist die vorherige ApoE-Bindung an LRP1
erforderlich (Swertfeger und Hui, 2001; Swertfeger et al., 2002). Studien zeigten
weiterhin, dass Urokinase, lber einen LRP1-abhdngigen Signalweg, die Zellkontraktion
glatter GefaBmuskelzellen reguliert (Nassar et al., 2002). Im Bereich des ZNS kommt
LRP1 eine Mitbeteiligung bei der Entwicklung der Alzheimer-Demenz zu (Zerbinatti und
Bu, 2005). Vermutlich flihrt die GbermaBige zerebrale Ablagerung des Amyloid-B-Peptids,
ein proteolytisches Fragment des in der Plasmamembran vorkommenden Amyloid-
Precursor-Proteins, zu der Entwicklung dieser Erkrankung (Gandy, 2005). Als Konsequenz
einer vermehrten Internalisierung des Amyloid-Precursor-Proteins durch LRP1 kommt es
zu einer verstarkten Sekretion von Amyloid-B (Waldron et al., 2006). Dartber hinaus ist

LRP1 ein Rezeptor fiir zahlreiche mit der Alzheimer Erkrankung assoziierte Liganden. Hier
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sind insbesondere ApoE und das a2-Makroglobulin zu nennen (Heeren et al., 2004;
Waldron et al., 2006).

Das 39 kDa umfassende receptor-associated protein (RAP) (Herz et al., 1991; Bu und
Schwartz, 1998), ein im ER zu findendes Protein, ist der einzige Ligand, der an alle
Ligandenbindungsmotive von LRP1 binden kann (Herz und Strickland, 2001). Es fungiert
als Chaperon, unterstiitzt demnach die einwandfreie Faltung des Proteins im ER (Bu,
1998; Lazic et al., 2006). Daraufhin bleibt es zunachst an LRP1 assoziiert, womit es die
vorzeitige Ligandeninteraktion verhindert und fiir eine sichere Passage in dem friihen
Sekretionsverlauf sorgt. RAP stellt einen kompetitiven Inhibitor fiir die Ligandenbindung
dar (Herz et al., 1991; Bu, 2001; Lazic et al., 2006). Williams et al. untersuchten die
direkte Korrelation zwischen dem Grad der RAP-Bindung und dem Grad der
Ligandeninhibition. Es zeigte sich, dass bei Sattigung der RAP-Bindungsstellen, LRP1 die
Fahigkeit weitere Liganden zu binden, verliert. Es kontrolliert auf diese Weise die Aktivitat
des Rezeptors (Williams et al., 1992).

2.2.2 Rolle von LRP1 im postprandialen Lipoproteinstoffwechsel

Wie unter Punkt 2.1.1 beschrieben, sind LRP1 und LDLR in vivo flr die rezeptorvermittelte
Endozytose von CR in der Leber verantwortlich (Willnow et al., 1994; Rohlmann et al.,
1998). Die hepatische Aufnahme von CR wird durch Bindung von ApoE an LDLR und LRP1
sowie durch Bindung von CR-assoziierter LPL an LRP1 vermittelt. LPL erhdht zudem die
Bindungsfahigkeit ApoE-assoziierter Lipoproteine an LRP1 (Beisiegel et al., 1991; Heeren
et al., 2002). LRP1 scheint in der postprandialen Phase von Lipiden eine bedeutende Rolle
zu spielen (Veniant et al., 1998) und muss als der wichtigste hepatische CR-Rezeptor
angesehen werden. Vermutlich durch Insulin stimuliert (Descamps et al., 1993; Zhang et
al., 2004), kann LRP1 die CR schnell und effizient aus dem Blut entfernen. Die
Bindungsaffinitaten der ApoE-Isoformen an den LDLR sind unterschiedlich (Schneider et
al., 1981), ApoE2 bindet mit herabgesetzter Affinitdt. LRP1 bindet ApoE2 und ApoE3 mit
vergleichbarer Affinitat (Ruiz et al., 2005). Auf diese Weise kdnnte LRP1 die verminderte
ApoE2-CR-Aufnahme lber den LDLR kompensieren und so die damit erhéhten Risiken flr
Hyperlipoproteinamie Typ III und Atherosklerose vermindern.

2.2.3 Wirkung von Insulin auf LRP1

Insulin ist ein Peptidhormon aus 51 Aminosduren, es lassen sich eine A- und eine B-Kette

unterscheiden. Die aus 21 Aminosauren bestehende A-Kette ist Giber zwei Disulfidbriicken
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mit der aus 30 Aminosauren gebildeten B-Kette verbunden. Biosynthese und Speicherung
von Insulin erfolgen in den B-Zellen des Pankreas. Posttranslational entsteht in den
Ribosomen zunachst ein Vorlaufermolekiil, das Praproinsulin. Nach Prozessierung des
Vorlaufermolekiils sowie Faltung und SchlieBung der Disulfidbriicken wird im ER das
Proinsulin gebildet, das nun aus einer A- und B- sowie einer zwischengeschalteten C-Kette
besteht. Das nach Abspaltung des C-Peptids fertig gestellte Insulin gelangt vom ER in den
Golgi-Apparat und von dort in die Sekretgranula der B-Zellen. Aus diesen sogenannten -
Granula kann Insulin durch Exozytose freigesetzt werden. Insulin vermittelt seine Wirkung
Uber Bindung an den Insulin-Rezeptor, einem transmembrandsen Glykoprotein mit
intrinsischer Protein-Tyrosinkinaseaktivitdt. Es werden verschiedene zelluldre Substrate,
die sogenannten Insulin-Rezeptor-Substrat-Proteine (IRS-Proteine), phosphoryliert und
auf diesem Wege die Insulin-Antwort in den verschiedenen insulinsensitiven Organen, wie
Leber, Fett- und Muskelgewebe, vermittelt (White, 1998). Nach der Nahrungsaufnahme
kommt es zu einer erhohten Insulin-Ausschittung mit nachfolgender Erhéhung der
Glukoseaufnahme in Skelettmuskulatur und Fettgewebe und auf diese Weise zu einer
Verminderung des postprandial erhéhten Blutglukosespiegels. Die deutliche Erhéhung der
Glukoseaufnahme in Adipozyten, bei Stimulation mit Insulin, ist vermutlich Folge eines
speziellen zelluldren Mechanismus. Bindung von Insulin an seinen Rezeptor stimuliert die
Phosphorylierung der IRS-Proteine und flhrt zu deren Bindung und Aktivierung der
Phosphatidylinositol- (PI-) 3-Kinase (Shepherd et al., 1998) mit deren Transport zu bzw.
Wirkung auf intrazelluldre, GLUT-4-enthaltende Vesikel (Heller-Harrison et al., 1996). Es
kommt daraufhin zu einer Translokation des Glukosetransporters GLUT-4 aus einem
intrazelluldaren Pool an die Plasmamembran (Rea und James, 1997). Die vermehrte
Prasentation eines Endozytose-Proteins an der Zelloberflache, durch Stimulation mit
Insulin, wurde ebenfalls flir den Transferrin-Rezeptor (TfR) beschrieben, auch hier zeigte
sich ein PI-3-Kinase-abhdngiger Mechanismus (Ko et al., 2001). Weiterhin wurde eine
Regulation der endozytotischen Funktion von LRP1 in Adipozyten durch Insulin
beschrieben. Dabei wird die Umverteilung von LRP1 an die Zelloberflache stimuliert
(Corvera et al.,, 1989) und eine Erhdéhung der Endozytoseaktivitdt des Rezeptors, fiir
Lipoproteine in postprandialen Adipozyten, bewirkt (Descamps et al., 1993). Im Rahmen
dieser Translokation aus intrazelluldren Kompartimenten an die Plasmamembran scheint
die Aktivierung der PI-3-Kinase ebenfalls eine entscheidende Rolle zu spielen (Ko et al.,
2001). Studien zeigten flir LRP1, ebenso wie fiir den TfR, eine Verdoppelung der
Oberflachenprasentation unter Insulin-Stimulation. Fiir GLUT-4 wurden allerdings weitaus
hohere Werte beschrieben (Ko et al., 2001). Uber die Translokation von LRP1 hinaus

konnte gezeigt werden, dass Insulin dieses auch in spezielle Membranbereiche leiten
11



Einleitung

kann. Es kommt zu einer Anreicherung von LRP1 in sogenannten Caveolae,
Invaginationen der Plasmamembran (Zhang et al., 2004). In Adipozyten finden sich in
diesen Caveolae noch viele weitere Signalrezeptoren, darunter auch der Insulin-Rezeptor
(Cohen et al., 2003) und der translozierte Glukosetransporter GLUT-4 (Scherer et al.,
1994; Cohen et al., 2003).

2.3 Intrazelluldrer Stoffwechsel von Chylomikronen-
Remnants

Nach der rezeptorvermittelten Endozytose werden die Liganden der entsprechenden
Rezeptoren intrazelluldr unterschiedlich sortiert. Fiir LDL konnte gezeigt werden, dass die
Ligandenbindung an einen Rezeptor Uber Clathrin-Coated-Pits, spezielle Segmente der
Zellmembran, zur zelluldaren Aufnahme der Rezeptor-Ligand-Einheit flihrt. Es kommt zu
Invagination und Abschnilirung der Vesikel und damit zur Internalisierung (Anderson et
al., 1977). Nach Verschmelzung der nun als Clathrin-Coated-Vesicles bezeichneten
Zellorganellen mit sogenannten sortierenden Endosomen kommt es, durch eine ATP-
abhangige Absenkung des pH-Wertes (<6,0) in den Vesikeln, zur Dissoziation von
Rezeptor und Ligand (Nelson, 1992). Diese Strukturen werden nun als Compartment of
Uncoupling Receptor and Ligand (CURL) bezeichnet. Es handelt sich um groBe vesikulare
Organellen mit tubuldren Fortsdtzen. In den Fortsatzen enthalten sind die Rezeptoren,
wohingegen sich die Liganden im Vesikellumen befinden (Geuze et al., 1983). Durch
Abschniirung und Clathrin-Ummantelung der tubuldren Fortsdtze werden die Rezeptoren
im Sinne eines Recyclings zurtick zur Zellmembran transportiert (Mukherjee et al., 1997).
Hier stehen sie nun erneut der Bindung von Liganden zur Verfligung. Die sich nach
Rezeptor-Ligand-Dissoziation im Lumen befindenen Liganden werden unter weiterer
Ansauerung (pH=5,0-6,0) zu Lysosomen transportiert und nach Vesikelfusion vollsténdig
degradiert. Fir den TfR wurde eine andere Variante des Rezeptor-Recyclings beschrieben
(Octave et al., 1983). An Transferrin (Tf) gebundenes Eisen wird Uber den TfR
internalisiert. Wéhrend das Eisen vom Tf abdissoziiert, bleibt Tf lber Apotransferrin an
seinen Rezeptor gebunden. Der TfR-Komplex wird Uber Recycling-Kompartimente zurtick
an die Zelloberflache transportiert, der Komplex zerfallt und der Rezeptor kann nun erneut
eisenbeladenes Tf binden (Dautry-Varsat, 1986). Wie der LDLR ist LRP1 ein
Transmembranprotein, das via Clathrin-Coated-Pits internalisiert wird und Uber

endosomale Kompartimente zurlick zur Plasmamembran gelangt (Lund et al., 1989). Im
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Gegensatz zum Abbau von LDL konnte gezeigt werden, dass ApoE nicht lysosomal
degradiert, sondern in einem Recycling-Prozess flir die Synthese ApoE-haltiger HDL
wiederbenutzt wird (Heeren et al., 2003). In der folgenden Abbildung wird der derzeitige
Wissensstand zum ApoE-Recycling schematisch dargestellt (Abb. 2).
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Abb. 2: Postprandialer Lipoproteinstoffwechsel (Heeren et al., 2006). Die Nahrungslipide
werden im Darm in CM eingebaut. Im Blut werden die Triglyzeride der CM durch die Aktivitat der
endothelstandigen LPL hydrolysiert. Bei der Hydrolyse wird ApoE aus HDL auf die entstehenden CR
transferiert. Nachdem ~50% der Triazylglyzeride am Endothel des Muskel- bzw. Fettgewebes
hydrolysiert wurden, 16st sich LPL von den Proteoglykanen der Endothelzellen ab und assoziiert mit
den entstandenen CR. Die so mit ApoE und LPL angereicherten CR werden effizient Gber LRP1 in
die Leber aufgenommen. Intrazelluldr desintegrieren die CR zu ApoE-haltigen ,Surface Remnants’
und zu einem aus ApoB48 und Lipiden bestehenden Kernpartikel, der zum Abbau in die Lysosomen
transportiert wird. Die ApoE-haltigen ,Surface Remnants’ verbinden sich mit Cholesterin und nach
Aufnahme ApoE-freier HDL werden diese als ApoE-haltige HDL sezerniert. Die so gebildete HDL
steht dann wieder zur Verfiigung, um in der postprandialen Phase ApoE auf die CM zu (ibertragen.

Nach Internalisierung gelangen die CR zundchst in periphere Endosomen, wo sie
desintegrieren und ihre Bestandteile unterschiedlich sortiert werden (Heeren und
Beisiegel, 2001). Wahrend der Lipidanteil und ApoB lysosomal degradiert werden,
verbleiben ApoE, ApoC und LPL in den peripheren Endosomen und gelangen erneut an die
Plasmamembran, wo sie resezerniert werden kdnnen (Heeren et al., 1999; Heeren et al.,
2001; Heeren et al., 2003). Diese Recycling-Endosomen sind eindeutig von den
perinuklearen Transferrin-Recycling-Kompartimenten zu unterscheiden (Heeren et al.,
1999; Mamdouh et al.,, 2000) und wurden als periphere Rezeptor-Recycling-

Kompartimente beschrieben (Heeren et al., 1999). Mdéglich ware, dass eine pH-Resistenz
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und die feste Bindung von ApoE an LDLR und/oder LRP1, ahnlich der Transferrin-
Rezeptor-Bindung, die intrazelluldare Dissoziation des Rezeptor-ApoE-Komplexes
verhindern (Tabas et al., 1991; Fazio et al., 1999; Heeren et al., 2006). ApoE wiirde auf
diese Weise dem Degradierungsweg entgehen und kdnnte (ber den Recyclingweg
resezerniert werden. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass eine Verbindung zwischen
ApoE-Recycling und HDL-Metabolismus besteht (Heeren et al., 1999; Heeren et al., 2001;
Heeren et al., 2003; Hasty et al., 2005). Neben seiner Funktion als extrazellularer
Cholesterinakzeptor fungiert extrazellulares HDL auch als Akzeptor fiir resezernierte ApoE
und stimuliert das Recycling von internalisierten ApoE (Heeren et al., 1999; Heeren und
Beisiegel, 2001; Heeren et al.,, 2003). Sowohl HDL als auch ApoE koénnen den
Cholesterinefflux vermitteln (von Eckardstein et al., 2001; Heeren et al., 2003). Es konnte
weiterhin gezeigt werden, dass HDL-induziertes ApoE-Recycling von zelluldrem
Cholesterinefflux aus endosomalen Kompartimenten begleitet wird und diesen somit
steigert (Heeren et al., 2003). Dabei konnte eine Co-Lokalisation von internalisierten ApoE
und early endosome antigen 1 (EEA1), einem Marker fur frilhe Endosomen, festgestellt
werden. Diese Endosomen beinhalten auBerdem Cholesterin. Nach HDL-Inkubation
konnten gleichzeitig ApoE-Recycling und Cholesterinefflux aus peripheren, frihen
Endosomen beobachtet werden. In diesen Endosomen co-lokalisieren auBerdem von HDL
stammende ApoA-I. Es ist anzunehmen, dass von HDL stammende ApoA-I internalisiert
und zu ApoE/Cholesterin-enthaltenden Endosomen transportiert werden, um so ApoE-
Recycling und Cholesterinefflux zu vermitteln (Rees et al., 1999; Heeren et al., 2003). In
fast performance liquid chromatography- (FPLC-) Analysen sezernierter Proteine, zum
einen aus Makrophagen, zum anderen aus Leberzellen nach Pulse-Chase-Experimenten,
konnte resezerniertes ApoE in der HDL-Fraktion identifiziert werden (Heeren et al., 2001;
Hasty et al., 2005). Dies l|aBt vermuten, dass internalisiertes ApoE die Zelle in
umgestalteter, lipidierter Form verlaBt. Eine intrazelluldre Bildung ApoE-haltiger HDL ist
somit denkbar. Unklar ist jedoch noch, ob HDL-Partikel oder lediglich ApoA-I zu
endosomalen ApoE/Cholesterin-Komplexen gelangen. Vermutlich setzt der zelluldre
Cholesterinefflux die Bindung von HDL/ApoA-I an die Zelloberflache voraus, diese erfolgt
Uber Rezeptoren wie ATP-Binding-Cassette-Transporter A1 (ABCAl) oder Scavenger
Receptor class B I (SR-BI), sie erleichtern die Internalisierung von HDL/ApoA-I (Krieger,
2001; Zheng et al., 2001; Ragozin et al., 2005; Yokoyama, 2006). Flir ABCA1 wurde die
Aufnahme in die Zelle sowie eine steigernde Wirkung auf den Cholesterinefflux
beschrieben (Chen et al.,, 2001; Oram, 2002). Der membranstdndige SR-BI bindet
ebenfalls HDL und ist an Endozytose und Resekretion der HDL-Partikel beteiligt (Silver et

al., 2001). Auch fiir SR-BI konnte eine mit der HDL-Aufnahme einhergehende
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Internalisierung gezeigt werden (Silver et al., 2001). Die Regulierung des ABCA1- und SR-
BI-vermittelten Cholesterineffluxes ist kompetitiv und verlauft wahrscheinlich unabhangig
voneinander (Chen et al., 2000). Die Rolle von SR-BI und ABCA1 flir das ApoE-Recycling
ist bislang jedoch nicht geklart (Heeren et al., 2006).

Die Assoziation internalisierter ApoA-I mit intrazellularen ApoE/Cholesterin-Komplexen
kdnnte zur Bildung ApoE-angereicherter HDL flihren. Dieser Mechanismus wirde zum
Erhalt hoher HDL-Spiegel und einer kontinuierlichen Bereitstellung von ApoE im Plasma
fihren und damit den intravaskuldren ApoE-Transfer von HDL zu CR und deren Clearance
Uber die Leber beschleunigen (Heeren und Beisiegel, 2001). In Makrophagen wiirde das
HDL-induzierte ApoE-Recycling zu einem erhdhten Cholesterintransport aus der Peripherie
fihren und so die Bildung atherosklerotischer Schaumzellen verhindern (Huang et al.,
1995; Heeren et al., 2003; Hasty et al., 2005; Heeren et al., 2006). Sowohl endogenem
als auch exogenem ApoE kommen hier also anti-atherosklerotische Eigenschaften zu, die
vorwiegend auf der Induktion des Cholesterineffluxes beruhen und dadurch den reversen
Cholesterintransport vermitteln (Curtiss und Boisvert, 2000; Greenow et al., 2005). Die
ApoA-I- und ApoE-induzierte Cholesterinefflux-Steigerung peripherer Zellen scheint
maBgeblich flir den effizienten reversen Cholesterintransport zur Leber verantwortlich zu
sein (Silver et al., 2001).

Dies zeigt die physiologische Relevanz von exogenem ApoE in Lipid-Homdstase und

Atherosklerose-Protektion.

CR werden Uber LDLR und LRP1 schnell aus dem Plasma eliminiert, es ist jedoch noch
nicht abschlieBend geklart, ob und in welcher Form die beiden Rezeptoren an der
Regulation des ApoE-Recyclings beteiligt sind. Eine Rolle des LDLR in der ApoE-
Resekretion wird beschrieben (Rensen et al., 2000). Das ApoE-Recycling postprandialer
ApoB48-haltiger CR hangt jedoch nicht vom LDLR ab und I&Bt somit auf eine LRP1-
Beteiligung an diesem Prozess schlieBen (Fazio et al., 1999; Heeren et al.,, 2001). Es
konnte gezeigt werden, dass internalisiertes ApoE und Cholesterin in Friihendosomen an
LRP1 assoziiert vorliegen (Heeren et al., 2003); dies ist hinweisend darauf, dass LRP1
verantwortlich daflir sein kdnnte, dass ApoE in das Recycling-Kompartiment gelangt. In
Maus-Hepatozyten wurde andererseits gezeigt, dass das ApoE-Recycling, in Abwesenheit
von LDLR und gleichzeitig verminderter LRP1-Expression, nicht wesentlich vermindert war
(Farkas et al., 2004). Es scheint hier eine sehr komplexe Situation vorzuliegen. So
kdnnten spezifische Adapterproteine von LDLR und LRP1 fiir die Regulation des
zielgerichteten Transportes der ApoE-Rezeptor-Komplexe in Membran-Subdomanen des

Endozytose-Kompartimentes verantwortlich sein. Es wurde, zum Beispiel, das
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Adapterprotein ARH beschrieben, auch /low density lijpoprotein receptor adaptor protein
genannt, das (iber eine Phosphotyrosin-bindende Domane verfligt (Garcia et al., 2001).
Diese verbindet den LDLR mit Clathrin und dem Clathrin-assoziierten Adaptinprotein-
Komplex 2 (AP2) und scheint auf diese Weise die LDLR-Internalisierung hepatozellularer
Friihendosomen zu regulieren (He et al., 2002; Michaely et al., 2004; Sirinian et al.,
2005). Die nach Ligandenbindung erfolgende Phosphorylierung des zytoplasmatischen
Anteils von LRP1 modifiziert die Assoziation von LRP1 mit Adapterproteinen und reguliert
seine endozytotische Funktion (Ranganathan et al., 2004). Demnach kdnnte der Transport
von internalisiertem ApoE zu peripheren Recycling-Kompartimenten also auch Uber
Regulation durch intrazelluldre Adapterproteine erfolgen (Heeren et al., 2006).

Auch ApoE selbst tragt vermutlich zu seinem intrazelluldren Verlauf bei (Heeren und
Beisiegel, 2001; Farkas et al., 2004). Es scheint wesentliche Unterschiede im Recycling
der ApoE-Isoformen zu geben (Heeren et al., 2004), die in dieser Arbeit u.a. untersucht
werden sollen. ApoE kommt, wie unter 2.1.1 beschrieben, in drei Isoformen vor. Ob und
inwieweit sich der intrazelluldre Weg von ApoE2 von dem der Isoformen E3 und E4
unterscheidet, konnte noch nicht abschlieBend geklart werden. Die ApoE4-Bindung an
LDLR und LRP1 ist vergleichbar mit der ApoE3-Bindung an diese Rezeptoren (Bohnet et
al., 1996; Knouff et al., 1999; Mamotte et al., 1999; Heeren et al., 2004). Dennoch haben
ApoE3 und ApoE4 sehr unterschiedliche Auswirkungen auf den Lipoproteinstoffwechsel.
Die fir diese Differenzen verantwortlichen zelluldren Mechanismen sind jedoch noch nicht
ganzlich verstanden. In Hepatozyten konnte gezeigt werden, dass zelluldre Bindung,
Internalisierung, endosomaler Transport und Abbau von ApoE3- und ApoE4-haltigen CR in
Friilhendosomen, vergleichbar sind (Heeren et al., 2004). So wdre anzunehmen, dass
ungleiches Recycling zu den unterschiedlichen Auswirkungen der Isoformen beitragt.

HDL stimuliert das Recycling von internalisierten ApoE3, womit ein effizienter
Mechanismus geliefert wird, um das Plasma wieder mit ApoE-haltigen HDL-Partikeln
anzureichern (Heeren et al., 2003). In der postprandialen Phase kann HDL so ApoE fiir die
Anreicherung von CR und damit der hepatischen Clearance von CR bereitstellen. Die
ApoE-Isoformen scheinen auf unterschiedliche Weise die Mobilisation intrazellularen
Cholesterins zu beeinflussen. Studien mit Fibroblasten und Astrozyten zeigten eine
verminderte Wirkung von ApoE4 in der Vermittlung des Cholesterineffluxes im Vergleich
zu ApoE3 (Huang et al., 1995; Michikawa et al., 2000). ApoE3-Recycling geht mit einer
Steigerung des Cholesterineffluxes einher, in Makrophagen wirkt dies der Ausbildung
atherosklerotischer Schaumzellen entgegen (Huang et al., 1995; Hasty et al., 2005).

ApoE4 hingegen akkumuliert intrazellular und kann wahrend des Recycling-Prozesses
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nicht effizient mit HDL-Partikeln assoziieren (Heeren et al., 2004). Der pH-Abfall in
Friihendosomen kdnnte zu einer Strukturveranderung der internalisierten ApoE4 fiihren
und deren Bindung an Untereinheiten endosomaler Membranen vermitteln, die nicht in
Recycling-Kompartimente geleitet werden. Hierdurch wiirde schlieBlich der Transfer von
ApoE4 zu lipidarmen HDL-Partikeln wahrend des Recyclings inhibiert werden (Heeren et
al., 2006). Dies fuhrt nicht nur zu niedrigen HDL-Spiegeln im Plasma, sondern auch zu
verminderter CR-Clearance mit nachfolgender CR-Akkumulation und postprandialer
Hypertriglyzeriddmie. Die reduzierten Spiegel HDL-assoziierter ApoE, aufgrund von
beeintrachtigtem ApoE4-Recycling, konnten also den verzogerten Umsatz von CR-
Partikeln bei ApoE4-Tragern erklaren (Bergeron und Havel, 1996; Knouff et al., 1999). In
peripheren Organen oder auch in lipidgefiillten Schaumzellen kdnnte die zelluldre ApoE4-
Akkumulation mit reduziertem Cholesterinefflux assoziiert sein. Das beeintrachtigte
ApoE4-Recycling kdnnte so auch das erhdhte Risiko flir die Entwicklung einer
Atherosklerose erklaren (Gregg et al., 1986; Davignon et al., 1988; Weisgraber, 1990;
Dallongeville et al., 1992; Heeren et al., 2004). Die damit verbundenen erhdhten LDL-
Cholesterin-Spiegel bei ApoE4-Trigern lassen verschiedene Uberlegungen zu deren
Ursache zu. Es koénnte zu einer cholesterininduzierten Herunterregulierung der
hepatischen LDLR kommen, dies aufgrund zundchst erhoéhter ApoE4-CR-Aufhahme
(Davignon et al.,, 1988; Mamotte et al., 1999), folgendem beeintrachtigten ApoE4-
Recycling und konsekutiver intrazelluldrer Cholesterinakkumulation (Heeren et al., 2004).
Die Herunterregulierung der LDLR-Expression wiirde dann zu erhéhten LDL-Cholesterin-
Spiegeln im Plasma flihren. Daneben kdnnte das beeintrachtigte ApoE4-Recycling auch
direkt auf den Lipidstoffwechsel einwirken und so flir die ungiinstigen atherosklerotischen
Effekte verantwortlich sein (Malloy et al., 2004). Weiterhin kénnte die intrazellulare
ApoE4-Akkumulation und feste ApoE4-Bindung an LDLR und LRP1 das Recycling der
Lipoprotein-Rezeptoren zur Zelloberflache verhindern und infolgedessen die LDL- und CR-
Aufnahme einschranken (Heeren et al., 2006).

In dieser zellbiologischen Arbeit sollten die molekularen Mechanismen des ApoE-
Recyclings, ein Prozess, der offensichtlich bei einer Vielzahl von physiologisch relevanten

Stoffwechselwegen beteiligt ist, naher charakterisiert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate

e Brutschrank (Binder)

e Zellkultur Werkbank ,Hera Safe" (Heraeus)

e Warmebad SW-20C (Julabo)

e Absauggerat Miniport flir Zellkultur

e Tischabsaugpumpe ,ECOM-P 4153" (Eppendorf)

e CASY1 TT (Scharfe System GmbH, Reutlingen)

e Lichtmikroskop (Olympus)

¢ Fluoreszenzmikroskop , Axiovert 100" (Zeiss)

¢ Konfokales Laser Scanning Mikroskop ,LSM 510 META" (Zeiss)

e Thermomixer ,Compact" (Eppendorf)

e Vortexer “"Reax 2000” (Heidolph)

o Warmekasten (Heraeus)

e Laborzentrifuge ,1-15K" (Sigma)

e Ultrazentrifuge ,L7-55"% mit ,Swing-out Rotor SW 40" und passenden
Zentrifugationsréhrchen (Beckman)

¢ Elektrophoresekammer (Invitrogen)

e Power Supply ,Power PAC 200" (BioRad)

¢ Elisareader ,Biotrak II" (Amersham Biosciences)

 Digital Sonifier (Branson)

e Typhoon 9410 “Variable Mode Imager” (Amersham Biosciences)

e Entwicklermaschine X-OMAT 1000 Processor (Kodak)

3.2 Verbrauchsmittel

Alle Plastikwaren fiir die Zellkultur wurden von den Firmen Nunc, Falcon und Greiner

bezogen.
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3.3 Chemikalien

Alle nicht gesondert aufgefiihrten Chemikalien wurden in analytischer bzw. in HPLC-

Reinheit bei den Firmen Sigma Chemie (Steinheim), Serva (Heidelberg) und Merck

(Darmstadt) bezogen.

3.4 Zellkultur

a) Material

Humane Embryonale Nierenzellen HEK293
Reuber H35 rat FAO Hepatoma cells (freundlich zur Verfligung gestellt von Prof. Seitz,
UKE Hamburg)
Human-Insulin-Receptor-11-, HIR-11-Zellen (freundlich zur Verfligung gestellt von Lilly
Forschung, Hamburg)
Nahrmedium
= DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle Medium mit GlutaMAX-I (mit 1000 mg/L
Glukose flir HEK293- und FAO-Zellen; mit 4500 mg/L Glukose fiir HIR-11-
und FAO-Zellen) (Gibco)
= 2,5% Fetales Kalber Serum (im Nahrmedium flir HEK293- und FAO-Zellen)
bzw. 10% (im Nahrmedium flir HIR-11-Zellen) (Biochrom KG)
= 1% Penicillin/Streptomycin (Gibco, Invitrogen Corporation)
= 100 pg/ml Zeocin (im Nahrmedium fiir HIR-11-Zellen) (Invitrogen)
D-PBS, Dulbecco’s-Phosphate Buffered Saline (Gibco, Invitrogen)
Trypsin-EDTA (Gibco, Invitrogen Corporation)
Zellkulturflaschen 75 cm? ,Cellstar® (Greiner Bio-One)
6-Well-Platten (Falcon und Nunc)
Coverslips mit einem Durchmesser von 13 mm (Assistent)
Pasteurpipetten
Pipetten (1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml; Falcon)
CASY1 TT (Scharfe System GmbH, Reutlingen)

b) Methode

Zur Vermeidung mikrobieller Kontamination wurden alle Zellkulturarbeiten an einer

speziellen Werkbank (Bench) mit sterilen Instrumenten durchgefiihrt.
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Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien (HEK293-, HIR-11- und FAO-Zellen) wurden
nach einer einheitlichen Methode kultiviert, in 75 cm? Zellkulturflaschen geziichtet und
bei 37°C mit 5% CO, im Brutschrank gelagert. Bei Erreichen einer Konfluenz der Zellen
wurden diese mittels Trypsinierung auf weitere 75 cm? Zellkulturflaschen verteilt oder
zur Durchflihrung von Versuchen in definierter Zellzahl in 6-Well-Platten mit vier
Coverslips pro Well ausgesetzt. Hierzu wurde zunachst das Nahrmedium abgesaugt, die
Zellen mit 10 ml PBS gewaschen und fir wenige Minuten mit 4 ml einer Trypsinldsung
inkubiert. Durch vorsichtiges Beklopfen des Flaschenbodens und leichtem Schwenken der
Zellkulturflasche kam es in Kombination mit der Trypsinlésung zu einem Abldsen des
Zellrasens von der Kunststoffoberflache, dieses konnte lichtmikroskopisch kontrolliert
werden. Um das Trypsin zu inhibieren, wurden dann 6 ml des serumhaltigen Mediums
zugegeben. Nun konnte Zellsuspension zur Bestliickung neuer Zellkulturflaschen

entnommen oder die Zellzahl bestimmt werden.

3.5 DNA-Transfektion in HEK293- und HIR-11-Zellen

a) Material

Eppendorf Tubes

Pipetten mit Pipettenspitzen
DMEM mit GlutaMAX-I (mit 1000 mg/L Glukose, serumfrei) (Gibco)
Plasmid-DNA
= Kontrollvektor pECFP-N1 0,97 pg/ul (Clontech)
= Kontrollvektor pEGFP-N 1,7 pg/ul
= pLRP1-EGFP 1,1 pg/ul (freundlich zur Verfligung gestellt
von Dr. Laatsch, UKE Hamburg)

= pRAP 0,86 pg/pl (freundlich zur Verfiigung gestellt
von Prof. Willnow, Berlin)

e FUGENE 6 Transfektionsreagenz (Roche)

b) Methode

Die Transfektion von Plasmid-DNA wurde 24 Stunden nach Aussetzen der Zellen in 6-
Well-Platten durchgefiihrt. Pro Well wurden 100 pyl DMEM-L6sung in ein Eppendorf Tube
vorgelegt, 0,5 ug Enhanced Cyan Fluorescent Protein- (ECFP-) bzw. Enhanced Green
Fluorescent Protein- (EGFP-) Plasmid und in ein weiteres Tube 1 pg LRP1-EGFP-Plasmid

hinzugefligt. Die DNA wurde im Verhdltnis 1:3 mit dem Transfektionsreagenz FUGENE 6
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entsprechend dem Protokoll des Herstellers versetzt. Nach gutem Mischen der Lésung und
20 mindtiger Inkubation konnten nun je 100 pl auf die Wells verteilt werden. Leichtes
Schwenken sollte eine gleichmaBige Verteilung der Plasmid-DNA im Well bewirken.

3.6 Proteinbestimmung nach SDS-Lowry

a) Material
e Probe: 10 pl Zelllysat, gelést in 0,1 N NaOH
¢ Albumin Standardreihe (Pierce): 1) 0,0625 mg/ml

2) 0,125 mg/ml
3) 0,250 mg/ml
4) 0,500 mg/ml
5) 1,000 mg/ml
6) 2,000 mg/ml
in 0,1 N NaOH
e NaOH 0,1 N (Merck)
e Lbsung A:
2> 2% Na,COs
= 0,02% Natriumkaliumtartrat
= 0,1 N NaOH ad 100 ml
e LOsung B:
2 0,5% CuSO,
= 5% Sodiumdodecylsulfat (SDS)
= in Aqua dest.
e Losung C: Losung A+B im Verhaltnis 49:1
¢ Folin-Ciocalteus Phenolreagenz (Merck) 1:1 mit Aqua dest.
e Testtubes
¢ Microtiterplatte 96-Well (Nunc)
e Elisareader

b) Methode

Die Proteinbestimmung nach Lowry beruht auf der Bildung von blaugefarbten Komplexen
zwischen Kupfertartrat und der Peptidbindung sowie zwischen Folin-Reagenz und Tyrosyl-
Tryptophanylresten, die bis zu 2 Stunden stabil bleiben und photometrisch bei 750 nm

quantifiziert werden kénnen.
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Um den Proteingehalt der Testlésung zu ermitteln, werden die Absorptionswerte einer
Standardproteinreihe bekannter Konzentration bei 750 nm herangezogen.

Leerwert, Standardreihe und die zu messenden Proben wurden in Doppelmessungen
bestimmt. In die Testtubes wurden zunachst 40 pl NaOH pipettiert, anschlieBend 10 pl
Standardprotein bzw. Zelllysat hinzugefligt. Die Ansdtze wurden dann jeweils mit 500 pl
Losung C durch Vortexen gemischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurden 50 pl eines Gemisches aus Folin und destiliertem Wasser im
Verhdltnis 1:1 jeweils zu Leerwert, Proteinstandardreihe und zu messender Probe
hinzugegeben, gevortext und 30 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.

Die entstehenden Blaufarbungen ermdglichen die photometrische Bestimmung der
Proteinkonzentrationen bei 750 nm. Bei dieser Wellenldnge des eingesetzten Lichtes sind
die gemessenen Extinktionswerte der Proteinkonzentration proportional.

Mit Hilfe der Standardkurve konnten so die Proteinkonzentrationen der Proben ermittelt

werden.

3.7 Herstellung von Fluoreszenz-markierten Liganden

3.7.1 Praparation von TRL und trypsinierten TRL

Isolierung von TRL
a) Material

¢ Plasma von ApoClI-defizienten Patienten
PBS (Gibco)

60% Sucrose-Ldsung (Sigma)

Protease-Inhibitor-Losung
= 1 mM Pepstatin (Calbiochem)
= 10 mM Chymostatin (Calbiochem)
= 10 mM Leupeptin (Calbiochem)
= 10 mM Antipain (Calbiochem)
Na-Azid (Sigma)

b) Methode
Die triglyzeridreichen Lipoproteine (TRL) - im Darm synthetisierte CM und in der Leber
gebildete VLDL - wurden aus dem Plasma von Patienten mit Hypertriglyzeriddmie Typ I

isoliert. Der erheblichen Akkumulation von TRL bei diesen Patienten liegt das kongenitale
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Fehlen des ApoC-II mit einhergehender Verminderung der LPL-Aktivitdt zugrunde. Das
Plasma wurde fir 60 Minuten bei 4°C in einem Swing-out-Rotor (SW 41, Beckman) bei
38.000 rpm ultrazentrifugiert. Die geringe Dichte der TRL fiihrte nach der Zentrifugation
zu einer Akkumulation am oberen Rand des Zentrifugationsréhrchens. Nach Resuspension
dieser obersten Schicht in 3 ml PBS wurde die Lésung mit Sucrose beschwert, unter PBS
geschichtet und drei weitere Male ultrazentrifugiert. Diese Reinigungsschritte sind wichtig,
um vorhandenes Albumin zu entfernen. Vor der Aufbewahrung bei 4°C wurden die so
gereinigten TRL mit Protease-Inhibitoren und Na-Azid versetzt.

Zur Praparation von TRL-Remnants (TRLR) wurden die TRL mit boviner LPL hydrolysiert
(Heeren et al., 2002). Dann wurden sie mit PBS auf 6 mg/ml TG eingestellt und mit dem
gleichen Volumen FCS versetzt. FCS ist als ApoC-II- und Albumin-Donor fiir die Hydrolyse
notwendig. Zu dieser Losung wurde 1 pg/ml bovine LPL hinzupipettiert und 30 Minuten
bei 37°C inkubiert. Die TRLR wurden durch Zentrifugation, wie oben beschrieben,

reisoliert.

Trypsinieren von TRL
a) Material
e Trypsin
e TRL
e KBr-Losung mit 1,21 g/l

b) Methode

Um endogenes ApoE zu entfernen wurden die isolierten TRL trypsiniert.

Zu 4 ml Trypsin wurde 1 mg TRL ad 2 ml PBS hinzugefligt, es folgte eine Inkubation fiir 2
Stunden bei 37°C. AnschlieBend wurden 6 ml KBr-Losung mit 1,21 g/l hinzugefiigt, unter
PBS geschichtet und 45 Minuten bei 38.000 rpm in Beckman Zentrifuge mit SW 40 Swing-
out-Rotor ultrazentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes und erneutem Versetzen mit
PBS und KBr-Losung folgte eine weitere Ultrazentrifugation fir 45 Minuten. AbschlieBend
wurden die trypsinierten TRL abgenommen und mit PBS ad 6,5 ml aufgefiillt. Sie konnten

nun zur Assoziation mit markierten ApoEx verwendet werden.

3.7.2 Markierung von rekombinanten ApoEx und Assoziation an TRL
a) Material

e rekombinante Apolipoproteine E2, E3 und E4 (freundlich zur Verfligung gestellt von
Thomas Grewal und Kerry-Anne Rye, Sydney)
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RAP

trypsinierte TRL

PBS

PD-10 Séule “Sephadex™ G-25 M” (Amersham Biosciences)

Monofunktionaler Fluoreszenzfarbstoff Cyanin5 (Cy5) (Amersham Biosciences)
1 M NaHCO3

1 M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)/HCL, pH 7,4

L7-55 Ultrazentrifuge mit Swing-out-Rotor (SW 40) (Beckman)

60% Sucrose

Unterschichtungskanile

b) Methode

1.

200 pg rApoEx wurden kurz anzentrifugiert, die Volumina von ApoE2, ApoE3 und

ApoE4 einander mit PBS angeglichen.

a) Da rApoEx in TBS gelést vorlag, wurde die PD-10 S&ule zum Aquilibrieren
3x mit PBS gefillt.

b) Daraufhin wurde die rApoEx-Lésung auf die Saule gegeben

c) und mit PBS ad 2,9 ml aufgefiillt.

d) Das rApoEx befand sich nun im unteren Teil der Saule und konnte
anschlieBend eluiert werden, dazu wurde PBS in einem Volumen aus b)
plus 100 pl auf die Saule gegeben.

Der Fluoreszenzfarbstoff wurde in 150 pl PBS aufgenommen und gleichmaBig auf

die rApoEx-Lésungen verteilt.

Um den Farbstoff zu aktivieren, wurde nun 10% des Volumens der rApoEx-Lésung

an 1 M NaHCOj; zugegeben.

AnschlieBend wurde eine halbe Stunde dunkel bei Raumtemperatur inkubiert.

Zum Stoppen der Reaktion wurde 10% des Volumens der rApoEx-Lésung an 1 M

TRIS/HCL, pH 7,4 zugegeben.

Um die mit dem Farbstoff markierten rApoEx nun an trypsinierte TRL zu

assoziieren, wurde die rApoEx-Lésung mit etwa 2 mg Triglyzeride enthaltenden

trypsinierten TRL gemischt,

es folgte eine 2 stiindige Inkubation des Ansatzes bei 37°C im Dunkeln.

Flr die anschlieBende Ultrazentrifugation in einem Swing-out-40-Rotor wurde

zunachst

a) je 1 ml 60% Sucrose zu den Ansatzen gegeben und gut vermischt.
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b) Die Zentrifugationsrohrchen wurden jeweils mit 7 ml PBS gefillt, mit den
Liganden unterschichtet (Abb. 3a) und dann vorsichtig, vollsténdig mit PBS
aufgefllt.

«— Cy5-TRL

I'I'Il

Abb. 3a und 3b: Markierung von rekombinanten ApoEx und Assoziation an TRL.
Zunachst sieht man den freien Farbstoff und das bereits an die Liganden gekoppelte Cy5
gemeinsam vorliegen (Abb. 3a). Durch Zentrifugation lieBen sich die leichteren, mit Cy5-ApoEx
gekoppelten TRL, vom freien Fluoreszenzfarbstoff trennen (Abb. 3b).

Cy5-TRL
und freies Cy5

c) Es folgte die Zentrifugation fiir 1 Stunde bei 38.000 rpm, hierbei wurden
die leichteren, mit markierten ApoEx gekoppelten TRL, vom freien Farbstoff
getrennt (Abb. 3b).

d) Die Cy5-ApoEx-TRL konnten nun mit gebogener Kanilile abgenommen
werden.

0. Es folgte abschlieBend die Konzentrationsbestimmung mit Hilfe der SDS-PAGE und
anschlieBender Detektion von Cy5 mit Quantifizierung der Banden (siehe 4.1; Abb.
4a und 4c).

Die Markierung von RAP mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5 war mit den oben genannten

Arbeitsschritten 1-5 identisch. Es folgte die Trennung des freien Farbstoffes von Cy5-RAP

Uber eine PD-10 Saule.
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3.8 Aufnahme-Experimente

a) Material
e FAO-Zellen (freundlich zur Verfligung gestellt von Prof. Seitz, UKE Hamburg) auf

Coverslips

Humane Embryonale Nierenzellen HEK293 auf Coverslips
= Kontrollvektor pECFP-N1 (0,97 pg/ul)
= Kontrollvektor pEGFP-N1 (1,7 pg/ul)
= LRP1-Vektor pLRP-EGFP (1,1 pg/ul)
Nahrmedien
= DMEM mit GlutaMAX-I (Gibco)
= DMEM mit 2,5% Fetalem Kalberserum und 1% Penicillin/Streptomycin
= DMEM mit 2% Bovinem Serum-Albumin (BSA Fraktion V von Sigma)
Aufnahmel6sung:
= DMEM (Gibco) mit 2% BSA (Sigma)
= Cy5-gelabelte ApoEx assoziiert mit TRL oder Cy5-RAP (je nach

Versuchsansatz)

=>» 100 nM Insulin (je nach Versuchsansatz)

Waschpuffer
= PBS (Gibco, Invitrogen)
= PBS mit Heparin (Liquemin®, 100 U/ml) (Roche)

¢ Liganden
= Cy5-RAP
= Cy5-ApoE2-TRL
= Cy5-ApoE3-TRL
= Cy5-ApoE4-TRL
o Puffer

= Zelllysispuffer (50 mM TRIS, 80 mM NaCl, 2 mM CaCl,, 1% Triton X-100)
mit 0,5% SDS in 0,25 M TRIS pH 8,0 und Protease-Inhibitoren im
Verhaltnis 1:100 bis 1:1000
= 2% SDS in 0,25 M TRIS pH 8,0
= Reduzierter Mix (2 Teile 10% SDS in 0,25 M TRIS pH 8,0 + 1 Teil
Bromphenolblau in 99% Glycerin + 1 Teil Mercaptoethanol (Serva))
e Rainbow Marker RPN800 (Amersham Biosciences)
e BSA (2 mg/ml) (Pierce)
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e 4-12% Bis-TRIS-Gradientengel NuPAGE, 1.0 mm x 10-Well mit MES SDS Running
Buffer und zugehoriger ,xCell Sure Lock" Elektrophoresekammer (alles von
Invitrogen)

e 7,5%ige Neville-Gele, mit einer Dicke von 1,5 mm, 10-Well; Mini Protean 3-System
(BioRad)

= Trenngel bestehend aus
- 4,5 ml Aqua dest.
- 1:4 Volumen Untergelpuffer (1,7 M TRIS pH 9,18)
- 1:5 Volumen 40%iges Acrylamid/Bis (Bio-Rad)
- 1:200 Volumen 10% Ammonium Persulfat, APS (Serva)
- 1:800 Volumen Temed (Serva)
= Sammelgel bestehend aus
- 3,4 ml Aqua dest.
- 1:4 Volumen Obergelpuffer (0,2 M TRIS pH 6,14, eingestellt mit
H,S04)
- 1:13 Volumen 40%iges Acrylamid/Bis (BioRad)
- 1:200 Volumen 10% APS
- 1:1000 Volumen Temed

mit zugehdrigem Ober- und Unterpuffer

b) Methode

In den durchgefiihrten Aufnahme-Experimenten wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5
markierte ApoEx bzw. RAP an TRL gekoppelt (siehe 3.7.2) eingesetzt, um Aufschluss tber
ApoE-Isoform-spezifische Unterschiede in der Aufnahme in LRP1-Uberexprimierende
Zellen, in Abhangigkeit von Insulin, zu erlangen.

Es wurden HEK293-Zellen in einer Dichte von ca. 200.000 Zellen pro Well in 6-Well-
Platten, die pro Well vier Coverslips enthielten, ausgesetzt und flir 24 Stunden im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO, belassen. Nach Erreichen einer Semikonfluenz des
Zellrasens wurden die Zellen wie unter 3.5 beschrieben transfiziert. Nach weiteren 48
Stunden wurden dann die Aufnahme-Experimente durchgefiihrt. FAO-Zellen wurden in
einer Dichte von ca. 400.000 Zellen pro Well ausgesetzt. Das Aufnahme-Experiment
konnte hierbei bereits nach 48 Stunden durchgefiihrt werden. Die Coverslips mit den tber
Nacht in serumfreiem Medium gehungerten Zellen wurden mit einer Pinzette kurz auf
Filterpapier abgetupft und in eine Schachtel mit Parafilm verbracht. Hier wurden die Zellen
pro Coverslip mit 75 pl einer Aufnahmeldésung tberschichtet und fiir 20 bzw. 60 Minuten

(je nach Versuchsansatz) bei 37°C mit dieser inkubiert. AnschlieBend wurden die
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Coverslips in PBS und heparinisiertem PBS gewaschen, um an der Oberflache der Zellen
gebundene Liganden zu entfernen. Die Zellen wurden dann, abhdngig vom
Versuchsansatz, pro Coverslip in etwa 40 pl Zelllysispuffer bzw. 2% SDS lysiert und
anschlieBend mittels einer Pipette unter Resuspension abgenommen. Die Proben wurden
daraufhin 10 Minuten in der Laborzentrifuge ,1-15K" von Sigma bei 13.000 rpm
zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Uberstinde abgenommen bzw. die in 2% SDS
gelosten Zellen mit Ultraschall zum Scheren der genomischen DNA behandelt (pro Tube
10 Sekunden bei einer Amplitude von 20%), damit die Proteinproben gleichmaBig
aufgetragen werden konnten. Es folgte eine Proteinbestimmung nach SDS-Lowry (siehe
3.6), damit gleiche Proteinmengen in die Taschen des SDS-PAGE-Gels pipettiert werden
konnten. Es wurde aus jeder Probe 10 ug Protein mit Zelllysispuffer bzw. 2% SDS auf 60
Ml aufgeflllt und mit 30 pl reduziertem Mix gemischt. Dieser enthielt neben SDS eine
Glycerin-Losung zum Beschweren der Probe und Bromphenolblau zur Sichtbarmachung

der Lauffront.

3.8.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Nach 10 minutiger Inkubation bei 40°C, anschlieBender Abkihlung und kurzer
Zentrifugation, wurden die Proben einer SDS-PAGE mit 4-12%igen Gradientengelen
(Invitrogen) unterzogen. Dabei wurden pro Well 25 pl einer Probe pipettiert und eine
Spannung von 200 V angelegt. Der Gellauf wurde bis zum Erreichen der gewlinschten
Auftrennung durchgefiihrt. Die Proteine trennen sich ihrer GroBe nach auf, wobei die
PorengréBe des Gels von oben nach unten abnimmt. Der sich in einer Linie auftrennende
Marker gibt durch unterschiedliche Farben die GréBen der jeweiligen Banden an. Sollten
gréBere Zellproteine aufgetrennt werden, wurden 7,5%ige Neville-Gele benutzt. Hierbei
wurden 40 ul Probe pro Well pipettiert, der Gellauf wurde bei ca. 30 mA bis zum Erreichen

der gewtinschten Auftrennung durchgefihrt.

3.8.2 In Gel Fluoreszenzdetektion und Quantifizierung

AnschlieBend wurde die Fluoreszenz im Gel mittels eines Fluoreszenzscanners (Typhoon
9410) gescannt und quantifiziert. Dabei wurde der Fluoreszenzfarbstoff Cy5 (670 BP 30
Cy5) bei einer Wellenldnge von 633 nm (Red), Cy2 (520 BP 40 Cy2, ECL+, Blue FAM) bei
488 nm (Blue2) und Cy3 (580 BP 30 Cy3, TAMRA, Alexa Fluor 546) bei 532 nm (Green)

detektiert. Mit dem Programm Typhoon Scanner Control v5.0 konnten die Banden
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schlieBlich quantifiziert und zum Vergleich der aufgenommen ApoEx- bzw. RAP-Mengen in
den Proben mit unterschiedlichen Inkubationsansatzen herangezogen werden.

Coomassie-Farbung

a) Material

¢ 0,1% CBB (Coomassie Brilliant Blue) R-250
¢ 45% Ethanol

¢ 10% Eisessig

Fir die anschlieBende Entfarbung:

e 25% Ethanol

e 65% H,0

¢ 10% Eisessig

b) Methode

Wurde das Gel im weiteren Verlauf keinem Western Blot unterzogen, wurde zur Kontrolle
einer gleichmaBigen Proteinauftragung eine Coomassie-Farbung durchgefiihrt, bei der die
Proteine die blaue Farbe der Coomassie-Losung annahmen.

Dazu wurde das Gel ca. 20 Minuten in einer Coomassie-Losung unter leichtem Schiitteln
belassen und anschlieBend Uber Nacht bei 4°C soweit entfarbt, dass Proteinbanden gut

sichtbar dargestellt werden konnten.

3.9 Pulse-Chase-Experimente

a) Material

e Pulse-L6sung:
= DMEM mit GlutaMAX-I (Gibco) mit 2% BSA (Sigma)
= Cy5-gelabelte ApoEx assoziiert mit TRL (je nach Versuchsansatz)
= 100 nM Insulin (je nach Versuchsansatz)

e Chase-L6sung:
= DMEM mit GlutaMAX-I (Gibco)
= HDL; (ApoE-frei) (je nach Versuchsansatz)

b) Methode
Bei den Pulse-Chase-Inkubationen folgte auf das oben beschriebene Aufnahme-

Experiment nach dem Waschvorgang eine 30 minitige Efflux-Phase, in der die Coverslips
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mit 50 pl Chase-Ldsung bei 37°C inkubiert wurden. AnschlieBend wurden die Uberstinde
mittels einer Pipette abgenommen und ebenso wie die Zelllysate mit reduziertem Mix
gemischt. Die weiteren Schritte sind mit denen unter 3.8, 3.8.1 und 3.8.2 beschriebenen

identisch.

3.10 Western Blot

Blotten
a) Material
Blotting-Puffer
= 150 mM Glycin
= 20 mM TRIS
= 1 | Methanol
= Aqua dest. ad 5 |
Membran: Nitrocellulose-Membran mit einer PorengréBe von 0,45 um (PROTRAN von
Schleicher und Schuell)
Gel-Blotting-Papier (Schleicher und Schuell)

Schwamme

Roller
~Trans-Blot" Cell-Apparatur (BioRad)
Blotting - Power Supply ,2301 Macrodrive 1 Power Supply” (LKB Bromma)

b) Methode

Nach vorherigem Aufnahme-Experiment (siehe 3.7) und SDS-PAGE (siehe 3.7.1) folgte
der Proteintransfer in Blotting-Puffer auf eine Nitrocellulose-Membran. Dabei war
besonders auf das standige Feuchthalten der Membran und das luftblasenfreie Auflegen
des Gels auf diese zu achten. In einer Trans-Blot Cell-Apparatur wurde bei 4°C unter
konstanter Stromstarke vier Stunden bei 400 mA bzw. tber Nacht bei 200 mA geblottet.

Ponceau-Farbung

a) Material

Ponceau-Farbelésung 0,2% in 3% TCA (Serva)
Waschpuffer A
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b) Methode

Zur Kontrolle der Blot-Effizienz wurde die Membran flir 10 Minuten mit Ponceau-L6sung
unter leichtem Schiitteln gefarbt. Uberschiissige Ponceau-Lésung wurde mit Aqua dest.
Abgewaschen, bis die Proteinbanden gut sichtbar waren. Nach Trocknen, Markierung der
Markerbanden und Dokumentation, wurde die Membran mit Waschpuffer A wieder
entfarbt.

Immundetektion
a) Material
e Waschpuffer A
= 154 mM NaCl
= 20 mM TRIS
= 0,1% Tween 20 (BioRad)
=>» ad 51 Aqua dest.
> pH 7,4
e Waschpuffer B
= 154 mM NaCl
= 20 mM TRIS
= 0,1% Tween 20
= 0,25% Nadoc
=> 0,1% SDS
=>» ad 51 Aqua dest.
= pH74
e PBS

Blocklésung
= 10% Milchpulver in Waschpuffer A

ECL Entwicklungsreagenz (Amersham Biosciences)
1. Antikdrper 1: in Waschpuffer A mit 5% BSA
=>» anti-LRP1 vom Schaf (Heeren et al., 2001)
=>» anti-ApoE (Dako)
= Maus-Mix (aLRP-5A6 Maus monoklonal anti 85 kDa-LRP-Fragment, aLRP-
8G1 Maus monoklonal anti 515 kDa-Fragment; Progen)
=>» anti-LDLR vom Huhn (Progen)

2. Antikdrper 1:5000 frisch in Blockldsung angesetzt:
=>» Peroxidase-gekoppeltes Esel anti-Schaf IgG (Dashpo)
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=>» Peroxidase-gekoppeltes Ziege anti-Kaninchen IgG (Garpo)
=>» Peroxidase-gekoppeltes Ziege anti-Maus IgG (Gampo)
=>» Peroxidase-gekoppeltes Ziege anti-Huhn IgG (Dianova, Hamburg)

b) Methode

Die Immundetektion erfolgte angelehnt an Beisiegel et al. (Beisiegel et al., 1982).
Zunachst wurden die noch freien Bindungsstellen der Membran durch einstiindige
Inkubation mit 10% Milchpulver enthaltendem Waschpuffer A blockiert.

AnschlieBend wurde die Blocklosung mittels Waschpuffer A unter leichtem Schiitteln
abgewaschen und die Membran Uber Nacht bei 4°C mit dem ersten Antikorper, in
Waschpuffer A mit 5% BSA, inkubiert. Vor Inkubation mit dem zweiten Antikdrper wurde
zweimal 10 Minuten mit Waschpuffer B und einmal 5 Minuten mit Waschpuffer A
gewaschen. Es folgte die 90 minitige Inkubation mit einem Peroxidase-gekoppelten
zweiten Antikérper 1:5000 verdinnt in Blocklésung. Nach erneuter Waschserie, die der
zwischen den beiden Antikdrperinkubationen entsprach, verblieb die Membran bis zur
Weiterverarbeitung in PBS.

Die Membran wurde nun leicht mit Gel-Blotting-Papier abgetupft und flir eine Minute mit
ECL-L6sung inkubiert, diese wurde dann mittels Blotting-Papier wieder abgenommen. Die
entstehende Chemilumineszenz wurde mit Hilfe eines Rdntgenfilmes detektiert. In der
Dunkelkammer wurde ein Réntgenfilm aufgelegt und je nach Bedarf unterschiedlich lang

belichtet. Nach Entwicklung waren die Banden als dunkle Bereiche zu erkennen.

3.10.1 Multiplex-Western

a) Material

¢ Inkubationsmedium (1x KRP; 20 mM Hepes; 0,5% BSA; Aqua dest. ad 100 ml; pH
7,5)

e RIPA-Puffer (20 mM TRIS-HCL, pH 7,4; 5 mM EDTA; 50 mM NaCl; 10 mM Na-
Pyrophosphat; 50 mM NaF; 1% Nonidet P40; Aqua dest.; fir 10 ml RIPA-Puffer: 1
Tablette Mini Protease Inhibitor und 50 pl 200 mM NasVO,4 in H,O, pH 10,2; 10%
SDS)

e Blocklésung aus TBS (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH 7,6) und Tween 20 (0,1%) mit
5% Milchpulver

e Waschlésungen

= TBS

= TBS/Tween 20 (0,1%)
32



Material und Methoden

e PathScan Multiplex Western Cocktail I (Cell Signaling Technology)
=>» 1. Antikorper 1:200 in TBS/Tween 20 (0,1%) mit 5% BSA
=>» 2. Antikorper Garpo 1:5000 in Blockldsung

b) Methode

In dem zugehdrigen Aufnahme-Experiment wurde KRP-Inkubationsmedium fiir die
Inkubationsansatze verwendet, gewaschen wurde lediglich mit PBS. Die Zellen wurden
mittels RIPA-Puffer von den Coverslips abgenommen. Die (brigen Arbeitsschritte,
nachfolgende SDS-PAGE sowie das Blotten fiir 4 Stunden bei 400 mA, entsprachen den
unter 3.8, 3.8.1 und 3.10 beschriebenen. Die Antikdrperinkubationen und Detektionen

wurden wie oben beschrieben durchgefiihrt.

3.11 Indirekte Fluoreszenz

a) Material

e Coverslips mit FAO-, HEK293- oder HIR-11-Zellen

e Aufnahmeldsung:
= DMEM mit GlutaMAX-I (Gibco) mit 2% BSA (Sigma)
= Cy5-gelabelte ApoEx assoziiert mit TRL (je nach Versuchsansatz)
= 100 nM Insulin (je nach Versuchsansatz)

e Waschlésungen:
= PBS mit 100 U/ml Heparin (Liquemin® von Roche)
= PBS (Gibco)

¢ Fixationsldsung: 4% Paraformaldehyd (PFA) (Sigma) in PBS

¢ 4',6-Diamidino-2-Phenyl-Indol ,DAPT" (Sigma)

¢ 0,1% 1,2 Phenylendiamin (PPD) (Merck) in Mowiol (Calbiochem)

¢ Nagellack

e Objekttrager (Engelbrecht)

b) Methode

Nach 60 mintiger Inkubation mit der Aufnahmelésung (Durchflihrung siehe 3.8) wurden
die mit Zellen beschichteten Coverslips in 24-Well-Platten verbracht, einmal mit PBS-
Heparin und anschlieBend einmal mit PBS gewaschen. Es folgte die Fixierung fiir 30
Minuten bei Raumtemperatur in einer 4% PFA-PBS-L6sung mit 150 pl pro Coverslip. Nach

drei mal zwei Minuten Waschen in PBS wurden die Zellen zur DNA-Farbung mit 5 uM DAPI
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in PBS fir 5 Minuten unter leichtem Schiitteln inkubiert. Nach anschlieBendem einmaligen

Waschen in PBS konnten die Coverslips nun, mit der die Zellen enthaltenden Seite nach

unten, auf einen Objekttrager fixiert werden. Wichtig war hierbei das luftblasenfreie

Auflegen der Coverslips auf einen — dem Schutz des Fluoreszenzfarbstoffes dienenden —

Tropfen 0,1% PPD in Mowiol. AbschlieBend wurden die Coverslips zum luftdichten

Abschluss mit Nagellack umrandet. Im Fluoreszenz- bzw. Konfokalen Laser Scanning

Mikroskop konnten die Zellen nun angesehen werden.

3.12 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie

Die Auswertung der Praparate erfolgte mit dem Laser Scanning Mikroskop LSM 510 Meta

von Zeiss mit Olimmersionsobjektiven. Die Aufnahme der Fluoreszenzen erfolgte, nach

Einkopplung der zugehdrigen Laserlinie (siehe Tab.1), Uber einen der klassischen PMT-

Detektoren mit einem vorgeschalteten Farbfilter.

Fluorophor Anregung | Detektionsfenster
DAPI 364 nm (435-485) nm

ECFP 458 nm (475-525) nm

EGFP, Alexa488 | 488 nm (505-550) nm

Cy3 543 nm (560-615) nm

Cy5 633 nm >650 nm

Tab.1: Einstellungen zur Detektion verschiedener Fluorophore mit dem LSM 510 META
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4 Ergebnisse

In dieser Arbeit sollte der EinfluB von LRP1 auf die zelluldre Aufnahme und das Recycling
der ApoE-Isoformen sowie die Abhdngigkeit dieser Vorgange von Insulin untersucht
werden. Da HDL im extrazelluldaren Medium das ApoE-Recycling vermittelt, sollte auch hier
eine mogliche Abhangigkeit von LRP1 und Insulin untersucht werden. In den Versuchen
wurden insulinsensitive FAO-Zellen und mittels Transfektion hergestellte LRP1-
Uberexprimierende HEK293-Zellen verwendet. Es wurden zundchst Liganden mit einer
Fluoreszenzmarkierung hergestellt, die in darauf folgenden Aufnahme- und Recycling-
Experimenten eingesetzt werden sollten. Mit Hilfe der Fluoreszenzdetektion im Gel
konnten abschlieBend Analysen erstellt und quantitative Aussagen gemacht werden. Die
in den Abbildungen angegebenen Molekulargewichte wurden mit Hilfe eines bei jedem Gel

mitlaufenden, reduziert aufgetragenen Molekulargewichtsmarkers bestimmt.

4.1 Praparation und Charakterisierung Fluoreszenz-
markierter Lipoproteine

Zur Untersuchung der ApoE-vermittelten Aufnahme von Lipoproteinen wurden TRL und
deren Remnants genutzt. Zu diesem Zweck wurden die verschiedenen ApoE-Isoformen
(ApoE2/ApoE3/ApoE4) mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5 markiert und im AnschluB an
TRL assoziiert. Die genaue Herstellung dieser Liganden ist unter 3.7 im Teil ,,Material und
Methoden™ beschrieben. Zur Kontrolle der erfolgreichen Markierung und zur
anschlieBenden Konzentrationsbestimmung wurden die Liganden einer SDS-PAGE
unterzogen, mit Hilfe des Fluoreszenzscanners wurde die Cy5-Fluoreszenz im Gel
detektiert und die Banden quantifiziert (Abb. 4a).
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Abb. 4a: Ligandengel Cy5-ApoEx-TRLR. Nach Herstellung der Liganden (siehe 3.7) erfolgte
die gelelektrophoretische Auftrennung. Dafiir wurden gleiche Volumina von Cy5-ApoE2-TRLR (1),
Cy5-ApoE3-TRLR (2) und Cy5-ApoE4-TRLR (3) aufgetragen. Die Abbildung zeigt die mit dem
Fluoreszenzscanner sichtbar gemachte Fluoreszenzmarkierung der an TRLR gekoppelten ApoE-
Isoformen bei einer GroBe von 34 kDa.

Die Quantifizierung der in der Abbildung gezeigten ApoE-Banden erlaubte ein genaues
Errechnen der Konzentrationen und daraus resultierendes Einsetzen gleicher Mengen in
den Versuchen. Um die ApoE-Isoformen zu detektieren, wurde teilweise das an die TRL
assoziierte ApoE des Spenders entfernt. Dazu wurden die TRL vor Assoziation mit Cy5-
ApoE zundchst trypsiniert und reisoliert. Das erfolgreiche Entfernen von endogenem ApoE
zeigt die folgende Abbildung (Abb. 4b).
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Abb. 4b: Coomassie-Gel mit TRL vor und nach Trypsinierung. Dargestellt ist ein Coomassie
gefarbtes Gel. Aufgetrennt wurden BSA (1), trypsinierte TRL (2) und native TRLR (3).

Es ist deutlich zu sehen, dass die TRL nach Trypsinierung kein ApoB und ApoE mehr
enthalten. Durch Zentrifugation wurde das Trypsin entfent. Im AnschluB konnten die mit
Cy5 markierten ApoE-Isoformen mit TRL assoziiert und flir die Aufhahmeexperimente
genutzt werden. Abbildung 4c zeigt, dass Cy5-ApoE auch nach Trypsinierung der TRL
noch immer funktionsfahig und an TRL zu koppeln war. Die kein endogenes ApoE mehr

enthaltenen Liganden konnten nun in unseren Versuchen zum Einsatz kommen.
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Abb. 4c: Ligandengel Cy5-ApoEx-TRLtryps. Nach Trypsinierung der TRL folgte die unter 3.7.2
beschriebene Markierung der ApoE-Isoformen und ihre Kopplung an TRLtryps. Nach SDS-PAGE mit
gleichen Volumina und Detektion von Cy5 erkennt man bei einer GroBe von 34 kDa die mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Cy5 markierten ApoE2-TRLtryps (1), ApoE3-TRLtryps (2) und ApoE4-TRLtryps

(3).

Es konnte gezeigt werden, dass alle Liganden gleichmaBig markiert vorlagen und somit
unter gleichen Voraussetzungen in den Versuchen eingesetzt und quantitativ verglichen

werden konnten.

4.2 LRP1-EGFP-Expression in HEK293-Zellen

Um die Wechselwirkung von ApoE mit LRP1 untersuchen und LRP1-spezifische Effekte
darstellen zu konnen, wurden die Zellen mit einem LRP1-EGFP-Plasmid transfiziert
(Laatsch et al., 2004). Die verwendeten HEK293-Zellen schienen geeignet, da sie sich gut
transfizieren lassen (Thomas und Smart, 2005) und ihrerseits, im Vergleich zu
Leberzellen, nur eine geringe endogene LRP1-Aktivitdt aufweisen. In Abbildung 5 sind
zunachst schematisch die verschiedenen, nach Transfektion mit LRP1-EGFP-Plasmid zu

erwartenden, Molekiile dargestellt. Aufgrund des EGFP-7ags konnte das in dieser Arbeit
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verwendete LRP1-EGFP mit Hilfe des Fluoreszenzscanners bei 488 nm detektiert und
somit sichtbar gemacht werden.

ER/Golgi Golgi/PM
a a
Furin
B B
EGFP EGFP
LRP1 LRP1-EGFP LRP1 LRP1-EGFP
kD kD
(600 kba) (630 kDa) o = 515 kDa o = 515 kDa
B = 85 kDa B = 115 kDa

Abb. 5: LRP1-Wildtyp und LRP1-EGFP-Fusionsprotein. In dieser Abbildung sind schematisch
der LRP1-Wildtyp und das mit EGFP gelabelte LRP1 vor und nach Prozessierung durch die Protease
Furin dargestellt. Zunachst erkennt man das im Endoplasmatischen Retikulum (ER) und im Golgi-
Apparat vorliegende LRP1 bzw. LRP1-EGFP mit einer GréBe von 600 bzw. 630 kDa. Nach
Prozessierung findet man im Golgi-Apparat und in der Plasmamembran (PM) eine a- und eine
kleinere B-Untereinheit. Letztere, transmembrands gelegen, weist EGFP am C-terminalen Ende auf.

Entsprechend dem Schema in der Abbildung wiirden nach Transfektion mit dem Plasmid
fur LRP1-EGFP zu den zwei Untereinheiten der endogenen Synthese zwei zusatzliche

Fragmente mit leicht verénderter Gr6Be zu erwarten sein.

Um zundchst die optimalen Expressionslevel der nativen prozessierten Form von LRP1 zu
erreichen, wurde zundchst untersucht, ob die Co-Transfektion mit dem Lipoprotein-
Rezeptor-Chaperon RAP die Prozessierung von LRP1 beeinflusst. Zur Auftrennung

groBerer Proteine wurde im folgenden Versuch (Abb. 6) ein TRIS-Acetat-Gel verwendet.
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Abb. 6: Co-Transfektion von HEK293-Zellen mit LRP1-EGFP und RAP. Die Zellen wurden
nach Erreichen einer Subkonfluenz mit unterschiedlichen Transfektionsansdtzen in 6-Well-Platten
transfiziert. 1 pg ECFP (1), 1 pg LRP1-EGFP (2), 1 pg LRP1-EGFP + 0,1 pg RAP (3), 1 pg LRP1-
EGFP + 0,5 ug RAP (4), 1 ug LRP1-EGFP + 1 pg RAP (5), 1 pug RAP (6). Jeweils 10 pg Protein
wurden auf ein TRIS-Acetat-Gel aufgetragen. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung konnte
mittels Fluoreszenzscanner ECFP/EGFP (Cy2) detektiert und die gezeigte Abbildung erstellt werden.

Die Probe 1 zeigt die Kontroll-Transfektion mit ECFP bei 30 kDa. 2-5 weisen eine
gleichmaBige Transfektion mit LRP1-EGFP auf, es sind die nicht prozessierte Form
(LRP1¢0o-EGFP) und das B-Fragment nach Prozessierung (LRP1gs-EGFP) zu erkennen. Die
Banden mit einer GroBe von etwa 200 kDa in den Proben 2-5 stellen mdglicherweise
Abbauprodukte von LRP1-EGFP mit einem Anteil des C-terminalen Fragmentes dar. Die
Co-Transfektion mit RAP fiihrte zu keiner veranderten intrazelluldren LRP1-Prozessierung.

In Abbildung 7a wurde zundchst das Zellprotein von HEK293-Zellen bzw. von pLRP1-EGFP

transfizierten HEK293-Zellen mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Im AnschluB wurde die
Fluoreszenz von LRP1-EGFP mittels Fluoreszenzscanner detektiert.
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Abb. 7a: LRP1-EGFP-Detektion in Gel. Es wurden Transfektionen mit unterschiedlichen
Verhaltnissen von LRP1-EGFP-Plasmid-DNA zum Transfektionsreagenz Fugene 6 getestet. HEK293-
Zellen wurden in 6-Well-Platten im Verhaltnis 1:3 (2) (1 pg Plasmid-DNA, 3 pl Fugene 6 pro Well),
1:6 (3) und 2:6 (4) transfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen lysiert, eine
Proteinbestimmung durchgefiihrt und jeweils 50 ug Protein, gemischt mit reduziertem Puffer, auf
ein 7,5%iges Neville-Gel aufgetragen. Mit Hilfe des Fluoreszenzscanners konnte EGFP detektiert
und die erfolgreiche Transfektion dargestellt werden. In der Kontrollprobe, HEK293-Zellen ohne
Transfektion, ist in der EGFP-Detektion kein Signal erkennbar (1). Die transfizierten Zellen weisen
bei 630 kDa und 115 kDa ein Signal auf.

Aufgrund des ca. 30 kDa groBen EGFP- 7ags wird das Molekulargewicht von der 85 kDa [3-
Untereinheit des LRP1 auf 115 kDa erhoht. Da der EGFP-7ag an dem C-Terminus des
Proteins kloniert wurde, deutet die Fluoreszenz bei 600 kDa daraufhin, dass auch nicht
prozessiertes LRP1 in der Zelle vorliegt.

Da sich bei den getesteten Verhdltnissen zwischen Plasmid-DNA und
Transfektionsreagenz keine Unterschiede zeigten, wurden in den folgenden Versuchen

stets Transfektionen im Verhaltnis 1:3 durchgefihrt.

Die Expression der Rezeptor-Fragmente konnte durch Western Blotting des Zellproteins
und anschlieBender Detektion der Rezeptorproteine mit spezifischen Antikorpern verifiziert
werden. Das in Abb. 7a gezeigte Gel wurde einer Immundetektion mit einem, spezifisch
gegen die B-Untereinheit von LRP1 gerichteten, Antikdrper unterzogen (Abb. 7b). Ein Mix
aus monoklonalen Antikdrpern der Maus wurde zur Erkennung sowohl der B- als auch der

a-Untereinheit eingesetzt (Abb. 7c).
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Abb. 7b: Western Blot mit Antikdrper gegen die B-Untereinheit von LRP1. Diese
Abbildung zeigt das in Abb. 7a dargestellte Gel nach (ber-Nacht-Inkubation mit einem ersten
Antikdrper aus dem Schaf, der gegen die 85 kDa groBe B-Untereinheit von LRP1 gerichtet ist.
AnschlieBende Inkubation mit einem zweiten Antikdrper, Peroxidase-gekoppelten Esel anti-Schaf
IgG, erlaubt mittels ECL-Detektion das Sichtbarmachen der Untereinheit. Die Kontrollprobe (1)
weist endogenes LRP1 sowohl in prozessierter (85 kDa) als auch in unprozessierter (600 kDa)
Form auf. Die Transfektionsansatze 1:3 (2), 1:6 (3) und 2:6 (4) zeigen sowohl endogenes als auch
mit EGFP fusioniertes LRP1. Es sind Banden bei 85 und 115 kDa, bei 600 und 630 kDa zu
erkennen. Eine Trennung der groBen Fragmente bei erwarteten 600 und 630 kDa ist aufgrund der
gewahlten TrenngrdBe nicht mdglich.

3 LRP1;,5

<+— RP1,,-EGFP

293 LRP1-EGFP
1 2 3 4

Abb. 7c: Western Blot mit Antikorper gegen die a- und B-Untereinheit von LRP1 —
Monomix Maus. Diese Abbildung zeigt das in Abb. 7a dargestellte Gel nach {ber-Nacht-
Inkubation mit einem Mix aus monoklonalen Antikérpern von der Maus, gerichtet gegen das 85
kDa- und 515 kDa-Fragment von LRP1. AnschlieBende Inkubation mit einem zweiten Antikdrper,
Peroxidase-gekoppelten Ziege anti-Maus IgG, erlaubt mittels ECL-Detektion das Sichtbarmachen
der Fragmente. Die Kontrollprobe (1) weist endogenes LRP1 sowohl in prozessierter (85 kDa und
515 kDa) als auch in unprozessierter (600 kDa) Form auf. Die Transfektionsansatze 1:3 (2), 1:6 (3)
und 2:6 (4) zeigen sowohl endogenes als auch mit EGFP fusioniertes LRP1. Es sind Banden bei 85
kDa und 115 kDa, ebenso verstarkte Banden bei 515 bzw. 600 und 630 kDa zu erkennen.

42



Ergebnisse

Der Nachweis der 515 und 85 kDa-Fragmente im Western Blot mit monoklonalem Maus—
Mix-Antikdrper 1aBt davon ausgehen, dass die prozessierten Formen von LRP1 nach
Transfektion in den Zellen vorhanden sind. Wenn das (iberwiegende Vorliegen der
unprozessierten Form mit einer verminderten LRP1-vermittelten Endozytoserate
einhergeht (Willnow et al., 1996), konnten wir mit dieser Darstellung sicherstellen, dass in
den von uns transfizierten Zellen die prozessierten Formen vorlagen und damit die
notigen Bedingungen fir die darauf folgenden Aufnahme-Experimente geschaffen

wurden.

Um das Vorhandensein des LDL-Rezeptors in unseren Zellen nachzuweisen und dessen
mdogliche EinfluBnahme auf die ApoE-Aufnahme erkldaren zu kdénnen, wurde in einer
weiteren Immundetektion ein Antikdrper vom Huhn, gerichtet gegen den LDLR, eingesetzt
(Abb. 7d).

250 —
160 —| ke ek ot +— LDLR g
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1 2 3 4

Abb. 7d: Western Blot mit Antikérper gegen den LDLR. Diese Abbildung zeigt ein wie in
Abb. 7a dargestelltes Gel nach Uber-Nacht-Inkubation mit einem ersten Antikérper vom Huhn,
gerichtet gegen den 160 kDa groBen LDL-Rezeptor. AnschlieBende Inkubation mit einem zweiten
Antikoérper, anti-Huhn IgG, erlaubt mittels ECL-Detektion das Sichtbarmachen der LDLR-Banden.
Sowohl die Kontrollprobe (1) als auch die Proben mit den Transfektionsansatzen 1:3 (2), 1:6 (3)
und 2:6 (4) weisen den LDL-Rezeptor auf.

Die Expressionshohe des LDLR a&ndert sich nach Transfektion nur unwesentlich.
Tendenziell wird die LDLR-Expression nach erhéhter LRP1-Expression, wie erwartet, eher

geringfligig reduziert (Rohlmann et al., 1998).
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Die Abbildung 8 zeigt HEK293-Zellen nach ECFP- und LRP1-EGFP-Transfektion in der
konfokalen Mikroskopie. Die Darstellung der Fluoreszenzen von ECFP und EGFP dient der
Uberpriifung des Transfektionserfolges.

LRP1-EGFP

Abb. 8: ECFP- und LRP1-EGFP-Transfektion in HEK293-Zellen. HEK293-Zellen wurden in 6-
Well-Platten auf Coverslips ausgesetzt und am Folgetag mit ECFP- bzw. LRP1-EGFP-Plasmid-DNA
transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen zundchst in PBS gewaschen und
anschlieBend 30 Minuten mit PFA/PBS fixiert. Es folgten weitere Waschschritte und die Blau-
Farbung der Zellkerne mit DAPI. Die Coverslips wurden nun in 0,1% PPD in Mowiol eingebettet
und auf einem Objekttrager luftdicht umrandet. Die Fluoreszenz von ECFP und EGFP kann im
konfokalen Mikroskop bei entsprechender Wellenlange erkannt und dargestellt werden. Die mit
Pfeilen beispielhaft markierten Zellen weisen eine Uberexpression von ECFP bzw. LRP1-EGFP auf.
LRP1-EGFP ist vesikuldr angeordnet im Zytoplasma zu erkennen.

Die Transfektion der HEK293-Zellen erfolgte mit ECFP bzw. LRP1-EGFP. Die mit Pfeilen
markierten Zellen zeigen den Transfektionserfolg. Es ist deutlich zu sehen, dass die
Fluoreszenz von ECFP im Zytoplasma und im Zellkern lokalisiert ist. Im Gegensatz dazu
wird das Fusionsprotein LRP1-EGFP, wie erwartet, in perinukledr lokalisierten

endosomalen Kompartimenten detektiert.

Viele immortalisierte Zelllinien wiesen keine Sensitivitat gegeniiber dem postprandialen
Hormon Insulin auf. Da der EinfluB von Insulin in dieser Arbeit untersucht werden sollte,
wurde zundchst die Insulin-Sensitivitat der verwendeten Zelllinien mittels Multiplex-
Western Uberpriift. Hierzu wurde ein Kit eingesetzt, mit dem eine gleichzeitige Detektion
der Aktivitatszustdnde von Phospho-Akt, Phospho-p44/42 MAP-Kinase, Phospho-p90RSK
und Phospho-S6 Ribosomal Protein mdglich ist. Akt spielt bei der Aufrechterhaltung des
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Gleichgewichts zwischen Leben und Apoptose einer Zelle eine wesentliche Rolle. Diese
Proteinkinase wird unter anderem von Insulin aktiviert (Kumar et al., 2007). MAP-Kinasen,
sowohl p42 als auch p44, spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation von Zellwachstum
und -differenzierung, sie werden von einer Vielfalt extrazellularer Signale wie
Wachstumsfaktoren, Zytokinen, aber auch Neurotransmittern und Hormonen aktiviert
(Longuet et al., 2005). Ein weiteres Target nach p44/42 MAP-Kinase ist p9ORSK. Die
Phosphorylierung des S6 Ribosomal Protein korreliert mit Erhéhung der Translation.

In Abbildung 9a ist ein typischer Versuch zur Untersuchung der Insulin-Sensitivitdt in den
verwendeten Rattenhepatomzellen (FAO) gezeigt, die in Medien mit niedriger bzw. hoher
Glukosekonzentration kultiviert wurden. Zusatzlich wurde untersucht, ob ApoE die Insulin-
Sensitivitat in den Zellen beeinflusst.
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Abb. 9a: Multiplex-Western mit insulinsensitiven FAO-Zellen. Die Abbildung zeigt die
Insulin-Sensitivitat von FAO-Zellen, die in Medium mit 1000 mg/! Glukose (low) bzw. in Medium mit
4500 mg/l Glukose (high) gewachsen sind. Nach 15 mindtiger Inkubation mit Ansatzen ohne
Zusatze (1, 5), mit 100 nM Insulin enthaltenden Ansatzen (2, 6), mit 10 pg/ml ApoE3 enthaltenden
Ansatzen (3, 7) und mit Ansatzen sowohl Insulin als auch ApoE3 enthaltend (4, 8), wurden die auf
Coverslips gewachsenen Zellen mittels RIPA-Puffer abgenommen. In nachfolgender SDS-PAGE
wurden jeweils 10 pg Protein aufgetragen. Zur Immundetektion wurde das PathScan Multiplex
Western Cocktail Detection Kit verwendet. Dieses |aBt folgende Banden erkennen: Phospho-
p90RSK bei 90 kDa, Phospho-Akt bei 60 kDa, Phospho-p44/42 MAP-Kinase (MAPK) bei 44 und 42
kDa und Phospho-S6 Ribosomal Protein (S6 RP) bei 32 kDa.

Sowohl unter niedrigen als auch unter hohen Glukose-Bedingungen ist durch Insulin eine
vermehrte Aktivierung von Phospho-Akt, Phospho p44/42 MAP-Kinase und Phospho-S6
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Ribosomal Protein zu erkennen. ApoE3 stimuliert die Phosphorylierung nicht (3, 7) und
beeinflusst auch nicht die insulininduzierte Phosphorylierung. P9ORSK ist weder basal
noch durch Zusatz von Insulin oder ApoE3 aktivierbar.

Da FAO nur schlecht zu transfizieren sind, wurden viele Experimente in HEK293-Zellen

durchgefiihrt. Dargestellt ist in Abbildung 9b die Insulin-Sensitivitdt von HEK293-Zellen
mit Uberexpression von LRP1-EGFP und EGFP-Kontroll-Transfektion.
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Abb. 9b: Multiplex-Western mit HEK293-Zellen. Die Abbildung zeigt die Insulin-Sensitivitat
von HEK293-Zellen. Nach 15 mintiger Inkubation mit Ansdtzen ohne Zusatze (1, 5), mit 100 nM
Insulin enthaltenden Ansatzen (2, 6), mit 10 ug/ml ApoE3 enthaltenden Ansatzen (3, 7) und mit
Ansatzen sowohl Insulin als auch ApoE3 enthaltend (4, 8), wurden die auf Coverslips gewachsenen
Zellen mittels RIPA-Puffer abgenommen. In nachfolgender SDS-PAGE wurden jeweils 10 ug Protein
aufgetragen. Zur Immundetektion wurde das PathScan Multiplex Western Cocktail Detection Kit
verwendet. Dieses a6t folgende Banden erkennen: Phospho-p90RSK bei 90 kDa, Phospho-Akt bei
60 kDa, Phospho-p44/42 MAP-Kinase (MAPK) bei 44 und 42 kDa und Phospho-S6 Ribosomal
Protein (S6 RP) bei 32 kDa.

In Abbildung 9b ist deutlich zu erkennen, dass die Phosphorylierung von Akt und aller
anderen untersuchten Signalproteine bereits basal aktiviert ist. Weder durch Insulin noch
durch ApoE3 wird die Phosphorylierung in diesen Zellen beeinflusst. Die Transfektion mit
LRP1-EGFP scheint leicht inhibierend auf die Phosphorylierung von Phospho-p44/42 MAP-

Kinase zu wirken.
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Um ein besseres insulinsensitives Transfektionsmodell zur Verfligung zu haben, wurden

ebenfalls die Insulin-Rezeptor-tiberexprimierenden HIR-11-Zellen untersucht (Abb. 9c).
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Abb. 9c: Multiplex-Western mit Insulin-Rezeptor-iiberexprimierenden HEK293-Zellen —
HIR-11-Zellen. Die Abbildung zeigt die Insulin-Sensitivitat von HIR-11-Zellen. Nach 15 mindtiger
Inkubation mit Ansdtzen ohne Zusatze (1, 5), mit 100 nM Insulin enthaltenden Ansatzen (2, 6), mit
10 pg/ml ApoE3 enthaltenden Ansatzen (3, 7) und mit Ansatzen sowohl Insulin als auch ApoE3
enthaltend (4, 8), wurden die auf Coverslips gewachsenen Zellen mittels RIPA-Puffer
abgenommen. In nachfolgender SDS-PAGE wurden jeweils 10 pg Protein aufgetragen. Zur
Immundetektion wurde das PathScan Multiplex Western Cocktail Detection Kit verwendet. Dieses
IaBt folgende Banden erkennen: Phospho-p90RSK bei 90 kDa, Phospho-Akt bei 60 kDa, Phospho-
p44/42 MAP-Kinase (MAPK) bei 44 und 42 kDa und Phospho-S6 Ribosomal Protein (S6 RP) bei 32
kDa.

In dieser Zelllinie wird durch Zusatz von Insulin die Phosphorylierung von 90RSK, den
MAP-Kinasen und S6 Ribosomal Protein deutlich stimuliert (2, 4, 6, 8). Phospho-Akt liegt
in den HIR-11-Zellen bereits basal im aktivierten Zustand vor. ApoE3 hat keinen
nennenswerten EinfluB auf die Phosphorylierung. Ein Unterschied der Insulin-Sensitivitat
zwischen EGFP-Kontroll- und LRP1-EGFP-Transfektion ist nicht zu erkennen.

In der nachsten Abbildung ist die zelluldre Lokalisation von LRP1-EGFP in den HIR-11-

Zellen mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie, vor (Abb. 10a) und nach (Abb. 10b) Insulin-

Stimulus dargestellt.
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Abb. 10a und 10b: LRP1-EGFP-iiberexprimierende HIR-11-Zellen vor (a) und nach (b)
30 miniitiger Insulin-Inkubation. Die in 6-Well-Platten auf Coverslips ausgesetzten HIR-11-
Zellen wurden am Folgetag mit LRP1-EGFP transfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen 30
Minuten mit einem 2% BSA enthaltenden serumfreien Medium ohne weitere Zusatze (a) bzw. mit
Zusatz von 100 nM Insulin inkubiert. Dem Waschen mit PBS folgte die 30 miniitige Fixierung mit
PFA/PBS. Die Coverslips wurden nun, nach weiteren Waschvorgangen, in 0,1% PPD in Mowiol
eingebettet und auf einem Objekttrager luftdicht umrandet. Die Fluoreszenz von EGFP konnte dann
im konfokalen Mikroskop bei entsprechender Wellenldnge erkannt und dargestellt werden. Die mit
Pfeilen beispielhaft markierten Strukturen stellen zytoplasmatische, LRP1-EGFP enthaltende Vesikel
(a) bzw. das an die Plasmamembran translozierte LRP1-EGFP dar.

Unter basalen Bedingungen ist LRP1-EGFP primdr in endosomalen Kompartimenten
lokalisiert. Die 30 mindtige Inkubation mit Insulin bewirkte in den LRP1-EGFP-

Uberexprimierenden HIR-11-Zellen eine Translokation von LRP1 an die Plasmamembran.

Die in dieser Arbeit meist benutzten HEK293-Zellen sind insgesamt wenig und nur unter
bestimmten Bedingungen insulinsensitiv. Zu Beginn der Arbeit stand keine geeignetere
Zelllinie zur Verfligung, so dass auf diese zurlickgegriffen wurde. Die weitaus

insulinsensitiveren HIR-11-Zellen konnten erst gegen Ende der Arbeit eingesetzt werden.

4.3 Insulin-abhangige Aufnahme von LRP1-Liganden

Um genauere Aussagen uber die LRP1- und Insulin-abhdngige Aufnahme der ApoE-
Isoformen machen zu konnen, wurde eine Reihe von Aufnahme-Experimenten
durchgefiihrt. Die zunachst gezeigten Abbildungen stellen die Aufnahme in FAO-Zellen
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dar. Hiermit sollte die basale Aufnahme von ApoE und ihre Insulin-Abhdngigkeit
untersucht werden. Cy5 markiertes RAP wurde als Ligand eingesetzt, da es ein fir LRP1
spezifischer Ligand ist und damit das Vorhandensein von funktionsfahigem LRP1 belegt

werden kann.
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Abb. 11a: Cy5-RAP-Aufnahme in FAO-Zellen. Die Abbildung zeigt die RAP-Aufnahme in FAO-
Zellen nach 60 miniitiger Inkubation mit 5ug/ml Cy5-RAP ohne (1, 2) und mit (3, 4) Zusatz von
100 nM Insulin. Die Fluoreszenzdetektion zeigt aufgenommenes RAP bei 39 kDa.

Eine basale Aufnahme von RAP ist vorhanden (1, 2), sie kann durch Insulin stark
gesteigert werden (3, 4). Dies unterstiitzt, da fir RAP eine LRP1-Spezifitdt beschrieben
wurde, die Aussage der in Abb. 10b gezeigten Translokation von LRP1 durch Insulin. Zur
Quantifizierung der in Abb. 1la beispielhaft dargestellten RAP-Banden wurden zehn

unabhdngige Experimente ausgewertet (Abb. 11b).
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Abb. 11b: Quantifizierung der RAP-Aufnahme in FAO-Zellen. Dargestellt ist die RAP-
Aufnahme in FAO-Zellen, die in low- bzw. high-Glukose-Nahrmedium kultiviert wurden, nach 60
mindtiger Inkubation mit 5 pg/ml Cy5-RAP ohne (weiB) und mit (schwarz) Zusatz von 100 nM
Insulin. Nach Abnahme der Zellen in Zelllysispuffer, SDS-PAGE und Detektion von Cy5 konnten die
u.a. in Abb. 11a gezeigten Banden mit Hilfe des Programms Typhoon Scanner Control v5.0
quantifiziert werden. Die Ordinate zeigt die RAP-Aufnahme in relativer Prozentangabe.
*Signifikanter Unterschied der gemessenen Werte zur Kontrolle, p<0,05. **Signifikanter
Unterschied der gemessenen Werte zur Kontrolle, p<0,01.

Durch Zugabe von Insulin zum Inkubationsmedium sind in FAO-Zellen unter niedrigen
Glukose-, weniger stark ausgepragt auch unter hohen Glukose-Bedingungen, signifikante
Steigerungen der RAP-Aufnahme zu beobachten.

Im Folgenden soll die Aufnahme von ApoE lber LRP1 in FAO-Zellen untersucht werden.
Verglichen wird hierbei die Aufnahme der Isoformen ApoE2 und ApoE3. Wahrend ApoE3
sowohl an den LDLR als auch an LRP1 bindet, kann ApoE2 in der Leber ausschlieBlich
Uber LRP1 internalisiert werden. Die Untersuchung der beiden Isoformen erlaubt somit
den relativen Anteil von LDLR und LRP1 an der Aufnahme der Lipoproteine zu ermitteln
(Weisgraber, 1990; Bohnet et al., 1996).
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Abb. 12a: Cy5-ApoEx-TRLR-Aufnahme in FAO-Zellen. Die Abbildung zeigt die Aufnahme von
Cy5-ApoE2-TRLR (1, 2) und Cy5-ApoE3-TRLR (3, 4) in insulinsensitive FAO-Zellen in Abhangigkeit
von Insulin. Nach 60 minttiger Inkubation mit 10 pg/ml Cy5-ApoEx-TRLR, ohne (1, 3) und mit (2,
4) Zusatz von 100 nM Insulin folgte eine SDS-PAGE mit einem 4-12%igem Gradientengel und
anschlieBender Detektion von Cy5.

Der zu erwartende Unterschied zwischen ApoE2- und ApoE3-Aufnahme (Schneider et al.,
1981; Mahley und Rall, 2000) wurde in diesem Zellmodell nicht detektiert. Auch die
Zugabe von Insulin fiihrte zu keiner veranderten Aufnahme. Ein méglicher Grund kénnte
das bereits endogen vorhandene ApoE der verwendeten TRL sein. Um sicher zu gehen,
dass kein endogenes ApoE die Aufnahme und anschlieBende Analyse derselben stért,
wurden die Experimente noch einmal mit trypsinierten TRL-Liganden wiederholt. Mit
diesem Ansatz wurde somit ausschlieBlich die Cy5-ApoE2- bzw. Cy5-ApoE3-vermittelte
Aufnahme untersucht.
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Abb. 12b: Cy5-ApoEx-TRLtryps-Aufnahme in FAO-Zellen. In dieser Abbildung wird die
ApoE-Aufnahme in insulinsensitive FAO-Zellen gezeigt. Nach 60 minttiger Inkubation mit 5 pg/mi
Cy5-ApoE2-TRLtryps bzw. Cy5-ApoE3-TRLtryps, ohne (1, 3) und mit (2, 4) Zusatz von 100 nM
Insulin folgte eine SDS-PAGE mit einem 4-12%igem Gradientengel und anschlieBender, hier
dargestellter, Detektion von Cy5.

Die Quantifizierung der Banden aus Abb. 12b ergibt bei Insulin-Zugabe eine Steigerung
der ApoE2-Aufnahme um 37%. Die ApoE3-Aufnahme wird mit Zusatz von Insulin, im
Vergleich zur Aufnahme ohne Insulin, um (ber 50% gesteigert. Die basale Aufnahme von
ApoE3 ist annahernd doppelt so groB wie die basale Aufnahme von ApoE2. Durch Zugabe
von Insulin erreicht die ApoE3-Aufnahme etwa das Dreifache der basalen ApoE2-
Aufnahme. Bei Zugabe von Insulin zu beiden Isoform-Ansatzen wird ApoE3 noch immer

doppelt so gut aufgenommen wie ApoE2.

Die in FAO-Zellen durchgefiihrten Versuche zur RAP- und ApoE-Aufnahme wurden in
LRP1-EGFP-lUberexprimierenden HEK293-Zellen wiederholt. Zunachst wird wieder RAP als
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Ligand eingesetzt, da es durch seine LRP1-Spezifitdt eine Kontrolle der LRP1-EGFP-
Transfektion und -Funktionalitét darstellt und erst dann ein Vergleich der Aufnahme in
Kontrollzellen und LRP1-liberexprimierenden Zellen erstellt werden kann (Abb. 13).
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Abb. 13: Cy5-RAP-Aufnahme in HEK293-Zellen. Die Abbildung zeigt die Aufnahme von 5
Hg/ml Cy5-RAP in mit ECFP- und LRP1-EGFP-Plasmid-DNA transfizierten HEK293-Zellen nach 20
mindtiger Inkubation.

Zu erkennen ist eine gesteigerte RAP-Aufnahme der LRP1-liberexprimierenden Zellen. Die
Quantifizierung ergibt eine Steigerung um 38%. Die hier nicht dargestellte Aufnahme bei
Insulin-Zugabe veranderte das Ergebnis nicht. Letzteres ist vermutlich durch die geringe
Insulin-Sensitivitat der HEK293-Zellen zu erklaren (Abb. 9b).

Im AnschluB wurde die ApoE2- und ApoE3-Aufnahme, in Abhangigkeit von LRP1-EGFP-

Expression und Insulin, in transfizierten HEK293-Zellen untersucht (Abb. 14a).
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Abb. 14a: Cy5-ApoEx-TRLtryps-Aufnahme in HEK293-Zellen. Dargestellt ist die ApoE2- und
ApoE3-Aufnahme in mit ECFP- oder LRP1-EGFP-Plasmid-DNA transfizierten HEK293-Zellen nach 60
mindtiger Inkubation mit Cy5-ApoE2-TRLtryps, Cy5-ApoE3-TRLtryps und je nach Ansatz mit Zusatz
von 100 nM Insulin in 6-Well-Platten. AnschlieBend wurden die Zellen mit 2% SDS Puffer
abgenommen, sonifiziert und jeweils 10 g Protein auf ein 4-12%iges Gradientengel aufgetragen.
Bei 1-4 und 9-12 wurde ein Volumen von 25 pl, bei 5-8 und 13-16 ein Volumen von 10 pl
aufgetragen.

ApoE2 wird durch LRP1-Uberexpression deutlich gesteigert aufgenommen (3, 4; 7, 8). Bei
diesen Zellen ist eine zusatzliche Aufnahmesteigerung durch Insulin-Zugabe zu erkennen.
Die Quantifizierung ergibt durch LRP1 eine Erhéhung der Aufnahme um 42% im Vergleich
zur Kontrolle (1, 5). Eine weitere Steigerung um 42% ergibt sich durch Zugabe von
Insulin (4, 8). Bei ApoE3-Inkubation 4Bt sich durch LRP1-Uberexpression keine
Steigerung der Aufnahme erkennen (11, 15), sie ist sogar verglichen mit der Kontrolle (9,
13) um etwa 37% verringert. Durch Insulin-Zugabe kann die ApoE3-Aufnahme in LRP1-
Uberexprimierenden Zellen jedoch um 80% gesteigert werden (12, 16).

Die Aufnahmen von ApoE2 und ApoE3 kénnen hier quantitativ nicht verglichen werden,
da ihre ApoE-Detektionen unabhangig voneinander durchgefiihrt und unterschiedliche
Einstellungen des Scanners zur Erstellung der Abbildungen vorgenommen worden sind.
Zur Verifizierung der in Abb. 14a dargestellten Ergebnisse wurden unter gleichen

Bedingungen weitere Versuche durchgefiihrt.
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Abb. 14b: Wiederholung der Cy5-ApoEx-TRLtryps-Aufnahme in HEK293-Zellen. Die
Abbildung zeigt die Aufnahme von ApoE2 und ApoE3 in mit ECFP- oder LRP1-EGFP-Plasmid-DNA
transfizierten HEK293-Zellen nach 60 minutiger Inkubation mit Cy5-ApoE2-TRLtryps, Cy5-ApoE3-
TRLtryps und je nach Ansatz mit Zusatz von 100 nM Insulin in 6-Well-Platten. Es folgte eine SDS-
PAGE mit 25 pl pro Well und eine sich daran anschlieBende Detektion von Cy5.

Das in Abb. 14a dargestellte Ergebnis konnte in wiederholten Experimenten nicht erneut
gezeigt werden. Aufgrund der schlechten Reproduzierbarkeit ist daher keine
abschlieBende Aussage Uliber die insulinvermittelte Aufnahme von ApoE (ber LRP1
moglich.

Die von den 34 kDa des ApoE leicht abweichende GréBe von Cy5-ApoEx-TRL in dieser und

vorherigen Abbildungen liegt an der unterschiedlichen Labeleffizienz der Liganden.

4.4 LRP1-abhdngiges ApoE-Recycling

HDL im extrazelluldren Medium vermittelt ApoE-Recycling (Heeren et al.,, 1999; von
Eckardstein et al., 2001; Heeren et al., 2003). Das HDL-induzierte Recycling der ApoE-
Isoformen wurde in dieser Arbeit in Abhdngigkeit von Insulin und LRP1 untersucht.
Zunachst wurde dieser Versuch in FAO-Zellen und nur mit der ,Normalform™ ApoE3
durchgefiihrt (Abb. 15).
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Abb. 15: Cy5-ApoE3-TRLtryps-Aufnahme und -Recycling in Abhangigkeit von HDL und
Insulin — FAO-Zellen. Dargestellt ist das ApoE3-Recycling aus insulinsensitiven FAO-Zellen nach
30 minitiger Inkubation mit 10 pg/ml Cy5-ApoE3-TRLtryps und je nach Ansatz mit oder ohne
Zusatz von 100 nM Insulin. Auf mehrere Waschschritte mit PBS, zum Entfernen nicht in die Zelle
aufgenommener Liganden, folgte die 30 minitige Inkubation mit dem wahlweise 100 nM Insulin
und/oder 20 pg/ml ApoE-freie HDL enthaltenden Chase-Medium. Die im Uberstand enthaltene
ApoE3-Menge, als Ausdruck des ApoE3-Recyclings, wurde nach SDS-PAGE mit Hilfe des
Fluoreszenzscanners quantifiziert (5-8). Die Zellen wurden lysiert und das intrazelluldre ApoE3
ebenfalls nach SDS-PAGE mittels Detektion von Cy5 sichtbar gemacht (1-4).

Betrachtet man die ApoE3-Aufnahme der Zellproben (1-4), lassen sich keine wesentlichen
Unterschiede zwischen Kontrolle und Insulin-abhdangiger Aufnahme erkennen. Hierbei
muss allerdings bericksichtigt werden, dass die ApoE3-Aufnahme nach dem Recycling-
Prozess gemessen wurde und damit nicht mehr die volle Konzentration der
aufgenommenen Liganden in den Zellproben vorhanden war. Die Quantifizierung der
Chase-Proben zeigt jedoch folgendes: Im Vergleich zur Kontrolle (5) fiihrt die Zugabe von
Insulin zu einer Steigerung des ApoE3-Recyclings um etwa 44%, die alleinige Zugabe von
HDL fihrt zu 57% mehr Recycling. Bei gleichzeitiger Zugabe von Insulin und HDL zum
Chase-Medium steigert sich das Recycling um mehr als 100%. Sowohl HDL als auch
Insulin erhéhen die Recycling-Rate von ApoE3 wesentlich.
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Die hier nicht aufgefiihrten ApoE-Aufnahme-Ergebnisse, der unter gleichen Bedingungen
durchgefiihrten Experimente in LRP1-liberexprimierenden HEK293-Zellen, stellten sich
nicht anders als die in Abb. 15 gezeigten dar. Weder Insulin noch LRP1-EGFP-Expression
hat die Aufnahme in diese Zellen, nach Durchfiihrung der Pulse-Chase-Experimente,
beeinflusst. Das Recycling wies jedoch LRP1-abhdngige Unterschiede auf. Die Abbildung
16a zeigt das ApoE-Recycling in LRP1-lUberexprimierenden HEK293-Zellen. Das Recycling
wurde von allen drei Isoformen untersucht, da es Hinweise gibt, dass ein Isoform-

spezifisches Recycling vorliegen kénnte (Heeren et al., 2004).

kDa
34 — «—— Cy5-ApoE2-TRLEryps
34 — . | «—— Cy5-ApoE3-TRLtryps
34 — <—— Cy5-ApoE4-TRLtryps
EGFP LRP1-EGFP
HDL - + - +
1 2 3 4

Abb. 16a: Recycling der ApoE-Isoformen in Abhdngigkeit von HDL — HEK293-Zellen.
Dargestellt ist das HDL-abhdngige Recycling der ApoE-Isoformen von HEK293-Zellen, die mit ECFP-
bzw. LRP1-EGFP-Plasmid-DNA transfiziert wurden. Nach 30 minitiger Inkubation mit 10 pg/ml
Cy5-ApoE2-TRLtryps,  Cy5-ApoE3-TRLtryps oder  Cy5-ApoE4-TRLtryps und  mehreren
Waschschritten mit PBS, zum Entfernen nicht in die Zelle aufgenommener Liganden, folgte die 30
miniitige Inkubation ohne (1, 3) oder mit (2, 4) 20 ug/ml HDL. Die im Uberstand enthaltene ApoE-
Menge, als Ausdruck des ApoE-Recyclings, konnte nach SDS-PAGE mit Hilfe des
Fluoreszenzscanners quantifiziert werden.

Das folgende Diagramm in Abb. 16b stellt die Analyse des in Abb. 16a gezeigten ApoE-
Recyclings dar. Fir die Quantifizierung des ApoE2- und ApoE4-Recyclings wurden Werte
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aus drei Experimenten herangezogen, ApoE3-Recycling wurde in finf Experimenten
durchgefiihrt, da die Standardabweichung hierbei vergleichsweise hoch war.

400 +
350 -
] ECFP ohne HDL
—~ 300 T [ ECFP mit HDL
X
§ 250 [ LRP1 ohne HDL
I Bl LRP1 mit HDL
o
;: 200 -
€
g 150 -
& = 100%
£ 100 -
i T ®
>0 L I I
0 T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
ApoE2 ApoE3 ApoE4

n=35

Abb. 16b: Quantifizierung des Recyclings der ApoE-Isoformen in Abhdngigkeit von HDL
— HEK293-Zellen. Dargestellt ist die Quantifizierung der in Abb. 16a gezeigten und
beschriebenen Experimente. Die Ordinate zeigt die relativen Prozentangaben, wahlweise wurde das
basale ApoE3-Recycling (5) mit 100% gleichgesetzt, so kdnnen auch die relativen Verhaltnisse
zwischen den ApoE-Isoformen betrachtet werden.

Das basale Recycling von ApoE2 bei LRP1-Uberexpression (3) liegt nur leicht {iber dem
basalen ApoE2-Recycling der Kontrolle (1), ist aber fast ebenso hoch wie das HDL-
induzierte Recycling der Kontrollzellen. HDL-Zusatz im Chase-Medium bewirkt eine
Zunahme des Recyclings in mit ECFP transfizierten und eine noch starkere in LRP1-
Uberexprimierenden Zellen. LRP1 scheint ohne HDL keinen EinfluB auf das ApoE3-
Recycling zu haben (5, 7). HDL bewirkt in den Kontrollzellen eine Steigerung des
Recyclings um mehr als das Doppelte (5, 6). Unter den Bedingungen der LRP1-
Uberexpression vermittelt HDL sogar eine Recyclingsteigerung um etwa das Dreifache (7,
8) und zeigt auch eine im Vergleich zum HDL-induzierten Recycling der Kontrollzellen weit
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hohere Recycling-Rate (6, 8). Basal wird das ApoE4-Recycling durch LRP1 nicht
beeinflusst (9, 11), dieses |aBt sich jedoch durch HDL um mehr als 100% steigern (11,
12). Vergleicht man das Recycling der Isoformen untereinander, erkennt man, dass
ApoE3 weit aus mehr recycelt wird als ApoE2 und ApoE4. Bereits basal wird es starker
recycelt als ApoE2 und ApoE4 in LRP1-lberexprimierenden Zellen mit HDL-Induktion.

Zusammenfassend konnte mit diesen Experimenten gezeigt werden, dass LRP1-
Expression direkt das HDL-induzierte Recycling beeinflusst.
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5 Diskussion

5.1 Bedeutung von LRP1 fiir die Aufnahme postprandialer
Lipoproteine

Die zelluldre Aufnahme postprandialer Lipoproteine in die Leber erfolgt, nach LPL-
abhangiger  Lipolyse und  HDL-vermittelter =~ ApoE-Anreicherung, Uber die
membranstandigen Lipoprotein-Rezeptoren LDLR und LDLR-related Protein 1 (LRP1)
(Beisiegel, 1995; Rohlmann et al., 1998).

Um die Funktion von LRP1 bei unterschiedlichen zelluldren Prozessen besser untersuchen
und darstellen zu kbnnen, setzten wir in unseren Versuchen das von A. Laatsch zur
Verfligung gestellte fluoreszierende Fusionsprotein LRP1-EGFP (Abb. 5) ein (Laatsch et
al., 2004). Mittels Transfektion konnten wir LRP1-EGFP in HEK293-Zellen lberexprimieren.
Der Transfektionserfolg wird im Western Blot (Abb. 7b und 7c) sowie in der konfokalen
Mikroskopie (Abb. 8) gezeigt. Es konnte damit das Vorliegen der prozessierten Formen
von LRP1 nachgewiesen werden. Auf diese Weise konnten wir die Voraussetzung fur
unsere Aufnahme-Experimente in LRP1-Uberexprimierenden Zellen schaffen, denn
Willnow et al. beschrieben eine verminderte LRP1-vermittelte Endozytoserate bei
vorwiegendem Vorliegen der unprozessierten Form (Willnow et al., 1996). Ko et al.
hingegen zeigten bei Untersuchungen des Hihner-Homologs, dass auch nicht durch die
Protease Furin prozessiertes LRP1 endozytotisch aktiv ist (Ko et al., 1998).

Wir setzten RAP, ein Chaperon fir LRP1 (Willnow et al., 1995), zum Nachweis der
Funktionalitdét von LRP1 in unseren Versuchen ein. ErwartungsgemaB fiihrte die
Uberexpression von LRP1-EGFP in HEK293-Zellen zu einer erheblichen Erhéhung der
zelluldren RAP-Aufnahme (Abb. 13).

In Abb. 10a wird die LRP1-EGFP-Uberexpression in HIR-11-Zellen gezeigt. LRP1-EGFP ist
in perinukledren Vesikeln angeordnet. Nach Insulin-Inkubation konnten wir eine
Ansammlung des fluoreszierenden LRP1-EGFP an der Plasmamembran beobachten (Abb.
10b). Dies ist vereinbar mit der von Corvera et al. beschriebenen Umverteilung von LRP1
an die Zelloberflache unter Insulin-Stimulation (Corvera et al., 1989). Es gab zudem
weitere Studien, die fiir LRP1, ebenso wie fiir den TfR und GLUT-4, eine verstarkte
Oberflachenprisentation unter Insulin-Stimulation zeigten (Ko et al., 2001). Uber die
Translokation von LRP1 hinaus konnte von Zhang et al. dargestellt werden, dass Insulin
dieses auch in spezielle Membranbereiche leiten kann. Es kommt zu einer Anreicherung
von LRP1 in sogenannten Caveolae (Zhang et al., 2004). In Adipozyten finden sich in
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diesen Caveolae noch viele weitere Signalrezeptoren, darunter auch der Insulin-Rezeptor
(Cohen et al., 2003) und der translozierte Glukosetransporter GLUT-4 (Scherer et al.,
1994; Cohen et al., 2003). Parallelen des intrazelluaren Verhaltens von LRP1 und GLUT-4
unter Insulin-Stimulation sind klar erkennbar, und es ist anzunehmen, dass LRP1 im
Lipidstoffwechsel eine ahnlich wichtige Rolle spielt wie GLUT-4 im Glukosestoffwechsel
(Shepherd und Kahn, 1999; Bryant et al., 2002).

In Adipozyten konnte, bei Zusatz von Insulin, eine vermehrte TRL-Aufnahme Uber LRP1
gezeigt werden (Descamps et al.,, 1993). Fettgewebe spielt jedoch quantitativ flir die
Clearance postprandialer TRL nur eine untergeordnete Rolle. Hepatische FAO-Zellen aus
der Ratte verfligen Uber eine gute Insulin-Sensitivitdt (Abb. 9a). Anhand dieser Zellen
konnten wir zeigen, dass die Aufnahme des LRP1-spezifischen Liganden RAP durch Insulin
gesteigert werden konnte (Abb. 11a). Bei der Aufnahme der ApoE-Isoformen konnte
unter gleichen Versuchsbedingungen erwartungsgemaB eine quantitativ bessere
Aufnahme von ApoE3, im Vergleich zu ApoE2, beobachtet werden (Abb. 12b). Allerdings
war die ApoE2-Aufnahme durch Insulin-Inkubation noch steigerbar. Wenn wir von einer
LRP1-Kompensation der reduzierten ApoE2-Aufnahme (ber den LDLR ausgehen (siehe
unten), kdnnten die soeben genannten Ergebnisse fir eine Insulin-abhangige
Translokation von LRP1 in Leberzellen sprechen. AbschlieBend ware es jedoch notwendig
zu untersuchen, ob die LRP1-vermittelte TRL-Aufnahme auch in humanen Leberzellen
durch Insulin reguliert wird. Eine hierfiir geeignete Zelllinie war uns allerdings nicht
bekannt. Die in dieser Arbeit gréBtenteils verwendete Zelllinie HEK293 hat den groBen
Vorteil, dass sie, im Gegensatz zu FAO-Zellen, gut fiir eine DNA-Transfektion genutzt
werden kann (Thomas und Smart, 2005). So konnten wir in diesen Zellen mittels
Transfektion eine LRP1-EGFP-Uberexpression herbeifiihren und auf diese Weise unsere
LRP1-bezogenen Aufnahme-Experimente durchfiihren. Nachteilig ist jedoch, dass HEK293-
Zellen die fur uns wichtige Insulin-Sensitivitdt nicht aufweisen (Abb. 9b). So war die RAP-
Aufnahme in diese Zellen nicht durch Insulin zu steigern (Abb. 13). Da zu Beginn der
Arbeit jedoch keine geeignetere Zelllinie zur Verfligung stand, wurde auf diese
zurlickgegriffen. Die weitaus insulinsensitiveren HIR-11-Zellen (Abb. 9c) konnten erst
gegen Ende der Arbeit eingesetzt werden. Mdglicherweise hatten wir bei Durchfiihrung
der Experimente mit HIR-11-Zellen aussagekraftigere Ergebnisse beziiglich der Insulin-

Abhangigkeit erhalten.

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl der LDLR als auch LRP1 wesentlich an der
Clearance von TRL beteiligt sind (Willnow et al., 1994; Rohlmann et al., 1998). Neben der

mit TRL assoziierten LPL (Beisiegel et al., 1991; Heeren et al., 2002), spielt die HDL-
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vermittelte ApoE-Anreicherung der TRL eine bedeutende Rolle in der effektiven Clearance
der TRL in der Leber. ApoE bindet sowohl an den LDLR als auch an LRP1 und vermittelt
auf diese Weise die zellulare Aufnahme (Beisiegel et al., 1989).

Uber die Bindung an den LDLR werden die ApoE-Isoformen mit unterschiedlicher Effizienz
in die Zelle aufgenommen. ApoE3 und ApoE4 binden mit dhnlich starker Affinitdt an den
LDLR (Weisgraber, 1990; Bohnet et al., 1996; Heeren et al., 2004), wohingegen die
Bindungsaffinitat von ApoE2 vermindert ist (Schneider et al., 1981; Mamotte et al., 1999).
Letzteres flihrt zu einer Akkumulation von TRL im Plasma und tragt auf diese Weise zur
Assoziation des ApoE2-Allels mit der familidgren Hyperlipoproteindmie Typ III bei (Mahley,
1988). Zudem kommt es durch erhdhte Cholesterin-Plasmaspiegel zum erhdhten Risiko
der Atheroskleroseentwicklung. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass nur etwa 5% der
Individuen mit einem ApoE2/E2-Genotyp eine Hyperlipoproteindamie entwickeln (Mahley et
al., 1999). Die Kompensation der reduzierten LDLR-vermittelten ApoE2-TRL-
Internalisierung verlauft vermutlich iber die hohe Expression von LRP1 in der Leber. Ruiz
et al. beschrieben eine vergleichbare Bindungsaffinitat von ApoE2 und ApoE3 gegentber
LRP1 (Ruiz et al., 2005). Wir fuhrten Aufnahme-Experimente der ApoE-Isoformen in
LRP1-EGFP-liberexprimierenden HEK293-Zellen durch. Das in Abb. 14a dargestellte
Ergebnis ware mit der Aussage von Ruiz et al. zu vereinen. Wir konnten zeigen, dass die
LRP1-EGFP-Uberexpression zu einer deutlichen Steigerung der ApoE2-Aufnahme fiihrt,
dies wirde fir die Kompensation der reduzierten LDLR-vermittelten ApoE2-TRL-
Internalisierung durch LRP1 sprechen. In wiederholten Experimenten erhielten wir jedoch
keine eindeutigen Ergebnisse, so dass aufgrund der schlechten Reproduzierbarkeit keine
abschlieBende Aussage getroffen werden kann. Im Fall von ApoE3 konnte LRP1 keine
Aufnahmesteigerung bewirken. Dies kénnte mit der moglichen EinfluBnahme des LDLR
auf die ApoE3-Aufnahme begriindet werden. Abb. 7d weist den LDLR in unseren LRP1-
EGFP-transfizierten HEK293-Zellen nach. Die Aufnahme von ApoE3 ist bereits durch den
LDLR hocheffizient und vermutlich schon maximal (Mahley und Rall, 2000).

Da der ApoE-Gehalt der eingesetzten ApoEx-TRL vergleichbar war (Abb. 4a), sind die
Unterschiede der Isoform-Aufnahme nicht auf eine unterschiedliche Beladung der TRL
zurlickzufiihren. Mitwirken von endogenem ApoE, als mdgliche Fehlerquelle in unseren

Versuchen, konnten wir durch Trypsinierung der Liganden verhindern (Abb. 4b und 4c).

Durch Insulin konnte die RAP-Aufnahme in FAO-Zellen signifikant gesteigert werden (Abb.
11a und 11b). Wir konnten zeigen, dass es zwar sowohl bei Zellen, die in Glukose-armer,

als auch bei solchen, die in Glukose-reicher Nahrlésung gewachsen sind, unter Insulin-
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Zufuhr zu einer signifikanten Erh6hung der RAP-Aufnahme kam. Die kohlenhydratreich
erndhrten Zellen zeigten jedoch eine im Vergleich geringere Aufnahmesteigerung. In
diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, ob die quantitative Aufnahme Gber LRP1 bei
Zusatz von Insulin ernahrungsabhangig ist. Moglicherweise konnte dieses Ergebnis
ansatzweise eine diabetische Stoffwechsellage mit Insulin-Resistenz bei hochkalorischer
Erndhrung widerspiegeln, was zu einer verminderten Translokation LRP1-haltiger Vesikel
an die Plasmamemban flihrt und auf diese Weise die Aufnahme Uber diesen Rezeptor
reduziert.

In Abb. 14a ist zu erkennen, dass Insulin sowohl die Aufnahme von ApoE2- als auch von
ApoE3-haltigen TRL deutlich steigert. Bemerkenswert ist, dass die Aufhahmesteigerung
durch Insulin am pragnantesten in LRP1-EGFP-liberexprimierenden Zellen ist, dies wiirde
wieder flir die insulininduzierte Translokation von LRP1 sprechen. Dieser Mechanismus
tragt vermutlich dazu bei, dass die deutlich gesteigerte Aufnahme der postprandial in
groBer Anzahl vorhandenen, atherogenen TRL gewahrleistet wird. Hinzu kommt, dass
Insulin die LPL-Sekretion stimuliert (Spooner et al., 1979). Es kommt durch die
enzymatische Aktivitat der LPL zu einer schnelleren Umsetzung der TRL zu deren
Remnants. Des Weiteren fiihrt die Ligandenfunktion, der mit TRL assoziierten LPL, zu
einer verstarkten LRP1-vermittelten TRL-Internalisierung (Beisiegel et al., 1991; Heeren et
al., 2002; Verges et al., 2004).

Neben der bereits erwahnten vermehrten TRL-Aufnahme Uber LRP1 bei Zusatz von Insulin
(Descamps et al.,, 1993), konnte in einer Studie mit insulinresistenten Ratten eine
Assoziation von verzogerter TRL-Clearance mit der reduzierten hepatischen Expression
von LDLR und LRP1 dargestellt werden (Field und Gibbons, 2000). Weiterhin wurde das
Verhdltnis von Plasma-Insulin-Spiegel zu TRL-Konzentration im Blut im Rahmen des
Diabetes mellitus Typ II untersucht. Bei insulinresistenten Patienten konnte eine
verzdgerte TRL-Clearance beschrieben werden (Ai et al., 2001), in dieser Patientengruppe
kdnnte dies ein zusatzlicher Risikofaktor flir die Entwicklung einer koronaren
Herzerkrankung sein. Das Auftreten einer Hyperlipoproteindmie Typ III bei ApoE2-Allel-
Individuen (Mahley et al., 1999) nimmt nach Manifestation eines Diabetes mellitus Typ II
signifikant zu (Eto et al., 1989). Dabei, vermutlich auf die ausbleibende LRP1-
Translokation zurtickzufiihren, akkumulieren die hoch atherogenen Partikel im Plasma. Um
definitive Aussagen zu dem urséchlichen Mechanismus machen zu kénnen, misste jedoch
die ausbleibende Translokation unter den Bedingungen eines Diabetes mellitus Typ II

noch experimentell bestatigt werden.
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5.2 Bedeutung von LRP1 fiir das ApoE-Recycling

Nach dem intravaskuldaren ApoE-Transfer von HDL zu TRL (Imaizumi et al., 1978; van't
Hooft und Havel, 1981) und deren Internalisierung Uber den LDLR und LRP1 werden die
Bestandteile der TRL, anders als bei den LDL (Brown und Goldstein, 1986), auf
verschiedene Zellkompartimente verteilt (Heeren und Beisiegel, 2001). Wahrend der
Lipidanteil und ApoB lysosomal degradiert werden, gelangen ApoE, ApoC und LPL in
Recycling-Endosomen wieder an die Plasmamembran, wo sie resezerniert werden kdnnen
(Heeren et al., 1999; Rensen et al., 2000). Das ApoE-Recycling wird durch HDL induziert
(Farkas et al., 2003; Heeren et al., 2003) und flihrt in der postprandialen Phase zu der
standigen Bereitstellung von ApoE, eine schnelle und effiziente TRL-Clearance wird
hierdurch gewahrleistet. Zudem ist ApoE-Recycling mit Cholesterinefflux assoziiert
(Heeren et al., 2003) und tragt somit zur Aufrechterhaltung der zelluldren

Cholesterinhomoostase bei.

Es wurde eine Beteiligung der Lipoprotein-Rezeptoren LDLR und LRP1 an dem Prozess
des ApoE-Recyclings beschrieben (Fazio et al., 1999; Rensen et al., 2000; Heeren et al.,
2001; Heeren et al., 2003). Im Rahmen der Aufnahme der ApoE-Isoformen scheinen die
beiden Rezeptoren wesentlich voneinander abzuweichen. So unterscheidet sich die
effiziente Aufnahme der drei Isoformen (ber den LDLR stark (Bohnet et al., 1996),
wohingegen die Bindungsaffinitdten der Isoformen an LRP1 vermutlich vergleichbar sind
(Ruiz et al., 2005). Inwieweit jedoch die beiden Rezeptoren am Recycling beteiligt sind
oder ob es doch, wie Farkas et al. es beschrieben, nahezu unabhangig von den
Lipoprotein-Rezeptoren verlauft, ist wohl aufgrund der Beteiligung mehrerer, darauf
EinfluB nehmender Wege, noch nicht im Detail geklart (Farkas et al., 2004). Wir
untersuchten zum einen, ob es Unterschiede im Recycling der einzelnen Isoformen gibt
und zum anderen, ob und inwieweit LRP1 dieses Recycling mdglicherweise beeinflusst.

Mit dem in Abb. 16a dargestellten Ergebnis und dessen Quantifizierung (Abb. 16b)
konnten wir das durch HDL vermehrte ApoE-Recycling bestdtigen. HDL-Zusatz zum
Chase-Medium flihrte bei allen Isoformen bereits in den Kontrollzellen zu einer Erh6hung
des ApoE-Recyclings. Bei den LRP1-EGFP-lberexprimierenden Zellen kam es unter
gleichen Versuchsbedingungen noch einmal zu einer deutlichen Zunahme. Dartber hinaus
lieBen sich in unseren Versuchen die quantitativen Unterschiede im Recycling der drei
Isoformen darstellen. Die ausbleibende Steigerung des ApoE3-Recyclings in LRP1-EGFP-
Uberexprimierenden Zellen, im Vergleich zur Kontrolle, ware mdglicherweise damit zu

erklaren, dass ApoE3 bereits durch den LDLR maximal aufgenommen wird und auch ein
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wirkungsvolles Recycling auf diese Weise ablaufen kann. Im Gegensatz zu ApoE4 bindet
ApoE3 bevorzugt an HDL (Weisgraber, 1990; Dong et al., 1994; Saito et al., 2003).
Mdglicherweise assoziieren internalisierte ApoE3 vergleichsweise schneller mit
internalisierten ApoA-I und Cholesterin, um dann ApoE-haltige HDL-Partikel zu bilden.
Dies wiirde zu einer weitaus héheren Recyclingrate von ApoE3 flihren und das in Abb.
16b gezeigte Ergebnis, bei Zusatz von HDL zum Chase-Medium, erkldren. Bei etwa
gleicher Effizienz der zelluldaren ApoE3- und ApoE4-Aufnahme (Bohnet et al., 1996) wurde
beschrieben, dass ApoE4 in der Zelle akkumuliert (Heeren et al., 2004) und das Recycling
dieser Isoform aus diesem Grunde stark reduziert ist. Dies ware mit dem in unserer
Analyse (Abb. 16b) dargestellten, weit unter dem des ApoE3- liegenden, basalen ApoE4-
Recycling zu vereinen. Letzteres ist des Weiteren nicht allein durch LRP1-Uberexpression
steigerbar. Der, durch das reduzierte Recycling, in der postprandialen Phase fehlende
ApoE-Nachschub im Plasma, ist eine Erklarung flir die trotz effizienter ApoE4-Aufnahme
verzbgerte Aufnahme ApoE4-haltiger TRL (Bergeron und Havel, 1996). Das verminderte
ApoE4-Recycling geht weiterhin mit einer intrazelluldren Cholesterinakkumulation einher
(Heeren et al., 2004), wodurch es zu einer zunehmenden Schaumzellbildung kommt. Auf
diese Weise tragt das beeintrachtigte ApoE4-Recycling zu dem erhdéhten Risiko der
Atheroskleroseentwicklung bei (Gregg et al., 1986; Davignon et al., 1988; Weisgraber,
1990; Dallongeville et al., 1992; Heeren et al., 2004).

ApoE2 bindet mit wesentlich geringerer Affinitdt an den LDLR als es fiir ApoE3 und ApoE4
beschrieben wurde (Schneider et al., 1981; Mahley et al., 1999). Sollte das auch fir die
Bindung an LRP1 zutreffen, konnte das, im Vergleich zum basalen ApoE3-Recycling,
verminderte Recycling von ApoE2, (Abb. 16a und 16b) mit der geringen zelluldren
Konzentration an ApoE2 nach ApoE2-TRL-Aufnahme erklart werden. Dagegen spricht
jedoch die Studie von Ruiz et al.. Darin wird beschrieben, dass die Isoformen
gleichermaBen an LRP1 binden (Ruiz et al., 2005). Auch wir vermuteten eine
Kompensation der reduzierten LDLR-vermittelten ApoE2-TRL-Aufnahme durch LRP1 (Abb.
14a). Danach misste ApoE2 in LRP1-liberexprimierten Zellen ebenso gut recycelt werden
wie ApoE3. In unseren Recycling-Experimenten konnten wir dies jedoch nicht zeigen.
Zwar ist eine leichte Erhohung des ApoE2-Recyclings durch LRP1-Uberexpression zu
erkennen, die Hohe des ApoE3-Recyclings wird aber bei weitem nicht erreicht (Abb. 16b).
Wir konnten zeigen, dass LRP1-Uberexpression das ApoE-Recycling, besonders in
Verbindung mit HDL im Chase-Medium, steigernd beeinflusst. Inwieweit sich die
Stimulation mit Insulin auf den EinfluB von LRP1 auf das ApoE-Recycling auswirkt, ist im
Detail nicht bekannt, und auch wir haben dazu direkt keine Versuche durchgefiihrt. In

insulinsensitiven FAO-Zellen konnten wir allerdings zeigen, dass Insulin das ApoE3-
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Recycling erhéht (Abb. 15). Anzunehmen wadre auch hier der Mechanismus Uber die
insulininduzierte Translokation von LRP1 aus endosomalen Vesikeln an die

Plasmamembran.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung von LRP1 fiir den intrazelluldren Stoffwechsel der
ApoE-Isoformen sowie die Wechselwirkung des postprandialen Hormones Insulin mit
LRP1 untersucht. Zur genaueren Analyse der LRP1-Wirkung setzten wir ein
fluoreszierendes Fusionsprotein aus LRP1 und EGFP ein, das in HEK293-Zellen
Uberexprimiert wurde. Fluoreszenz-markierte ApoE wurden an TRL-Remnants gekoppelt,
um nach zelluldren Aufnahme- bzw. Pulse-Chase-Experimenten quantitative Aussagen
Uber die ApoE-Aufnahme sowie Uber das Recycling der ApoE-Isoformen machen zu
kdnnen.

In der konfokalen Mikroskopie konnten wir unter Stimulation mit Insulin eine Verlagerung
von LRP1 aus intrazellularen Vesikeln an die Plasmamembran darstellen. Weitere Hinweise
auf eine Insulin-abhdngige Translokation ergaben sich aus Aufnahme-Experimenten. Mit
Hilfe von RAP konnte gezeigt werden, dass die Aufnahme von TRLR unter Insulin-
Stimulation zu steigern ist. In Leberzellen wird die RAP-Aufnahme ausschlieBlich durch
LRP1 vermittelt, d.h. Insulin stimuliert die endozytotische Funktion von LRP1. Unter
gleichen Bedingungen konnte die Aufnahme ApoE-haltiger TRLR in hepatischen Zellen
gesteigert werden. In Experimenten mit LRP1-EGFP-liberexprimierenden Zellen zeigte sich
eine vermehrte Aufnahme von ApoE, insbesondere der Isoform ApoE2. Die nach Insulin-
Stimulation erhéhte Oberflachenprasentation von LRP1 fiihrte, wie erwartet, noch einmal
zu einer Steigerung der Internalisierung. LRP1 kompensiert durch die Stimulation mit
Insulin die fehlende Bindung der Isoform ApoE2 an den LDLR und gewahrleistet eine
weitgehend normale Aufnahmerate.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde das LRP1-abhangige Recycling untersucht. Nach einer
starken postprandialen Lipidbelastung ist eine hohe ApoE-Verfiigbarkeit im Plasma
notwendig. Dies wird durch ein schnelles Recycling des ApoE-Anteils der aufgenommenen
TRLR/ApoE gewahrleistet. Durch intravaskuldren ApoE-Transfer, von HDL auf neu
entstandene TRLR, kann ApoE unmittelbar die erneute TRLR-Internalisierung vermitteln.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass, insbesondere bei zusatzlicher HDL-
Induktion, LRP1-Expression zu einer Steigerung des ApoE-Recyclings fiihrt. Die LRP1-
Wirkung ist auch hier am deutlichsten bei ApoE2 zu erkennen.

LRP1 spielt also eine bedeutende Rolle bei der Aufnahme postprandial in groBen Mengen
vorhandener hoch atherogener TRLR. Zum einen direkt durch die Bindung von ApoE, zum
anderen indirekt Uber das LRP1-vermittelte ApoE-Recycling, das flir die intravaskuldre

Bereitstellung von ApoE, flir weitere TRLR-Aufnahmezyklen, verantwortlich ist.
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8 Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis
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