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1. Einleitung

Der seit Jahren zu beobachtende stetige Anstieg der Sterbefalle durch Krankheiten
des Herzkreislaufsystems geht vor allem auf eine Zunahme der sogenannten
"koronaren Herzkrankheiten” (KHK), insbesondere des Herzinfarktes, zurlick. Durch
Langzeitstudien konnte ein Zusammenhang zwischen der Manifestation der
arteriosklerotischen Herz- Kreislauf- Erkrankung und dem Vorliegen bestimmter
Risikofaktoren gesichert werden. Die Hyper- und Dyslipoproteinamie ist als
Risikofaktor erster Ordnung flr die KHK schon lange bekannt. Die Beziehung
zwischen erhéhtem Cholesterin im Serum und dem Risiko einer KHK ist so eindeutig
gesichert, da® man zumindest fur das LDL- Cholesterin von einer kausalen
Beziehung sprechen mufl} (Steinberg 1989). Da eine Hypercholesterinamie nicht
schmerzhaft ist, hat die Friherkennung besondere Bedeutung bei der Vorbeugung
der KHK. Die Bewertung und pathobiochemische Einordnung der Lipid-
Risikofaktoren erfordern vom Arzt eine fundierte Kenntnis des Lipid- und

Lipoproteinstoffwechsels.

1.1. Der Lipoproteinstoffwechsel

Lipide sind in der Ernahrung des Menschen von grof3er Bedeutung. Als Triglyzeride
stellen sie einen wichtigen Energietrager und Reservestoff dar. Phospholipide,
Glykolipide und Cholesterin sind Hauptbestandteile der biologischen Membran.
Cholesterin ist zugleich Ausgangsstoff flir die Synthese der Gallensauren, der
Steroidhormone und des Vitamin D. Fast alle Lipide kdonnen im menschlichen
Organismus selbst synthetisiert werden, nur die mehrfach ungesattigten Fettsduren
mussen als essentieller Nahrungsbestandteil zugefuhrt werden.

Lipide sind niedermolekulare, wasserunldsliche Kohlenwasserstoffketten, die
aliphatisch oder ringformig angeordnet sein konnen. Die hauptsachlich im
menschlichen Blut vorkommenden wasserunldslichen Lipide sind Phospholipide,
Triglyzeride, fettldsliche Vitamine und Cholesterin. Sie werden im Blut in Form von

Lipoproteinen transportiert (Havel et al 1980). Diese hochmolekularen,
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pseudomicellaren Komplexe enthalten neben den Lipiden sogenannte
Apolipoproteine, die durch ihren amphiphilen Charakter der wesentliche
strukturgebende Bestandteil der Lipoproteine sind. Der lipophile Kern dieser Partikel
besteht Gberwiegend aus Triglyzeriden und Cholesterinestern, die Hulle wird gebildet
aus dem hydrophilen Bereich der Apolipoproteine und den hydrophilen Gruppen der
Phospholipide und des Cholesterins.

Apolipoproteine haben neben der Vermittlung von Transportprozessen von Lipiden
im Organismus andere wichtige Funktionen innerhalb des Lipidstoffwechsels. Sie
regulieren als Co-Faktoren die Aktivitat von Enzymen, z.B. der endothelstandigen
Lipoproteinlipase (LPL), und dienen als Liganden fur spezifische Rezeptoren, die die
zellulare Aufnahme steuern (Havel et al 1989).

Im Plasmalipidstoffwechsel werden das exogene, das endogene und das reverse
Cholesterintransportsystem unterschieden (Brown et al. 1986).

Der exogene Stoffwechselweg beschreibt den Metabolismus der Nahrungslipide und
ihren Transport vom Darm zur Leber. Nach der Resorption werden die Lipide in der
Mukosa des Dinndarms mit Apolipoproteinen, vor allem Apo B-48, assoziiert und als
Chylomikronen Uber den Ductuc thoracicus unter Umgehung der Leber in den
venosen Kreislauf abgegeben. |hr Triglyzeridanteil wird in Fett- und Muskelgewebe
durch die endothelstandige LPL hydrolytisch abgespalten. Das Apo C-Il dient dabei
als Aktivator der LPL. Die entstehenden Abbauprodukte (Chylomikronen- remnants),
die reich an Cholesterinestern sind, besitzen neben dem verbleibenden
Strukturprotein  Apo B-48 hauptsachlich Apo E. Sie werden Uber einen
Chylomikronen-remnants-Rezeptor in die Leberzellen aufgenommen.

Der endogene Stoffwechselweg beschreibt den Metabolismus der Lipide hepatischen
Ursprungs. Die Leber produziert Lipoproteine mit sehr geringer Dichte, VLDL, die
Apolipoproteine Apo B-100, Apo E und Apo C enthalten. Sie werden in der Blutbahn
Uber Lipoproteine intermediarer Dichte, IDL, zu Lipoproteinen geringer Dichte, LDL,
umgebaut, wobei als Apolipoprotein im wesentlichen nur Apo B-100 erhalten bleibt.
Am Abbau der IDL zu LDL ist mit grof3er Wahrscheinlichkeit die hepatische Lipase
(HL) beteiligt (Grundy et al, 1990). Die LDL, die hauptsachlich Cholesterin
transportieren, werden von allen Korperzellen Uber rezeptorvermittelte Endozytose
aufgenommen. Die Leber spielt fir den LDL- Abbau die groRte Rolle (Dietschy et al,
1983).

Durch den reversen Cholesterintransport wird Cholesterin aus der Peripherie zur



Leber transportiert, wobei die sehr dichten Lipoproteine (HDL) eine Schllsselstellung
einnehmen. Leber und Dinndarm synthetisieren diskoidale HDL, die von den
peripheren Zellen freies Cholesterin aufnehmen, das durch die Lecithin- Cholesterin-
Acyl- Transferase (LCAT) verestert wird. Cholesterinbeladene HDL reichern Apo E
an und gelangen als HDL mit Apo E zur Leber. Ein Teil des veresterten Cholesterins
wird unter Vermittlung von Cholesterinester- Transfer- Proteinen auf Apo B
enthaltende Lipoproteine Ubertragen, um Uber LDL in die Leber oder erneut in
periphere Gewebe zu gelangen.

Verschiedene Stérungen des Lipoproteinstoffwechsels kénnen zu einer
Hypercholesterinamie und damit zu der Entwicklung von Atherosklerose fuhren. Als
bekannteste ist die familidare Hypercholesterinamie zu nennen, bei der es aufgrund
des LDL- Rezeptordefektes zu einer Anhaufung dieser Lipoproteine im Blut,
verbunden mit stark erhohten Cholesterinwerten, kommt. Patienten mit der
homozygoten Form dieser Hypercholesterinamie beginnen bereits in den ersten10

Lebensjahren an koronarer Herzkrankheit zu leiden.

1.2. Die Funktion der Apolipoproteine

Apolipoproteine dienen der Stabilisierung und dem Transport von Lipidemulsionen
und sind bestimmend fur deren Stoffwechsel. Ohne Apolipoproteine kdnnen Lipide
weder aus der Zelle sezerniert werden noch ist eine effiziente Aufnahme in Zellen
bzw. Organe mdglich. Darlber hinaus sind Apolipoproteine Co- Faktoren fur
Enzyme, die den Lipidanteil der Lipoproteine umsetzen.

Apo A-l ist ein Strukturprotein der HDL und gilt als Aktivator der Lecithin- Cholesterin-
Acyltransferase, die fur die Bildung von Cholesterinester obligat ist. Apo A-Il scheint
die hepatische Lipase zu aktivieren, es bleibt jedoch zu klaren, ob dieser Effekt
spezifisch ist. Apo A-1V spielt im Metabolismus triglyceridreicher Lipoproteine und der
HDL eine entscheidende Rolle.

Apo B-100 ist das einzige Apolipoprotein der LDL. Es bindet an den B/E- Rezeptor
und ist fir die Sekretion von Triglyzeride und Cholesterin aus der Leber und
Ddnndarm verantwortlich. Apo B-48 ist fur die Resorption von Lipiden und

lipidldslichen Vitamine aus der Nahrung verantwortlich.



1.3. Apo E- Polymorphismus

Das Apo E ist ein Arginin- reiches Protein, das mehrere Funktionen im Stoffwechsel
der Lipoproteine aufweist: Es vermittelt die Aufnahme von Chylomikronen- Remants
in die Leber und ist fir den Abbau von VLDL- Remants und deren Umwandlung zu
LDL verantwortlich. Im Plasma findet man Apo E in mehreren Isoformen. Die drei
Hauptisoformen des Apo E beim Menschen, E 2, E 3 und E 4, werden durch drei
verschiedene Allele eines Genlocus kodiert. Die drei Allelen werden codominant
vererbt.

Damit lassen sich drei Homozygote ( E 2/2, E 3/3, E 4/4) und drei Heterozygote (E
2/3, E 4/2, E 3/4) Phanotypen unterscheiden.

Die sechs Phanotypen treten unterschiedlich haufig auf ;

Phanotyp Haufigkeit (%)
E 3/3 60
E 3/4 22
E 2/3 12
E 4/4
E 2/4
E 2/2

Das Apo E 4 unterscheidet sich von dem Apo E 3 durch einen Austausch des
Cystein-112 gegen Arginin, und tragt damit eine positive Ladung mehr .

Beim Apo E 2 hat gegenuber dem Apo E 3 ein Austausch des Arginin-158 gegen
Cystein stattgefunden, so dass eine positive Ladung weniger vorliegt (Utermann et al
1977).

Dieser Austausch einer Aminosaure in der Nahe der Bindungsstelle fuhrt zu einer
deutlich verminderten Bindungsaktivitat des Apo E 2 an der LDL- Rezeptor, wahrend
zwischen der Affinitat des Apo E 3 und Apo E 4 kein wesentlicher Unterschied
besteht (Schneider et al 1981). Der Grund der verminderten Affinitdt des Apo E 2
liegt vermutlich in einer veranderten Konformation der Bindungsregion (Innerrity et al
1984).

Der Apo E- Polymorphismus beeinflusst sowohl den exogenen als auch den
endogenen Cholesterintransport. In Vivo werden Chylomikronen- und VLDL-

Remnants, die Apo E 2 enthalten, aufgrund der schlechteren Bindung von Apo E 2



an LDL- Rezeptor und Chylomikronen- Remnants verzégert abgebaut. Die
Konzentration der Remnants steigt daher bei Apo E 2/2 Homozygoten im Blut an, die
Konzentration der LDL ist eher niedrig, da namlich einerseits weniger Remnants in
LDL umgewandelt und andererseits durch verminderten Einstrom von Cholesterin in
die Leberzelle die LDL- Rezeptoren hochreguliert werden. Aus diesem Grund wird
dem Apo E 2/2 Allel ein kardioprotektiver Effekt zugeschrieben. Allerdings entwickelt
ein geringer Teil der Apo E 2/2 Homozygoten eine Typ- IlI- Hyperlipoproteinamie
nach Friedrickson, wobei der =zusatzliche pathogenetische Faktor, der die
Hyperlipoproteinamie Typ- Il bedingt, noch nicht bekannt ist. Klinisch fallt diese
Stoffwechselstorung meist erst im Erwachsenenalter auf. Neben der zum Tell
massiven Erhdhung von Cholesterin und Triglyzeride im Plasma treten bei den
Patienten Xanthome verschiedenen Auspragung auf. Auffallig sind Palmarxanthome,
die bei Diagnosestellung bei jedem zweiten Erkrankten festzustellen sind, und
welche bis heute nicht im Zusammenhang mit anderen Erkrankungen beschrieben
wurden. Die Inzidenz von peripherer Artherosklerose und Koronarsklerose ist bei
diesen Patientenkollektiv hoch.

Das Apo E 4/4 hat ein umgekehrten Effekt auf den Lipoproteinstoffwechsel, es ist mit
hohem LDL- Cholesterin assoziiert. Obwohl in Vitro Apo E 3 und Apo E 4 die gleiche
Affinitat zum LDL- Rezeptor aufweisen, wird in Vivo Apo E 4 deutlich schneller
abgebaut. Man nimmt an dal® dies auf eine unterschiedliche Verteilung der Apo E
Isoformen auf die Lipoproteinklassen zurickzuflhren ist. Apo E 4 hat eine hdhere
Affinitat fur Triglyzerin- reiche Lipoproteine, wahrend Apo E 2 bevorzugt mit HDL
assoziiert wird.

Zur Bestimmung des Phanotyps werden die Apo E Genotypen aufgrund ihrer
unterschiedliche Nettoladung durch isoelektrische Fokussierung aufgetrennt, auf
Nitrocellulose geblottet und immunologisch dargestellt. Im Plasma findet man neben
genetisch determinierten Isoformen zusatzliche Banden, die dadurch entstehen, dal}
jede Isoform eine variable Zahl an Neuraminsaureresten tragt, zusatzliche negative

Ladungen in das Moleklil einfihren.



1.4. Die Lipasen

Ausgangspunkt der Fettverwertung zur Energiegewinnung ist die Hydrolyse der
Triglyzeride durch die Lipasen. Die Lipoproteinlipase (LPL) bildet mit der Hepatische
Lipase (HL) und der Pankreaslipase die Gruppe der neutralen Lipasen (Hide et al
1992). Die drei Lipasen haben eine ahnliche Funktion im Stoffwechsel, der Wirkort ist
jedoch unterschiedlich. Wahrend die LPL fur die Hydrolyse von VLDL und
Chylomikronen verantwortlich ist, katalysiert die HL die Hydrolyse von Triglyzeriden
des Intermediate Density Lipoproteins (IDL) unter Bildung der Low Density
Lipoproteine (LDL) und die Hydrolyse von Triglyzeriden und Phospholipiden der HDL
( Datta et al.1988).

Im Vergleich zwischen LPL und HL konnte gezeigt werden, dal} die beiden Enzyme
Triglyzeride hydrolysieren und dal® die HL dartber hinaus eine 2- bis 3-fach hdhere
Affinitat gegenuber Phospholipiden aufweist (Deckelbaum et al. 1992). Die
Pankreaslipase ist hauptsachlich involviert in die direkte Lipolyse der Nahrungsfette
und wird von der Bauchspeicheldrise sezeniert.

Vergleicht man die Aminosauresequenz innerhalb der Lipasefamilie, zeigt sich eine
hohe Strukturhomologie (Hide et al. 1992). Man nimmt an, dal® sie im Laufe der
Evolution durch Genduplikation entstanden sind und den speziellen Anforderung

angepaldt wurden.

1.4.1. Die Lipoproteinlipase (LPL)

Die LPL ist eine Acylglycerol- und Phosphatidhydrolase und ein multifunktionelles
Enzym und ein Schlusselenzym des Lipoproteinstoffwechsels (Olivecrona et al.
1971). lhre Funktion besteht in der hydrolytischen Spaltung von Triglyzeriden aus
Chylomikronen und VLDL (Olivecrona et al. 1984) und der Bindungsvermittiung von
Lipoproteinen an deren Rezeptoren (Beisiegel et al. 1991). Der Wirkort der LPL ist
das vaskulare Endothel, wo sie an Heparinsulfat gebunden ist. Die LPL wird in
verschiedenen Geweben synthetisieren. Die mRNA fur LPL konnte durch in- situ-
Hybridisierung in Adipozyten, Myozyten, epithelialen, intestinalen und anderen Zellen
nachgewiesen werden. Die wichtigsten Syntheseorte sind Fettgewebe, Herz und
Muskulatur. Die adulte Leberzelle synthetisiert im Gegensatz zur neonatalen
Leberzelle keine LPL (Peinado-Onsurbe et al.1992). Das vaskulare Endothel
produziert keine LPL, so dal die LPL von ihrem Syntheseort zu ihrem Wirkungsort

wandern muss (Camps et al. 1990).



Die LPL wird als inaktives Proenzym im endoplasmatischen Retikulum gebildet und
im Golgiapparat glykosyliert. In ihrer aktiven Form wird die LPL als Homodimer
(Iverius et al. 1976) in den interstitiellen Raum sezerniert. Von dort muss die LPL
durch die Endothelzellen zu deren luminaler Seite transportiert werden. Es wird
angenommen, dass das Enzym durch einen rezeptorabhangigen Prozess in die Zelle
aufgenommen wird, die Endothelzelle in einem Vesikel durchwandert und zur
luminalen Seite sezeniert wird ( Saxena et al. 1989).

Der Proteinanteil des Enyzms besteht aus 448 Aminosauren (Wion et al. 1987) und
besitzt eine Molekularmasse von 50 kDa ( Olivecrona et al. 1971). Der
Kohlenhydratanteil bildet 8% der Molekularmasse (lverius et al. 1985) und hat eine
entscheidende Bedeutung fur die Sekretion und katalytische Aktivitat der LPL (Wang-
Iverson et al. 1980). Der isoelektrische Punkt liegt bei pH 8.9 (Yang CZ et al. 1989).
Das Maximum ihrer enzymatischen Aktivitat liegt zwischen pH 8.0 und 8.5.
Salzkonzentrationen grofRer als 1M Nacl inhibieren ihre katalytische Aktivitat
(Olivecrona et al.1971).

Zahlreiche Arbeiten haben gezeigt, dass die entscheidende Region fir die
Lipidbindung auf dem C- terminalen Ende der LPL zu liegen scheint (Lookene et al.
1993, Williams et al. 1994). Die LPL besitzt zusatzlich zu Apo C-Il (Clarke et al.1983)
auch eine Heparinbindungsstelle (Yang et al.1989), mit welcher sie an Proteoglykane
der Endothelzelle binden kann. Es wird angenommen, dass die Bindungsstelle durch
elektrostatische Anziehungskrafte entsteht (Bengtsson-Olivecrona et al. 1985), die
genaue Lokalisation der Bindungsstelle ist jedoch noch nicht vollstandig geklart. Die
Bindungsstarke ist von dem Anteil der Sulfateinheiten an den Proteoglykanen und
somit deren Ladungsdichte abhangig (Olivecrona et al.1987).

Die Bindung der LPL an die triglyzeridreiche Lipoprpteine ist essentiell fir ihre
Funktion als Enzym und Rezeptorligand. Die Faktoren, die zu der Assoziation der
triglyzeridreiche Lipoproteine mit der endothelstandigen LPL fuhren, sind
unzureichend bekannt. In Anlehnung an die Sequenz der Pankreaslipase, fur welche
die Lipidbindungsstelle bekannt ist, vermutete man zunachst, dass die Region von
Asp 125 bis Gly 144 entscheiden sei (Wion et al. 1987). Bei der Aufklarung der
Tertiarstruktur der Pankreaslipase zeigte sich jedoch, dass die analoge hydrophobe
Region der LPL in einer Tasche im Bereich des aktiven Zentrums verborgen liegt
(Winkler et al. 1990).

Die Anlagerung der negativ geladenen Aminosauren des C- terminalen Endes des
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Apo CIl an die positiv geladene Bindungsstelle der LPL fihrt zwar zu deren
Aktivierung (Garfikel et al. 1987, Hide et al. 1992), tragt vermutlich jedoch nicht zur
Bindung bei. Es konnte auch gezeigt werden, dal® die Anreicherung von
triglyzeridreiche Lipoproteine mit einem physiologisch zusammengesetzen Gemisch
von Apo Cll und Apo CllI die Affinitat fir LPL herabsetzt ( van Barlingen et al.1996).
Bei Injektion von Heparin bilden sich Komplexe aus LPL und Heparin, was zur
Losung der Bindung zwischen LPL und Proteoglykanen und somit zu einer
Freisetzung der Lipase in der Blutstrom fihrt. Eine Reihe von Arbeitsgruppen haben
gezeigt, dal} die Zugabe von Heparin zu einer deutlichen Verminderung der LPL-
Bindung an die Zelloberflachen fuhrt ( Cheng et al.1981, Wang-lverson et al. 1980).
In humanem Plasma ist eine niedrige basale LPL Aktivitat von 0,3-1 mU/ml melbar,
die weniger als 1% der nach Injektion von Heparin gemessene Aktivitat von 150-300
mU/ml (Peterson et al. 1985) betragt, von der man annimmt, dass sie das gesamte
am Endothel gebundene LPL reprasentiert.

Die Feststellung, dal® nach der Injektion von Heparin die gesamte im Kreislauf
befindliche Menge von LPL freigesetzt wird, wird dei der Bestimmung der
Gesamtaktivitat und Gesamtmasse der LPL zur Differenzialdiagnostik bei der
Patienten mit Fettstoffwechselstorung benutzt.

In dieser Arbeit diente die Tatsache, dal} das Postheparinplasma wesentlich mehr
LPL enthalt als Praheparin- Plasma, als Kontrolle bei der Untersuchung der

Assoziation von HL mit Lipoproteinen.

1.4.2. Die Hepatische Lipase (HL)

Die HL ist ein lipolytisches Enzym mit einer molekularen Masse von 66 kDa, dessen
Hauptsyntheseort die Leber ist. Nach ihrer Sekretion wird sie durch Proteoglykane an
die Oberflache der Hepatozyten und des Endothels gebunden. Die HL wirkt als
Acylglycerolhydrolase und als Phospholipase, und spaltet dabei sowohl Triglyzeride
in Chylomikronen-Remnants, IDL und HDL als auch Phospholipide in HDL,. Die HL
beeinflullt mdglicherweise auch den reversen Cholesteroltransport und beschleunigt
den Cholesteroltransfer zu den steroidbildenden Geweben wie den Nebennieren und
den Ovarien.

Im Gegensatz zur LPL wird die HL durch 1 M NaCl aktiviert und bendtigt fur ihre
Aktivitdt keinen Kofaktor. Auflerdem besitzt die HL eine starkere Aktivitat fir
Phospholipide als die LPL.
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Die Rolle der HL im Lipoproteinstoffwechsel kann in eine lipolytische und eine nicht
lipolytische unterteilt werden. Studien, in denen ein funktioneller Defekt der HL in
Tiermodellen induziert wurde, weisen auf eine lipolytische Rolle der HL im VLDL,
IDL, HDL und Remnant- Stoffwechsel hin (Kussi et al. 1979, Goldberg et al.1982 und
Sultan et al.1990). Dazu passend sind die klinischen Befunde bei HL- defizienten
Patienten, die Hypercholesterinamie, Hypertriglyzeriddmie sowie erhohte VLDL-
Remnants, LDL und HDL aufweisen (Breckenridge et al.1982, Carlson et al. 1986,
Auwerx et al. 1990). Neuere In- Vitro- Studien weisen auf eine zusatzliche, nicht
lipolytische Funktion im zellularen Lipidstoffwechsel hin. Die HL koénnte als Ligand
dienen, der die Interaktion von Lipoproteinen mit Zelloberflachenrezeptoren
erleichtert. In Experimenten an Zellkulturen konnte gezeigt werden, dal® die HL die
Aufnahme von verschiedenen Lipoproteinen steigert (Krapp et al. 1996, Ji Z-S et al.
1994).

Verschiedene Studien haben auf eine protektive Rolle der HL bei der Arteriosklerose
hingewiesen. Es wurde gezeigt, dal3 die Aktivitat der HL bei den Heterozygoten fur
Cholesterinester- Transferprotein- Defekt mit den kardiovaskularen Erkrankungen
signifikant niedriger als in der Normalbevolkerung ist (Hirano et al.1995). Zugleich ist
die Aktivitat der HL im Postheparin- Plasma bei den Patienten mit kardiovaskularen
Erkrankungen mit normalen Lipidwerten deutlich reduziert (Groot et al. 1991). Bei
den homozygoten Patienten mit familiaren Hypercholesterindmien ist der Grad der
Kalzifizierung bei der Arterioskerose mit der Aktivitat der HL invers korreliert (Dugi et
al. 1997). Die Mutation des Promotors der HL an der Position —480 ist mit
Aktivitatsabnahme der HL bei den Patienten mit kardiovaskuldren Erkrankungen
assoziiert (Jansen et al 1997).

Auf eine mdgliche pro- atherogene Rolle der HL weist der Effekt des Enzyms auf das
Plasmalipoprotein- Profil, besonders des HDL, hin. Entsprechend der Funktion der
HL beim Abbau von HDL- Phospholipiden und- Triglyzeriden ist ihre Aktivitat invers
korreliert mit den HDL- Cholesterol- Werten (Jackson et al.1990, Blades et al 1993).
Da zahlreiche epidemiologische Untersuchungen einen Zusammenhang zwischen
niedrigen HDL- Werten und dem Risiko der Arteriosklerose gezeigt haben, konnte die

HL auf diese Weise die Entstehung von Gefal3verkalkung fordern.
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1.5. Zielsetzung dieser Arbeit

HL, LPL und Apo E spielen eine wichtige Rolle im Stoffwechsel der Lipoproteine.
Defekte bzw. funktionelle Storungen des Apo E und der LPL resultieren in einer
Akumulation von Chylomikronen oder VLDL- Remnants, was zur Entstehung von
Atherosklerose fihren kann. Der genetische Polymorphismus des Apo E beeinflusst
ebenfalls den Fettstoffwechsel. Wahrend Apo E 4 eine hohere Affinitat fur
triglyzeridreiche Lipoproteine aufweist, assoziiert Apo E 2 bevorzugt mit HDL.

Die Rolle der HL bei der Entstehung der Atherosklerose wird kontrovers diskutiert.
Einige Studien haben auf eine protektive Rolle der HL hingewiesen. Unter anderem
ist die HL- Aktivitdt im Postheparin- Plasma von Patienten mit kardiovaskularen
Erkrankungen mit normalen Lipidwerten deutlich reduziert. Andere Untersuchungen
haben jedoch eine inverse Korrelation zwischen HL- und HDL- Konzentration
gezeigt, was auf eine pro- atherogene Rolle schlielen Iasst.

Ein Ziel dieser Arbeit war, das Plasma von Probanden mit unterschiedlicher Apo E—
Homozygotie auf eine mogliche Assoziation der HL an Lipoproteine in Abhangigkeit
des Apo E- Genotyps zu untersuchen. Damit sollten Rickschlisse auf den Einfluss
des Apo E- Polymorphismus auf den Lipidstoffwechsel erzielt werden. Es ist denkbar,
dass die HL bei den verschiedenen Apo E- Isotypen eine unterschiedliche Affinitat
gegenuber den Lipoproteinen vorweist. Diese Hypothese kdnnte eine Erklarung fur
das unterschiedliche Stoffwechselverhalten der verschiedenen Apo E- Isotypen
geben.

Zweites Ziel dieser Arbeit war, die Aktivitat der HL und der LPL bei den
verschiedenen Apo E- Genotypen zu bestimmen, um eine mogliche Korrelation der
Abnahme der HL- Aktivitat mit bestimmten Apo E- Isotypen zu finden. Eine
Aktivitatsabnahme der HL bei Apo E 4 konnte die hohen Lipidwerte dieses Geotyps

erklaren.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien und Materialien

Aceton (Merck), BSA Rinderserumalbumin (Sigma), CNBR- aktivierte Sepharose
(Pharmacia), 4-Chloro-1-Naphol 30 mg Tab. (Sigma), Diethylbarbitursaure (Merck
276), Diethylbarbitursaure Natriumsalz (Merck 6318), Dodecylsulfat NA-Salz (Meck
9), ECL- Reagenz (Amersham), Eisessig (Merck), Ethanol (Merck), Rontgenfilm
(Kodak), Filmkammer (Rego), Filter 0.45um (Minisart NML, Satorius), Filterpapier
(Schleicher und Schuell), glycerol tri [ 1- *C] Oleat ( Amersham, Arlington Heigts),
Glyzerin (Merck), Heparin (Sigma H-7005), 7 ml Heparin- Lithium- Rohchen
(Beckton Dickson), Methanol (Merck), Monovette 9 ml EDTA (Sarstedt),
Nitrocellulose 0,45 um (Schleicher & Schuell), Ponceau L6sung (Serva), Superose 6
HR 10/30 (Pharmacia LKB, Schweden), Testkid (Firma Boehringer Mannheim),
Tetrahydrolipstatin (THL, Orlistat, Hoffmann La Roche), Tris- HCL (Roth), Tween 20
(Merck), Wasserstoffperoxid 30% (Merck)

2.1.2. Puffer

PBS 2.7 mM KCL, 1.5 mM KH2PO4, 137 mM NACL, 8.1 mM NA2HPO4
Puffer A 10 mM Tris-CL, 154 mM NACL, 1.5 mM EDTA, pH 8.6

Puffer B 10 mM Tris-Cl, 140 mM NACL, 1 mM EDTA, pH 7.4

2.2. Gerate

Blotting- Kammer (Biorad)

Elektrophoresekammer fur SDS- Polyacrylamidgel (Desaga)

Fast Protein Liquid Chromatograph ; FPLC (Phrmacia, Schweden)
FPLC-Saule Superose 6 HR 10/30 (Pharmacia, Schweden )
Kettenphotometer (Eppendorf)

Laborzentrifuge Rotanda fur Plasmazentrifugation (Hettich)

Slot- Blot, Mehrfachfiltrationsgerat fur Mikroproben (Schleicher Schuell)
Sterile Filter (Sartorius)

Transmissions- Elektronenmikroskop
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2.3. Biologisches Material

1. Lipoprotein Lipase: Prof. G Olivecerona, Department of Medical Biochemistry
and Biophysics, University Umea, Schweden.

2. Hepatische Lipase: s.0

3. Apo E: isoliert aus humanem Plasma, Labor Prof. U Beisiegel

2.4. Antikorper

Anti HL (erster Antikorper); polykolonaler Antikdrper aus Kaninchen, Verdinnung
1;1000 (Prof. Hans Will, Heinrich- Pette- Institut Hamburg).

Anti ApoE (erster Antikorper); polyklonaler Antikdrper aus Kaninchen, Verdinnung
1: 5000 (Firma Dianova).

Anti LPL (erster Antikorper); monokolonaler Antikdrper aus Maus, Verdunnung
1:250 ( J.D. Brunzell Seattle, USA).

GARPO (goat anti rabbit peroxidase, zweiter Antikorper); polyklonaler
Ziegenantikorper gegen Kaninchen 1gG, Verdunnung 1; 4000 (Firma Dianova).
GAMPO (goat anti mouse peroxidase, zweiter Antikorper); monoklonaler
Ziegenantikérper gegen Maus IgG, Verdinnung 1; 5000 (Firma Dianova).

Protein A- Gold Antikorper; monokolonaler Antikérper gegen Maus mit 6 und 12
nm Goldmarkierung (Firma Dianova).

Colloidal gold anti mouse IgG; polykolonaler Antikorper mit 10 nm Goldmarkierung

(Firma Polysciences)

15



2.5 Methoden

2.5.1 Gelfiltration

Lipoproteine kdnnen mittels der Gelfiltration nach ihrer GroRe getrennt werden. Mit
Hilfe einer Prazisionpumpe, FPLC (Fast Protein Fluid Chromatograph), werden die
Plasmaproben einzeln unter konstantem Druck und mit konstantem FluRvolumen
zusammen mit einem Puffer Uber eine Gelfiltrationssaule gepumpt. Die
Gelfiltrationssaule enthalt ein Medium auf Agarosebasis, welches eine definierte
PorengrofRe besitzt. Kleine Lipoproteine kénnen in die Poren eindringen, grof3e nicht.
Folglich verteilen sich kleine lipoproteine sowohl innerhalb als auch zwischen der
Poren und wandern somit relativ langsam durch das Gel, wohingegen grol3e
Lipoproteine zwischen der Poren beschrankt bleiben und die Saul schneller
passieren. Somit befinden sich die grof3e Lipoproteine in frGheren Fraktionen,
wogegen die kleine Lipoproteine in spateren Fraktionen vorkommen.

Die gesamten Gelfiltrationsexperimente in dieser Arbeit wurden mit der FPLC
durchgefuhrt. Die Superose 6 HR Saule wurde vor Gebrauch mit 7.5 ul Ferritin, 40 pl
Albumin, 40 ul Cytochrom- C kalibriert.

Die Kalibrierung dient zur genauen Einteilung der Fraktionen entsprechend der
Lipoproteinfraktionen. Nach dieser Kallibrierung ist zu entnehmen, dal} sich in
Fraktionen 15-17 VLDL, in Fraktionen 24-26 LDL, und in die Fraktionen 32-34 HDL
befindet.

Vor jedem Plasmaauftrag wurde die FPLC und die zu- bzw. abfihrenden Schlauche
mit PBS Puffer gewaschen, bis eine Nulllinie erschien, welche die Reinheit der Saule
anzeigte. Danach wurden die Plasmaproben in einen 200 pl Probenschlauch
eingefullt und die FPLC gestartet. Die Flussgeschwindigkeit betrug 0.5 ml/min, in

jeder Fraktion wurde 500 ul gesammelt.

2.5.2 Bestimmung der Konzentration von Triglyzeriden und Cholesterin
Bezuglich der Frage, welche Lipoproteine sich in welchen Fraktionen befinden,
wurden die einzelnen Fraktionen auf ihre Triglyzerid- und Cholesterin-
Konzentrationen untersucht. Diese Versuche wurden mit Hilfe eines enzymatischen
Farbtests (Testkit) der Firma Boehringer Mannheim durchgefihrt.
Cholesterinbestimmungskit MPR2 CHOD- PAP- Methode

Triglyzeridbestimmungskit MPR2 CPO- PAP- Methode
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2.5.3. Slot- Blot und Immundetektion

Fir die Immundetektion wurde als immunologische Technik das Slot- Blotting-
Verfahren ausgewahlt. Dabei werden die zu untersuchenden Proteine auf ein Gitter
aufgetragen und Uber Vakuum auf die an der Unterseite des Gitters befestigte
Membran gesaugt, wodurch sie fur die Reaktion mit dem anschliel3iend zugegebenen
spezifischen Antikorpern leichter zuganglich werden. Mit Hilfe dieser Methode
konnen viele Proben gleichzeitig getestet und quantifiziert werden.

Wir haben nach der Gelffiltration 100 ul der gewonnenen Fraktionen einzeln in die
Slot- Blot- Kammern auf Nitrocellulose pipettiert. Mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe
wurde die Einziehung beschleunigt. Nach der Proteindetektion mit Ponceau- Losung
wurden die Nitrocellulosen wieder mit PBS entfarbt und eine Stunde in Blocking-
Puffer inkubiert. Die Detektion der LPL, HL, Apo E erfolgte mit den bereits erwahnten
Antikérpern (Abschnitt 2.4). Die eingesetzten Antikérperkonzentrationen wurden
antikorperspezifisch gewahlt (Abschnitt 2.4). Die Inkubation erfolgte wahrend einer
Stunde bei Raumtemperatur. Die Nitrocellulosen wurden in vier Schritten auf dem
Schuttler gewaschen, um ungebundene Antikérper zu entfernen. (Waschvorgang: 1
min. Puffer A, 2 mal 10 min. Puffer B, 1 min Puffer A). Zur Detektion der gebundenen
Anti- LPL- Antikorper wurde GAMPO, zur Detektion der gebundenen Anti-HL/Anti-
Apo E GARPO als zweiter Antikorper in einer Verdinnung von 1:5000 mit 5% BSA in
Puffer A flr eine Stunde bei Raumtemperatur eingesetzt. Danach wurde der
Waschvorgang wiederholt. Daraufhin wurde die Darstellung der Immunreaktion
mittels ECL- Reagenz durchgefuhrt. Hierzu wurden die Nitrocellulosen mit den kurz
zuvor zusammengefuhrten ECL- Reagenz 1 und 2 benetzt, nach einer Minute
Einwirkungszeit getrocknet und dann in eine Filmkammer gelegt. In der
Dunkelkammer wurde ein Film zur Bandendarstellung fir 10, 30, und 60 Sekunden

aufgelegt und entwickelt.

2.5.5 Elektronenmikroskopie

Die mit Formvar beschichteten Kupfernetzchen wurden fir 5 Minuten auf einem
Tropfen ausgewanhlter Fraktionen nach der Gelfiltration inkubiert. Uberschissige
Flussigkeit wurde danach mit einem Filterpapier vorsichtig abgesaugt. Unspezifische
Reaktionen bei der anschlieRenden Immunmarkierung wurden durch Inkubation der
Netzchen auf einem Tropfen 1% BSA/PBS verhindert. AnschlieRend wurden die

ersten Antikorper auf die Netzchen aufgetragen. Die Reaktion der ersten AK erfolgte
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fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Danach wurden die Netzchen grundlich auf 5
Tropfen 1% BSA/PBS gewaschen und fur 30 Minuten auf einem Tropfen mit dem
zweiten AK inkubiert. Die an den Zweiten AK gekoppelten Goldpartikel hatten
verschiedene Durchmesser. Die Netzchen wurden anschliefend grindlich auf 6
Tropfen 1% BSA/PBS und 5 Tropfen Wasser gewaschen und mit 2%
Phosphorwolframsaure negativ kontrastiert. Nach dem Trocknen konnten die Proben

im Transmissionselektronenmikroskop untersucht werden.

2.5.3. HL und LPL Aktivitatsassay

Die lipolytische Aktivitat der LPL und HL wurde nach der Methode, wie von lverius et
al. 1986 fur LPL beschrieben, gemessen. Die Postheparin- Plasmen wurden nach
der Filtration mit 0.45 pm Filter fur 60 Minuten bei 37° C mit einem Glycerol- tri-
[1-"*C] Oleat- und Lecitinhaltigen Substrat inkubiert. Dann wurden die radioaktiven
freien Fettsduren extrahiert und die Aktivitdt gemessen. Die Lipasenaktivitaten
werden in Nanomol freie Fettsaure, die pro Minute und Milliliter freigesetzt werden,
angegeben (nmol/min/ml). Separate Bestimmung fur die Aktivitat von LPL und HL
wurden mittels Hemmung der LPL- bzw. HL- Aktivitat durch Inkubation der Proben
mit Anti- LPL-Antikdrper bzw. Anti- HL- Antikorper durchgefiihrt (Babirak et al. 1989).

Als Standard wurde Postheparin- Plasma eines Apo E 3/3 Probanden eingesetzt.

2.6.1 Patientenkollektiv

19 Probanden (11 Frauen, 8 Manner) im Alter von 22 bis 72 Jahren, bei denen alle
mit Hilfe der isoelektrischen Fokussierung eine Homozygotie von Apo E
diagnostiziert wurde, wurden ausgewahlt, um die Assoziation und Verteilung der HL
und die Lipoproteine in Pra- und Postheparin- Plasma zu untersuchen. Von diesen
Probanden hatten 8 Apo E 3/3, 5 Apo E 4/4 und 6 Apo E 2/2 Genotypen. Keiner der
Probanden war zum Zeitpunkt der Blutentnahme in medikamentdser Behandlung.
Die Auswahl der Probanden war unabhangig von den Plasmatriglyzerid- und

Cholesterinkozentrarionen.
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2.6.2 Probenaufbreitung

Den Probanden wurde vier mal 9 ml EDTA- Blut mit folgendem Zusatz abgenommen:
a) Praheparin- Plasma mit und ohne Zusatz von THL (30 ng/ml Blut)

b) Postheparin- Plasma mit und ohne Zusatz von THL (30 ng/ml Blut)

Pra- und Postheparin- Proben wurden in 9 ml EDTA- Rdhrchen (Sarstedt)
abgenommen und bei 4°C vorgekiihlt.

Die Postheparin- Proben wurden 10 Minuten spater als die Praheparin- Proben nach
Injektion von 70 U/kg Korpergewicht Heparin gewonnen, um die gesamte am
Endothel befindliche Lipase aus ihrer Bindung zu I6sen.

Um die lipolytische Aktivitat zu inhibieren, wurde jeweils die 9 ml EDTA- Rohrchen
des Pra- und Postheparin- Plasmas kurz vor der Blutentnahme 6 pl THL aus einer
Stammldsung von 10 mg/nl THL in Ethanol zugefihrt. THL hemmt die lipolytische
Aktivitat der LPL, HL, PL.

Zur Plasmagewinnung wurden die Blutproben unmittelbar nach der Entnahme bei
2500 rpm fur 10 Minuten zentrifugiert. Unmittelbar nach der Zentrifugation wurden die
Plasmen mit 0,45 um filtriert, um aggregierte Lipoproteine und Fibrin aus diesem zu

trennen. Die Plasmaproben wurden innerhalb von 12 Stunden analysiert.

2.8 Statistik

Die Ergebnisse von quantitativen Analysen sind in Mittelwerten und Standardfehlern
angegeben. Fir die Bestimmung der Signifikanzniveaus wurde der Student T-Test
mit zwei Endflachen fur ungepaarte Stichproben mit ungleicher Varianz verwendet
(Exel, Microsoft, USA).
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3. Ergebnisse

3.1. Probanden

Die 19 Probanden (11 Frauen, 8 Manner) =zeigten unterschiedlich hohe
Plasmakonzentrationen fur Triglyzeride und Cholesterin. Die Triglyzerid-
konzentrationen lagen im Bereich von 34 mg/dl - 614 mg/dl, die
Cholesterinkonzentrationen lagen im Bereich von 121 mg/dl - 374 mg/dl. Die HL-
Aktivitaten, LPL- Aktivitaten, Apo E- Genotypen und die Lipidkonzentrationen der

untersuchten Probanden sind in Tabelle 1 aufgeflthrt.

n Gesch. E-Typ LPLAk HLAk TG Chol VLDL LDL  HDL
1 w (3/3) 102 193 34 206 7 115 54
2 w (3/3) 8 149 614 189 25
3 m (3/3) 66 382 59 155 12 89 68
4 w (3/3) 60 541 95 148 19 68 83
5 w (3/3) 82 199 46 206 9 140 57
6 m (3/3) 32 92 172 235

7 w (3/3) 60 206 159 152 32 85 35
8 m (3/3) 53 360 126 170 25 19 26
9 m (4/4) 50 355 159 159 32 85 35
10 w (4/4) 47 287 70 191 14 11 66
11 w 4/4) 27 276 117 215 23 157 35
12 w (4/4) 55 37 105 232 21 134 77
13 w (4/4) 62 236 187 221 37 135 49
14 m (2/2) 83 140 267 184 53 99 32
15 w (2/2) 47 287 77 135 15 51 70
16 w (2/2) 29 348 56 121 11 62 48
17 m (2/2) 152 298 304 374 61 258 55
18 m (2/2) 35 666 131 160 26 76 58
19 m (2/2) 46 551 190 150 38 82 30
Tabelle1

Apo E- Isotypen, LPL-, HL- Aktivitat und Lipidkonzentrationen der untersuchten
Probanden.

(n=19), LPL- Aktivitat [mU/ml] (LPL.AK) , HL- Aktivitat [mU/mI] ( HL.Ak), Triglyzeride [mg/dl] (TG),
Cholesterin [mg/dl] ( Chol), VLDL [mg/dI], LDL [mg/dl], HDL [mg/dl].
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Abbildung 1

LPL- Aktivitat

8 _
7 _
c
o 6 -
o
&
o 5
)
a
[ 4 1
)
o
= 3
©
£ 2
Z2
| 7 . L
O ,
26-50 51-75 76-100 101-125  126-150  151-175
mU/ml

HL- Aktivitat

31|I| 1.

1-100 101-200 201-300 301-400 401-500 501-600 601-700

Anzahl der Probanden

mU/ml
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unabhangig vom Apo E- Genotyp.
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3.2. Auftrennung des Plasmas durch FPLC

Lipoproteine konnen mittels Gelfiltration nach ihrer GroRe getrennt werden. Mit Hilfe
einer Prazisionpumpe werden Plasmaproben der verschiedenen Genotypen einzeln
unter konstantem Druck und mit konstantem FluRvolumen zusammen mit einem
Puffer Uber eine Gelfitrationssaule gepumpt. Die Gelfiltrationsaule enthalt ein Medium
auf Agarosebasis, welches eine definierte Porengrof3e besitzt. Kleine Lipoproteine
wie die HDL koénnen sich gut durch die Poren bewegen, verteilen sich gut im
Saulenmedium und wandern relativ langsam durch das Gel. Sie finden sich in den
spaten Fraktionen. GroRRe Lipoproteine wie VLDL kdnnen sich nur durch die
grol3porigen Bereiche des Gels bewegen, haben somit kleineres Verteilungsvolumen
und befinden sich in den frihen Fraktionen. Dieses System ermoglicht die Trennung
von Biomolekiilen mit einem Molekulargewicht zwischen 5000 und 5x10°. Es
gewahrleistet eine vorsichtige Trennung der Lipoproteine unter Schonung der LPL-
und HL- Bindung an Lipoproteinen. Nach der Kalibrierung der Saule, wie in Material
und Methoden beschrieben, wird in die Saule Plasma injiziert und nach
Lipoproteinklassen aufgetrennt. Aus den einzelnen Fraktionen werden Elutionsprofile
der Lipoproteine erstellt und zwischen den verschiedenen Genotypen verglichen. Um
den Einfluy von Heparin auf die Elutionsprofile darzustellen, wurden sowohl Pra- als
auch Postheparin- Plasma verwendet.

Abbildung 2 zeigt die Elutionsprofile nach Gelfiltration von Lipoproteinen bei Pra-,
und Postheparin- Plasma bei den drei Apo E- Genotypen. Die VLDL eluierten in
Fraktionen 15-17 und machten sich in allen Genotypen als kleinster Peak bemerkbar.
Die LDL fanden sich in den Fraktionen 24-26 und weisen einen hdoheren Peak als
VLDL auf. Die HDL eluierten in den Fraktionen 32-34 und zeigten sich als starkster
Peak. Die Plasmaproteine, die zum groéfiten Teil aus Albumin bestehen, eluierten in
den Fraktionen 35-50.

Zwischen den Genotypen zeigten sich durchaus Unterschiede in den
Elutionsprofilen. Im VLDL- Bereich besalRen die Apo E 3/3 Genotypen lediglich einen
minimalen Peak, die Apo E2/2 Genotypen hingegen einen deutlichen Peak. Apo E
4/4 Genotypen nehmen hinsichtlich des VLDL- Peaks eine Mittelstellung ein. Im LDL-
Bereich weisen Apo E 4/4 Genotypen hingegen einen deutlicheren Peak als Apo E
2/2 und Apo E 3/3 Genotypen auf.

Im HDL- Bereich zeigten sich zwischen den drei Genotypen keine deutlichen

Unterschiede.
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Abbildung 2 Vergleich der FPLC- Laufe bei den drei Homozygoten Apo E- Genotypen,

OD bei 0,5 gemessen. Die Fraktionen sind in den Laufen eingetragen.
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3.3 Verteilung von Cholesterin auf die Fraktionen

Nach der Gelfiltration wurde bei allen 19 Probanden die Cholesterin- konzentration in
den Fraktionen sowohl im Pra- als auch im Postheparin- Plasma bestimmt. Diese
Untersuchungen dienten zum Vergleich der Cholesterinverteilung auf die Fraktionen
zwischen den verschiedenen Genotypen. Wie auf der Abbildung 3 zu sehen ist,
lassen sich Unterschiede in der Cholesterinverteilung zwischen den verschiedenen
Genotypen weder in Pra- noch in Postheparin- Plasma erkennen.

Die Bestimmung von Cholesterin diente zusatzlich noch als Kontrolle der FPLC-
Laufe. Da der Uberwiegende Teil von Plasma- Cholesterin durch LDL transportiert
wird, ist in diesem Bereich auch die hochste Cholesterin- konzentration zu erwarten.
Wie aus Abbildung 3 zu ersehen ist, liegt der Cholesterin- Peak zwischen den
Fraktionen 24 bis 26, also im LDL- Bereich, so dal® die FPLC- Laufe bestatigt werden

konnten.
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Abbildung 3a, 3b Vergleich der Elutionsprofile fir Cholesterin in Pra- und
Postheparin- Plasma der Apo E- Genotypen nach Gelfiltration von Lipoproteinen.
VLDL,; Fraktionen 15-17, LDL; Fraktionen 24-26, HDL; Fraktionen 32-34.
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3.4. Verteilung der HL, LPL und Apo E auf die Lipoproteinfraktionen

Um die Verteilung der HL auf die verschiedenen Lipoproteine zu untersuchen, wurde
die HL nach dem Slot- Blot- Verfahren mit spezifischen Antikorpern detektiert. Eine
Reihe von Arbeitsgruppen hat schon gezeigt, da® nach der Injektion von Heparin die
gesamte im Plasma befindliche LPL freigesetzt wird, d.h. eine deutliche Zunahme
des LPL- Gehaltes nach Heparingabe zu beobachten ist (Shimada, K et al. 1981).
Dieser Effekt wurde als Kontrolle zur korrekten Durchfiihrung des Versuches benutzt,
in denen die Verteilung der LPL auf verschiedenen Lipoproteinfraktionen sowohl vor
als auch nach Heparingabe gemessen wurde.

Abbildung 4 zeigt die Verteilung der zu untersuchenden Proteine (LPL, HL, Apo E)
bei einem Apo E 3/3 Genotyp vor und nach Heparingabe. Die Intensitat der LPL im
Praheparin- Plasma ist im VLDL- Bereich (Fraktionen 15-17) schwach, im LDL-
Bereich (Fraktionen 24-26) und im HDL- Bereich (Fraktion 32-34) jedoch starker.
Dies entspricht den zu erwartenden Ergebnissen und weist auf eine korrekte
Versuchsdurchfihrung hin. Im Postheparin- Plasma ist die LPL in allen Fraktionen
starker nachweisbar. Die Verteilung des Apo E zeigt in den verschiedenen
Fraktionen sowohl im Pra- als auch im Postheparin- Plasma ein sehr homogenes
Muster. Es ist in allen Fraktionen gleich stark zu beobachten und zeigt nach
Heparingabe weder Veranderung in der Intensitat noch in der Verteilung. Die HL ist
im Praheparin- Plasma im VLDL- Bereich kaum, im LDL- und HDL- Bereich starker
nachweisbar. Im Postheparin- Plasma ist nur im LDL- Bereich eine leichte
Intensitatszunahme im Vergleich zum Praheparin- Plasma zu beobachten. Nach den
obigen Untersuchungen ist anzunehmen, dafl® aufgrund mangelnder Detektion von
HL im VLDL- Bereich, HL kaum in diesem Bereich bindet. Die Verteilung der Proteine
zeigten bei 7 von 8 der Untersuchten Probanden mit Apo E 3/3 Genotyp ein
ahnliches Muster wie beschrieben auf.

Abbildung 5 zeigt die Verteilung der LPL, HL, Apo E 2/2 Genotyp vor und nach
Heparingabe. Im Praheparin- Plasma ist LPL im VLDL- Bereich kaum und im LDL-,
HDL- Bereich mit starker Intensitat vorhanden. Wie erwartet zeigt die LPL im
Postheparin- Plasma in allen Fraktionen eine Intensitatszunahme. Bei diesem
Genotyp zeigt das Apo E in allen Fraktionen genau so ein homogenes Muster wie bei
Apo E 3/3 Genotyp. Heparingabe reichert den Apo E- Gehalt des Plasmas nicht an.
Die HL ist im VLDL- Bereich sehr schwach und in den LDL-, HDL- Bereich starker
nachweisbar. Eine unterschiedliche Detektion ist in Pra- und Postheparin- Plasma
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nicht zu beobachten. Bei allen 6 untersuchten Probanden mit Apo E 2/2 war die
gleiche Proteinverteilung zu beobachten.

Abbildung 6 zeigt die Verteilung der LPL, HL und Apo E bei Apo E 4/4 Genotyp vor
und nach Heparinisierung der Probanden. Die Verteilung der LPL im Pra- und
Postheparin- Plasma war in den VLDL-, LDL- und HDL- Bereichen der Erwartung
entsprechend homogen. Die Apo E- Verteilung zeigte keine Unterschiede zu den
anderen homozygoten Genotypen (Apo E 2/2 und 3/3). Die HL kann weder in Pra-
noch in Postheparin- Plasma nachgewiesen werden. Die Detektion ist im LDL- und
HDL- Bereich im Pra- und Postheparin- Plasma gleichermalen leicht verstarkt. Die
beschriebene Intensitatsverteilung trat bei allen 5 untersuchten Probanden mit Apo E
4/4 Genotyp auf.

Als Ergebnis dieser Untersuchung kann zusammenfassend gesagt werden:

a) Die HL- Verteilung wird Uberwiegend in der HDL- Fraktion gefunden, weniger in
der LDL- und fast gar nicht in der VLDL- Fraktion

b) Es finden sich keine Unterschiede in der Verteilung von HL zwischen den Apo E-
Isoformen.

c) Es wird im Gegensatz zur LPL bei der HL kein Unterschied zwischen der

Verteilung im Pra- und Postheparin - Plasma gefunden.
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Abbildung 4 Verteilung von HL, LPL und Apo E in den Lipoproteinenklassen
zwischen Plasmafraktion 15 und 36 nach der Gelfiltration bei Apo E 3/3 Genotyp in
Pra- und Postheparin- Plasma.

VLDL; Fraktionen 15-17, LDL; Fraktionen 24-26 und HDL; Fraktionen 32-34.
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Abbildung 5 Verteilung von HL, LPL und Apo E in den Lipoproteinenklassen
zwischen Plasmafraktion 15 und 36 nach der Gelfiltration bei Apo E 2/2 Genotypen in

Pra- und Postheparin- Plasma. VLDL; Fraktionen 15-17, LDL; Fraktionen 24-26 und
HDL; Fraktionen 32-34.
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Abbildung 6 Verteilung von HL, LPL und Apo E in den Lipoproteinenklassen
zwischen Plasmafraktion 15 und 36 nach der Gelfiltration bei Apo E 4/4 Genotyp in
Pra- und Postheparin- Plasma.

VLDL; Fraktionen 15-17, LDL; Fraktionen 24-26 und HDL; Fraktionen 32-34
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3.5. Vergleich zwischen Plasmafiltration und Plasmazentrifugation

Bei der Untersuchung der Verteilung der HL auf die Lipoproteinfraktionen, wie in
Abschnitt 3.4 schon beschrieben, konnten zwischen den drei Apo E- Isoformen
weder im Pra- noch im Postheparin- Plasma deutliche Intensitatsunterschiede
beobachtet werden. Die HL kann im VLDL- Bereich in allen drei Apo E- Isotypen nur
mit schwacher Intensitat detektiert werden.

Um einen Methodenfehler, welcher durch die Filtration von Plasma mit 0.45um Filter
entstanden und fur die schwache Intensitat verantwortlich sein kdnnte, ausschlielen
zu konnen, haben wir als Vergleich einen Teil des Plasmas eines Probanden mit Apo
E 3/3 Genotyp einmal mit einem Filter mit der PorengrofRe von 0.45 pym filtriert und
unter den gleichen Versuchsbedingungen den anderen Teil des Plasmas einer
Zentrifugation bei 4°C und 2500 rpm fur 15 Minuten unterzogen. Die
Triglyzeridkonzentration des Probanden betrug 126 mg/dl, die Cholesterin-
Konzentration 170 mg/dl. Beim Vergleich der FPLC- Laufe zwischen den
unterschiedlich behandelten Praheparin- Plasmen ist nur eine leichte Steigerung im
Bereich des VLDL- Peaks nach der Filtration gegenuber Zentrifugation zu
beobachten. Zwischen Filtration und Zentrifugation sind bei den Postheparin-
Plasmen keine Unterschiede zu beobachten. Auf der Abbildung 7 ist die Verteilung
der LPL, HL, und Apo E nach Filtration und auf der Abbildung 8 nach Zentrifugation
dargestellt. Die LPL weist nach Filtration eine leicht homogene Intensitadtszunahme
gegenuber Zentrifugation auf, und zwar vor und nach Heparingabe in gleicher Weise.
Bei der Verteilung des Apo E kann bei der Filtration eine leichte Intensitatszunahme
in Praheparin- Plasma in Fraktionen 17-21 und in Fraktionen 26- 30 beobachtet
werden. Vergleicht man dieses Ergebnis mit dem FPLC- Lauf, kann man in den
Fraktionen 17-26 auch einen hoheren Peak in Praheparin- Plasma bei der Filtration
beobachten.

Die HL zeigt zwischen Filtration und Zentrifugation keine Intensitatsanderung sowohl
im Pra-, als auch im Postheparin- Plasma an. Insgesamt sind die Unterschiede in
den Analysen nach Filtration und Zentrifugation so gering, dal} es keine Rolle spielt,
wie das Plasma vor dem FPLC- Lauf behandelt wurde. Der fehlende Nachweis von
HL in VLDL- Bereich ist somit nicht auf einen Artefakt durch die Filtration

zuruckzufihren.
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Abbildung 7 Verteilung der HL in Pra- und Postheparin- Plasma bei dem Probanden
Nr.8 mit Apo E 3/3 Genotyp nach der Filtration.
VLDL; Fraktionen 15-17, LDL; Fraktionen24-26 und HDL; Fraktionen 32-34.
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Abbildung 8 Verteilung der HL in Pra- und Postheparin- Plasma bei dem Probanden
Nr. 8 mit Apo E 3/3 Genotyp nach der Zentrifugation.
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3.6 Elektronenmikroskopische Darstellung von Lipoproteinen und HL

Im Slot- Blot- Verfahren konnte die HL sowohl im Pra-, als auch im Postheparin-
Plasma kaum im VLDL- Bereich nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis war
unabhangig von der Methode der Aufbereitung des Plasmas, d.h. ob es zuvor filtriert
oder zentrifugiert wurde.

Da das Slot- Blot- Verfahren eine relativ unsensitive Methode ist, die eher zur
Quantifizierung groRerer Mengen benutzt wird, wurden die Plasmen nach der
Auftrennung einer elektronenmikroskopischen Untersuchung unterzogen. Dazu
haben wir die HL in den Fraktionen 16, 24 und 32, in denen jeweils VLDL, LDL und
HDL angenommen werden, mit goldbeladenen Antikorpern markiert und
anschliellend mit dem Transmissionselektronen- mikroskop untersucht (Abbildung 9).
In Fraktion 16 befanden sich Uberwiegend Teilchen mit einem Durchmesser von ca.
50 nm. Diese entsprechen der GrofRe der VLDL, die in dieser Fraktion erwartet
werden. In Fraktion 24 fanden sich wesentlich kleinere Partikel mit einem
Durchmesser von etwa 20 nm, entsprechend der GroRe der LDL. In Fraktion 32
zeigten sich Uberwiegend sehr kleine Teilchen mit einem Durchmesser von etwa 12
nm, was mit der Grolle der HDL vergleichbar ist. Unsere Annahme Uber die
Verteilung der Lipoproteine auf die FPLC- Fraktionen wird durch diese Untersuchung
bestatigt.

Die HL- Markierung mit Gold zeigte, da® HL im VLDL-, LDL- und HDL- Bereich
vorhanden ist. Dieses Ergebnis war in allen drei Isotypen in gleicherweise zu
beobachten. Hinsichtlich der HL kann aber auch mit Hilfe dieser Methode keine
Aussage gemacht werden, da die HL im VLDL-, LDL- und HDL- Bereich ahnliche
Dichte zeigt , im Gegensatz von Slot- Blot- Verfahren, wo die HL eine
unterschiedliche Verteilung auf VLDL-, LDL- und HDL- Bereich aufweist.
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Abbildung 9 Elektronmikroskopische Darstellung von markierten HL mit

Goldantikorper, VLDL in Fraktion 16 (oben), HDL in Fraktionen 32 (mitte), LDL in
Fraktion 25 (unten). HL mit Pfeil markiert

VLDL ca. 50 nm

HDL ca.12nm

LDL ca.20 nm




3.7 Aktivitatsbestimmung der LPL und HL in Apo E- Genotypen

Da bezuglich des Verteilungsmusters der HL zwischen den Genotypen kein
Unterschied gefunden werden konnte, wurde bei allen Probanden eine
Aktivitatsmessung der LPL und HL durchgefihrt. Denn mdglicherweise liegt den
Unterschieden statt einer veranderten Verteilung der Enzyme auf die Lipoproteine
eine veranderte Enzymaktivitat zugrunde.

Die LPL- Aktivitat betrug bei Apo E 2/2 Genotypen 65,3 + 34,8 (n=6), Apo E 3/3 57,9
1 20,2 (n=8) und Apo E 4/4 48,2 £ 9,0 (n=5). Fur die Aktivitat der LPL zeigten sich
zwischen den Genotypen keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 10a) (2/2 vs.
3/3 p=0,249; 2/2 vs. 4/4 p=0,168; 3/3 vs 4/4 p=0,727).

Die HL- Aktivitat betrug bei Apo E 2/2 Genotypen 381,7 £ 151,2 (n=6), Apo E 3/3
225,3 £ 121,8 (n=8) und Apo E 4/4 238,2 + 81,4 (n=5) (Abbildung 10b). Auch hier
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (2/2 vs. 3/3 p=0,738; 2/2 vs. 4/4
p=0,421; 3/3 vs. 4/4 p=0,428), jedoch zeigte sich eine Tendenz zu hdheren
Enzymaktivitaten bei Apo E 2/2 Genotypen. Diese erhdhte HL- Aktivitat konnte ein
Element sein, mit dem die geringere Pravalenz von kardiovaskularen Erkrankungen
bei Individuen mit dem Apo E 2/2 Genotyp zu erklaren sein kdnnte. Fur eine definitive
Aussage mufte aufgrund der groRen Streuung der Werte jedoch eine wesentlich

grolRere Anzahl von Probanden untersucht werden.
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Abbildung 10a und 10b HL und LPL Aktivitat in Apo E- Genotypen
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4.Diskussion

Die Bewertung und pathobiochemische Einordnung der Risikofaktoren und eine
fundierte Kenntnis des Lipid- und Lipoproteinstoffwechsels sind flr die Pravention
und Therapie der Krankheiten des Herzkreislaufsystems von grofl3er Bedeutung. In
den letzten Jahren wurden eine Reihe von Proteinen identifiziert, die eine
entscheidende Rolle im Fettstoffwechsel des menschlichen Organismus spielen.

Der Apo E- Polymorphismus z.B. beeinflult den Cholesterintransport und kann
somit Uber eine primare Fettstoffwechselstérung die Ursache einer
Hyperlipoproteinamie sein und damit das Risiko fur KHK und Arteriosklerose
erhdhen. Beim Vorliegen des Apo E 4/4 Phanotyps wird das mit der Nahrung
zugeflihrte Cholesterin rascher und vollstandiger als normal resorbiert, wodurch eine
mafige Erhdhung des LDL-Cholesterins resultiert. Patienten mit Apo E 4/4 weisen
deshalb ein erhohtes KHK-Risiko auf. Im Gegensatz dazu weisen Apo E 2/2
Genotypen hohe HDL- Werte auf.

Ein weiteres Protein ist das lipolytische Enzym HL, das eine wichtige Rolle in der
Triglyzeridhydrolyse spielt. In klinischen Studien weisen Patienten mit HL- Defizienz
erhohte Cholesterin-, Triglyzerid-, VLDL- Remnants-, HDL- und LDL- Werte auf. Die
Aktivitat der HL ist im Postheparin- Plasma bei Patienten mit kardiovaskularen
Erkrankungen mit normalen Lipidwerten deutlich reduziert. Verschiedene Studien
haben auf eine protektive Rolle der HL bei der Arteriosklerose hingewiesen (Hirano
et al.1995). Der Mechanismus, Uber den die HL der Entwicklung der
kardiovaskularen Erkrankungen entgegenwirken kann, ist jedoch nicht genau geklart
und Gegenstand dieser Arbeit.

Moglicherweise gibt es unterschiedliche HL- Verteilung innerhalb der Apo E-
Genotypen, die fur die bestimmte Lipoprotein- Assoziationen innerhalb der
Genotypen verantwortlich sein konnte. Ziel dieser Arbeit war es, die Verteilung von
HL auf die Lipoproteine bei verschiedenen Apo E- Genotypen zu untersuchen. Dazu
wurde das Plasma von 19 Probanden verschiedener Apo E- Genotypen mit Hilfe von
FPLC aufgetrennt und die Verteilung von HL , LPL und Apo E mit Antikorpern
detektiert. Zusatzlich wurde die Aktivitdt der Lipasen HL und LPL bei den

verschiedenen Genotypen gemessen.
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4.1 EinfluB von Heparin auf die HL

Die HL zeigt eine hohe Strukturhomologie zur LPL, und DNA-Untersuchungen zeigen
eine Homologie von 46% zwischen HL der Ratte und menschlichen LPL (Wion et
al.1987). Bezuglich der Spezifitat fur Heparin zeigen beide Enzyme kaum
Differenzen, wobei die HL eine schwachere Wechselwirkung mit Heparin als die LPL
aufweist (Bengtsson et al. 1980). Die detaillierte Wechselwirkung zwischen Heparin
und HL ist im Gegensatz zu der von Heparin mit LPL noch nicht geklart. Es konnte
aber gezeigt werden, dal} die Bindung von Heparin an HL keinen Einflul} auf die
Aktivitat des Enzyms hat, sondern lediglich der Stabilisation dient (Jansen et al.
1980).

In unseren Untersuchungen wurde die LPL als direkter Vergleich sowie als
zusatzliche Kontrolle zur HL benutzt, da die Wechselwirkung von Heparin mit LPL
besser bekannt ist. Heparin |6st Endothel- gebundene LPL, so dall diese im
Postheparin- Plasma deutlich ansteigt. Aufgrund der oben erwahnten Kenntnisse
wurden die Probanden vor Gewinnung des Plasmas mit einer Dosis von 70U/kg
Korpergewicht heparinisiert, um eine Anreicherung und Stabilisierung von HL und der
LPL im Plasma zu erreichen. Trotz dieser Mallnahme konnten wir im Gegensatz zur
LPL bei der Immundetektion keine Anreicherung von HL im VLDL- Bereich
nachweisen. Es ist nicht auszuschlieBen, dal} dieser Effekt lediglich auf einer
mangelnden HL- Anreicherung durch submaximale Heparindosen zurtckzufihren ist.
Die verwendeten Dosen beruhen im wesentlichen auf Erfahrungswerten fiur die LPL.
Da die HL eine schwachere Wechselwirkung mit Heparin als die LPL aufweist
(Bengtsson et al. 1980), kdnnte eine Dosiserhéhung von Heparin eine Zunahme der
HL- Anreicherung in den Lipoproteinen und damit auch im VLDL- Bereich bewirken.
Eine grolRere Menge geldster HL wirde wahrscheinlich zu einer vermehrten Bindung
in allen Lipoproteinfraktionen und in allem Genotypen statt zu einer vdlligen
Verschiebung des Bindungsmusters fuhren. Aullerdem kann eine Dosiserhéhung
von Heparin die Nebenwirkungsrisiken fur Blutungen oder heparininduzierte
Thrombozytopenien erhdhen, was bei wissenschaftliche Untersuchungen an
gesunden Probanden unvertretbar ist. Deshalb wurden die herkdmmlichen

Heparindosen benutzt und die absolute Menge der HL aul3er Betracht gelassen.
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4.2 Auswirkung der Probenbehandlung auf die HL- Intensitat

Das menschliche Blut enthalt eine Reihe von Bestandteilen wie Fibrin und
Chylomikronen, die vor der Auftrennung des Plasmas entfernt werden mussen.
Damit soll eine Irritation oder Schadigung der FPLC- Saule verhindert werden, da
diese sonst die MelRergebnisse verfalschen wirden. Aus diesem Grund wurde das
Plasma sofort nach der Entnahme mit einem 0.45 pym Filter gereinigt.

Bei unseren Untersuchungen war zu beobachten, dal® die Intensitat der HL und der
LPL im allgemeinen sehr schwach ausgepragt waren. Die Ursache kénnte in der
Methode der Plasma- Filtration liegen, die moglicherweise einen Teil der HL und der
LPL in Filter- Apparat und FPLC- Einrichtung anhaften lat. Um einen solchen Fehler
auszuschliel3en, haben wir als exemplarisches Beispiel das Plasma eines Probanden
mit Apo E 3/3 Genotyp einmal nach der Entnahme filtriert und einmal bei 4°C und
2500 rpm fur 15 Minuten einer Zentrifugation unterzogen. Da durch die Zentrifugation
weniger stérende gromolekulare Substanzen eliminiert werden als durch die
Filtration, kam es im Verlauf der FPLC- Laufe zu einer gefahrlichen Drucksteigerung
in der Saule. Um eine Schadigung der Saule zu verhindern, haben wir deshalb bei
der Methode der Zentrifugation den FPLC- Lauf mit einer niedrigeren
Geschwindigkeit fortgesetzt, um eine Abnahme des Druckes zu gewahrleisten, was
auller einer langeren Versuchsdauer keine anderen Auswirkungen auf unsere
Untersuchungsergebnisse hatte. Das Ergebnis dieses Vergleiches hat die
Vermutung, dald es bei der Filtration zu einer Bindung von groRen Mengen von HL
und LPL mit dem Filterapparat kommt, nicht bestatigt. Es waren keine signifikanten
Unterschiede der Enzymintensitaten zwischen den beiden Methoden nachweisbar.
Die Auswahl der Methoden Zentrifugation oder Filtration hat also keinen Einflu auf
die Intensitat von LPL und HL.

4.3 FPLC als die Methode der Wahl zur Auftrennung von Lipoproteine

Die Ultrazentrifugation ist die Standardmethode zur Auftrennung von Lipoproteine.
Diese Methode wird als Routineuntersuchung fir klinische Zwecke oder Studien mit
grolien Patientenkollektiven benutzt, da sie mit geringem technischen und zeitlichen
Aufwand durchfuhrbar ist. Die bei der Ultrazentrifugation auftretenden Krafte sind
jedoch so grof3, dal® sie die Bindungen zwischen LPL und Lipoproteine zerstéren
(Goldberg et al.1986). Da zwischen HL und LPL eine grof3e Strukturhomologie

vorliegt, konnte bei Ultrazentrifugation auch die Bindung zwischen HL und
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Lipoproteine zerstort und damit die Verteilungsmuster beeinflut werden. Aus diesem
Grund wurde diese Methode bei dieser Arbeit nicht benutzt.

Die Gelfiltration stellt eine Alternative zur Auftrennung der Lipoproteine dar, die aber
wegen ihres grolReren Aufwandes keinen Eingang in der Routine im klinischen Alltag
gefunden hat. |hr wesentlicher Vorteil ist die schonende Trennung ohne Einflu auf
die Lipoprotein- Lipasen- Bindungen (Vilella et al. 1991). Da bei dieser Arbeit die
Bindungen zwischen HL/LPL und Lipoproteinen eine zentrale Rolle spielen und wir
eine geringe Anzahl von Probanden untersucht haben, wurde FPLC zu Auftrennung

von Lipoproteinen benutzt.

4.4 Zuordnung der Lipoproteinklassen zu Elutionsfraktionen

Um sicher davon ausgehen zu kénnen, dal} sich in den Fraktionen auch die zu
erwartenden Lipoproteine befinden, wurden als Kontrolle nach dem FPLC- Lauf alle
Fraktionen einer Cholesterin- Messung unterzogen. Durch die Cholesterin- Messung
kann der LDL- Bereich identifiziert werden, da LDL am meisten Cholesterin enthalt.
Die Cholesterin- Messungen zeigen, dal} in Fraktionen 24-26 ein Cholesterin- Peak
zu sehen ist, was als Bestatigung flr die Eluierung von LDL in diesem Bereich dient.
Wir haben zusatzlich nach dem FPLC- Lauf die Fraktionen 16, 25 und 34, in denen
Peaks zu sehen waren, nach der Goldmarkierung unter dem Elektronenmikroskop
untersucht, um zu zeigen, dal} in diesen Fraktionen die zu erwartenden Lipoproteine
tatsachlich vorhanden sind. Die GroRe der Molekile in Fraktion 16 betrug ca. 55 nm,
in Fraktion 25 ca. 20 nm, in Fraktion 34 ca.10 nm. Die erwahnten Molekullgro3en
entsprechen den Molekulgréen von VLDL, LDL und HDL, d.h. in Fraktion 16 ist
vorwiegend VLDL, in Fraktion 24 LDL und in Fraktion 34 HDL vorhanden. Dem
mangelnden Nachweis der HL im VLDL- Bereich liegt also kein systematischer

Fehler bei der Zuordnung von Elutions- und Lipoprotein- Fraktionen zugrunde.

4.5 Auswirkung der Nachweismethode auf die HL-Detektion

Bei der Immundetektion konnten wir flr die Verteilung der HL in den Lipoproteinen
keine spezifische Verteilung in den verschiedenen Apo E-Genotypen feststellen. Die
Verteilung der HL zeigte zwischen allen drei Apo E- Genotypen sowohl in Pra- als
auch in Postheparin- Plasma keine gravierenden Unterschiede. Die Intensitaten
waren bis auf eine Probe gering im VLDL-, maRig im LDL- und starker im HDL-

Bereich. Im Gegensatz dazu haben wir bei der elektronenmikroskopischen
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Darstellung die HL homogen auf die Fraktionen, die den einzelnen
Lipoproteinklassen entsprechen, verteilt nachweisen konnen. Diese Diskrepanz
konnte erklart werden durch eine Kreuzreaktion mit Albumin im Slot- Blot- Verfahren.
Auf Grund der MolekulgroRe wird Albumin in den gleichen Fraktionen wie die HDL
eluiert. Da Albumin bekanntermalien von vielen Antikérpern angefarbt wird und
grolRer Menge vorliegt, kann es trotz zusatzlichem BSA- Block zu einer Farbung im
HDL- Bereich fuhren und somit eine Mehranreicherung an HL vortauschen. Dies wird
im Slot- Blot- Verfahren nicht erkannt, kann bei der Elektronenmikroskopie durch
optische Identifizierung der Partikel jedoch ausgeschlossen werden. Fur die
Inhomogenitaten der HL- Verteilung sind also am ehesten Artefakte bei der

Immundetektion verantwortlich.

4.6 Verteilung der HL auf Lipoproteine

In einigen Experimenten unserer Arbeitsgruppe (Sebastian Gotz 1998, personliche
Mitteilung), konnte in einigen Fallen gezeigt werden, da® die HL bei Apo E 2/2 in
VLDL- Bereich viel starkere Intensitat und bei Apo E 4/4 eine geringere Intensitat in
VLDL aufweist. Ich habe bei meinen Untersuchungen gréfiere Anzahl von Probanden
untersucht und dabei festgestellt, dal} bei den drei Homozygoten-Gruppen keine
spezifische Verteilung bezuglich der HL in den VLDL- Bereich weder in Postheparin-
noch in Praheparin- Plasma nachweisbar ist. Die Verteilung der LPL zeigte bei
unseren Untersuchungen eine starkere Intensitat in Postheparin- Plasma, aber keine
Spezifitat bezuglich der Verteilung in VLDL- Bereich bei den verschiedenen Apo E-
Genotypen.

Das Hauptkriterium zur Auswahl unseres Probandenkollektives war das Vorliegen
der Apo E- Homozygotie. Die Cholesterin- und Trigyzerid- Werte haben als Kriterium
fur die Aufnahme in den Probandenkollektiv keine Rolle gespielt. Auf der Abbildung
10 ist eine Triglyzerid- und Cholesterinkonzentration der Apo E- Gruppen dargestellt.
Die Gesamtcholesterin- Werte unseres Probandenkollektives liegen im Normbereich
(Normwerte fur Cholesterin <220 mg/dl). Die Gesamttriglyzerid- Werte sind als
minimal erhdht zu betrachten (Normwert fur Treiglyzeride <150 mg/dl). Der
Triglyzeridwert lag bei einem unseren Probanden mit Apo E 3/3 Genotyp bei 614
mg/dl. Dieser Wert ist der hochste Triglyzeridwert, der in dieser Arbeit gemessen
wurde. Bei diesem Probanden konnte als einzigem eine deutliche

Intensitatszunahme der HL im Postheparin- Plasma im VLDL- Bereich beobachtet
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werden (Abbildung12). Bei einem anderen Probanden mit Apo E 2/2 Genotyp konnte
trotz eines Triglyzeridwertes von 304 mg/dl keine Intensitatszunahme von HL im
VLDL- Bereich beobachtet werden (Abbildung 5). Es ware in weiteren Studien
interessant, bei der Auswahl des Patientenkollektives aul’er der Homozygotie von
Apo E auch die Triglyzeridwerte zu berlcksichtigen, um feststellen zu kénnen, ob
hohe Triglyzeridwerte die Verteilung von HL auf die Lipoproteine bei verschiedenen

Apo E- Genotypen unterschiedlich beeinflussen.

43



Abbildung 11 Ubersicht der Gruppendaten fir die Triglyzeridkonzentration und
Cholesterinkonzentration. Zur Darstellung kommen die Mittelwerte mit

Standartabweichung.
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Abbildung 12 Verteilung der hepatischen Lipase (HL) bei ApoE 3/3 Probanden
mit Triglycerid- Wert von 614 mg/dl.
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5. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war, die Verteilung der HL auf die Lipoproteine in Pra- und
Postheparin- Plasma zu untersuchen, um einen mdoglichen Einfluss der Apo E-
Isotypen zu demonstrieren. Im Postheparin- Plasma von 19 Probanden mit Apo E-
Homozygotie wurden Cholesterin- und Lipaseaktivitatsmessungen durchgefihrt.
Nach der Gelfiltration des Pra- und Postheparin- Plasmas wurde mit Hilfe der
Immundetektion die Verteilung der HL auf die Lipoprotein- Klassen VLDL, LDL und
HDL untersucht und anschlieRend mit Hilfe eines Elektronenmikroskops genauer
betrachtet.

Die Elutionsprofile nach der Gelfiltration zeigten Unterschiede zwischen den
verschiedenen Apo E- Genotypen. Im VLDL- Bereich war bei Apo E 2/2 ein deutlich
hoherer Peak als bei Apo E 3/3 und 4/4 zu beobachten. Im LDL- Bereich hingegen
wiesen Apo E 4/4 Genotypen einen hdheren Peak als die beiden anderen Genotypen
auf. Im LDL- Bereich waren keine deutlichen Unterschiede zu sehen.

Die Immundetektion zeigte, dald die HL Uberwiegend in den HDL- Fraktionen,
weniger in den LDL- und fast gar nicht in den VLDL- Fraktionen gebunden wird.
Dieses Verteilungsmuster war bei allen drei Apo E- Isotypen gleich. Diese
Ergebnisse waren unabhangig davon, ob das Plasma vorher filtriert oder zentrifugiert
wurde. Im Vergleich zur LPL zeigte die HL bei allen drei Apo E- Isotypen keine
signifikanten Unterschiede in der Verteilung zwischen Pra- und Postheparin- Plasma.
Bei der Aktivitatsbestimmung der LPL zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den verschiedenen Apo E- Genotypen. Die HL- Aktivitat zeigte jedoch eine
Tendenz zu hoherer Aktivitat bei Apo E 2/2 Probanden. Diese Tendenz konnte eine
Rolle fur die geringere Pravalenz von kardiovaskularen Erkrankungen bei Apo E 2/2
Genotypen spielen. Fir eine definitive Aussage musste jedoch wegen der starken
Streuung der Werte eine wesentlich grélkere Anzahl von Probanden untersucht
werden.

Die Cholesterinverteilung zeigte bei allen drei Apo E- Isotypen keine Unterschiede in
Pra- und Postheparin- Plasma auf.

Aus meinen Untersuchungen folgt, dass die HL keine spezifische Assoziation mit den
Lipoproteinen in Abhangigkeit des Apo E- Genotyps aufweist und die HL keinen
direkten Einfluss auf das Lipidstoffwechselverhalten der Apo E- Genotypen hat.
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Anhang

Auf den folgenden Seiten sind zur besseren Darstellung der HL-Verteilung auf
Lipoproteine bei den unterschiedlichen Apo E — Homozygoten die Immunblots der

Probanden, die nicht im Ergebnisteil abgebildet wurden, zu sehen.
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Proband 1 Apo E 3/3

LPL pra LPL post HL pra HL post E Pra E post

Verteilung von HL, LPL und Apo E in den Lipoproteinklassen zwischen Plasmafraktionen 15 und 36
nach der Gelfiltration in Pra- und Postheparin- Plasma.
VLDL; Fraktionen 15-17, LDL; Fraktionen 24-26 und HDL; Fraktionen 32-34.
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Proband 3 Apo E 3/3

LPL pra LPL post HL pra HL post E Pra E post

Verteilung von HL, LPL und Apo E in den Lipoproteinklassen zwischen Plasmafraktionen 15 und 36
nach der Gelfiltration in Pra- und Postheparin- Plasma.
VLDL; Fraktionen 15-17, LDL; Fraktionen 24-26 und HDL; Fraktionen 32-34.
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Proband 4 Apo E 3/3

LPL pra LPL post HL pra HL post E Pra E post

Verteilung von HL, LPL und Apo E in den Lipoproteinklassen zwischen Plasmafraktionen 15 und 36
nach der Gelfiltration in Pra- und Postheparin- Plasma.
VLDL; Fraktionen 15-17, LDL; Fraktionen 24-26 und HDL,; Fraktionen 32-34.
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Proband 5 Apo E 3/3
LPL pra LPL post HL pra HL post E Pra E post

Verteilung von HL, LPL und Apo E in den Lipoproteinklassen zwischen Plasmafraktionen 15 und 36
nach der Gelfiltration in Pra- und Postheparin- Plasma.
VLDL; Fraktionen 15-17, LDL; Fraktionen 24-26 und HDL; Fraktionen 32-34.
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Proband 6 Apo E 3/3

LPL pra LPL post HL pra HL post E Pra E post

Verteilung von HL, LPL und Apo E in den Lipoproteinklassen zwischen Plasmafraktionen 15 und 36
nach der Gelfiltration in Pra- und Postheparin- Plasma.
VLDL; Fraktionen 15-17, LDL; Fraktionen 24-26 und HDL; Fraktionen 32-34.

59



Proband 7 Apo E 3/3

LPL pra LPL post HL pra HL post E Pra E post

Verteilung von HL, LPL und Apo E in den Lipoproteinklassen zwischen Plasmafraktionen 15 und 36
nach der Gelfiltration in Pra- und Postheparin- Plasma.
VLDL; Fraktionen 15-17, LDL; Fraktionen 24-26 und HDL; Fraktionen 32-34.
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Proband 10 Apo E 4/4

LPL pra LPL post HL pra HL post E Pra E post

Verteilung von HL, LPL und Apo E in den Lipoproteinklassen zwischen Plasmafraktionen 15 und 36
nach der Gelfiltration in Pra- und Postheparin- Plasma.
VLDL; Fraktionen 15-17, LDL; Fraktionen 24-26 und HDL; Fraktionen 32-34.
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Proband 11 Apo E 4/4

LPL pra LPL post HL pra HL post E Pra E post

Verteilung von HL, LPL und Apo E in den Lipoproteinklassen zwischen Plasmafraktionen 15 und 36
nach der Gelfiltration in Pra- und Postheparin- Plasma.
VLDL; Fraktionen 15-17, LDL; Fraktionen 24-26 und HDL; Fraktionen 32-34.
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Proband 12 Apo E 4/4

LPL pra LPLpost HLpra HLpost EPra E post

Verteilung von HL, LPL und Apo E in den Lipoproteinklassen zwischen Plasmafraktionen 15 und 36
nach der Gelfiltration in Pra- und Postheparin- Plasma.
VLDL; Fraktionen 15-17, LDL; Fraktionen 24-26 und HDL; Fraktionen 32-34.
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Proband 13 Apo E 4/4

LPL pra LPL post HL pra HL post E Pra E post

Verteilung von HL, LPL und Apo E in den Lipoproteinklassen zwischen Plasmafraktionen 15 und 36
nach der Gelfiltration in Pra- und Postheparin- Plasma.
VLDL; Fraktionen 15-17, LDL; Fraktionen 24-26 und HDL; Fraktionen 32-34.
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Proband 14 Apo E 2/2

LPL pra LPL post HLpra HL post EPra E post

Verteilung von HL, LPL und Apo E in den Lipoproteinklassen zwischen Plasmafraktionen 15 und 36
nach der Gelfiltration in Pra- und Postheparin- Plasma.
VLDL; Fraktionen 15-17, LDL; Fraktionen 24-26 und HDL; Fraktionen 32-34.
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Proband 15 Apo E 2/2

LPL pra LPL post HL pra HL post E Pra E post

Verteilung von HL, LPL und Apo E in den Lipoproteinklassen zwischen Plasmafraktionen 15 und 36

nach der Gelfiltration in Pra- und Postheparin- Plasma.
VLDL; Fraktionen 15-17, LDL; Fraktionen 24-26 und HDL; Fraktionen 32-34.

66



Proband 16 Apo E 2/2

LPL pra LPL post HL pra HL post E Pra E post

Verteilung von HL, LPL und Apo E in den Lipoproteinklassen zwischen Plasmafraktionen 15 und 36
nach der Gelfiltration in Pra- und Postheparin- Plasma.
VLDL; Fraktionen 15-17, LDL; Fraktionen 24-26 und HDL; Fraktionen 32-34.
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Proband 18 Apo E 2/2

LPL pra LPL post HL pra HL post E Pra E post

Verteilung von HL, LPL und Apo E in den Lipoproteinklassen zwischen Plasmafraktionen 15 und 36
nach der Gelfiltration in Pra- und Postheparin- Plasma.
VLDL; Fraktionen 15-17, LDL; Fraktionen 24-26 und HDL; Fraktionen 32-34.
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Proband 19 Apo E 2/2

LPL pra LPL post HL pra HL post E Pra E post

Verteilung von HL, LPL und Apo E in den Lipoproteinklassen zwischen Plasmafraktionen 15 und 36
nach der Gelfiltration in Pra- und Postheparin- Plasma.
VLDL; Fraktionen 15-17, LDL; Fraktionen 24-26 und HDL; Fraktionen 32-34.
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Abkurzungen

AK
Apo
CM
CR
ELISA
HDL
HL
IDL
LPL
LDL
PL
THL
VLDL

Antikorper

Apolipoprotein

Chylomikronen
Chylomikronenremnant
Enzyme- Linked Immunosorbent Assay
High Density Lipoprotein
hepatische Lipase

Intermediate Density Lipoprotein
Lipoprotein Lipase

Low Density Lipoprotein
Pankraslipase
Tetrahydrolipstatin

Very Low Density Lipoprotein
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