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1  Einleitung 

Die Endozytose und die Signaltransduktion stellen wichtige Funktionen des LDL-Receptor-

Related Protein 1 (LRP1) in verschiedenen Geweben dar. So spielt LRP1 eine zentrale Rolle 

im postprandialen Lipid-Stoffwechsel, bei der Entstehung von Amyloid-Plaques im Rahmen 

der Alzheimer-Demenz, bei atherosklerotischen Gefäßerkrankungen sowie im 

immunologischen Kontext. Intrazelluläre Adapterproteine stellen dabei die Verbindung zu 

verschiedenen Signalwegen und zum Endozytose-Mechanismus her. Im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit wurde das Bindungsverhalten verschiedener Adapterproteine in 

Abhängigkeit von LRP1-Liganden untersucht. 

 

1.1  Der Lipoprotein-Stoffwechsel 

Der Organismus ist für viele biologische Funktionen auf die Aufnahme und den Transport 

von Lipiden angewiesen. Für den Menschen sind sie wichtige Nahrungsbestandteile und 

erfüllen eine Vielzahl von Aufgaben. So sind sie als Triacylglycerine die energiereichsten 

Bestandteile der Nahrung und können als Reserve im dafür spezialisierten Fettgewebe 

gespeichert werden. Die Zellmembranen aller Gewebe sind auf eine Struktur aus Lipid-

Doppelschichten angewiesen. Zudem spielen fettlösliche Vitamine sowie Cholesterol als 

essentieller Membranbaustein, als Basis für Steroidhormone und für Gallensäuren eine 

wichtige Rolle. Bis auf wenige essentielle Fettsäuren und fettlösliche Vitamine ist der Körper 

in der Lage alle benötigten Lipide selbst herzustellen. 

 

Aufgrund ihrer hydrophoben Eigenschaften können Lipide im wässrigen Milieu des Blutes 

nicht gelöst werden. Zum Transport über die Blutbahn werden daher kurzkettige Fettsäuren 

an Albumin gebunden, andere Lipide werden in Form von Lipoproteinen zusammengefasst. 

Es handelt sich dabei um globuläre Gebilde, die in ihrem Innern unpolare Lipide 

(Triglyceride, Cholesterolester und fettlösliche Vitamine) enthalten und nach außen von einer 

Hülle aus amphiphilen Lipiden (Phospholipide und Cholesterol) und Apolipoproteinen 

umgeben sind. Durch die polaren Kopfgruppen der Phospholipide bleiben die Lipoproteine im 

Blut löslich. Apolipoproteine sind eine Gruppe von Membranbausteinen, die zur Stabilität der 

Lipoproteinpartikel beitragen und spezifische Interaktionen mit Rezeptoren und anderen 

Proteinen erlauben. Es werden derzeit fünf Hauptklassen von Lipoproteinen unterschieden, 

die sich in ihrer Lipid- und Apolipoprotein-Zusammensetzung unterscheiden. Durch 

Ultrazentrifugation in einem Dichtegradienten lassen sich die Lipoproteine auftrennen. 

Chylomikronen, VLDL (engl. very low density lipoproteins) und in gewissem Maße auch 
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IDL (engl. intermediate density lipoproteins) gehören zur Gruppe der Triglycerid-reichen 

Lipoproteine mit einem Cholesterolgehalt von etwa 5% (Chylomikronen) und 38% (IDL). 

LDL (engl. low density lipoproteins) und HDL (engl. high density lipoproteins) stellen die 

Gruppe der Triglycerid-armen und Cholesterol-reichen Lipoproteine (Schwandt und Parhofer, 

2007). Die einzelnen Lipoproteine tragen jeweils für sie charakteristische Apolipoproteine 

(s.u.). 

 

1.1.1  Exogener Lipoprotein-Stoffwechsel 

Die Lipidbestandteile der Nahrung werden nach dem Aufschluss durch die intestinalen 

Lipasen, insbesondere durch die Pankreas-Lipase, gemeinsam mit Gallensäuren zu Micellen 

zusammengesetzt, deren Bestandteile in die Mucosazellen, vor allem im Duodenum, 

aufgenommen werden. Dort erfolgt eine Re-Synthese der zuvor gespaltenen Triglyceride. 

Durch Vereinigung mit Cholesterol, langkettigen Fettsäuren und anderen Lipidbestandteilen 

sowie ApoB48 und ApoA-I – ApoA-IV entstehen Chylomikronen, die an die intestinalen 

Lymphbahnen abgegeben werden und über den Ductus thoracicus in die Blutbahn gelangen 

(Hussain et al., 1996). Durch Bindung der endothelialen Lipoproteinlipase u.a. im Muskel- 

und Fettgewebe werden die Triglyceride der Chylomikronen hydrolysiert (Eisenberg et al., 

1992). Dabei kommt es zu einer Übertragung von ApoA und Phospholipiden auf HDL-

Partikel. Im Gegenzug erhalten die Chylomikronen-Remnants (engl. Reste) von HDL-

Partikeln ApoE. Gemeinsam mit der Lipoproteinlipase dient ApoE der späteren 

rezeptorvermittelten Endozytose in die Leberzellen (Kowal et al., 1989). Diese Aufnahme der 

Chylomikronen-Remnants in die Leberzellen geschieht nach Bindung an Proteoglykane auf 

der Zelloberfläche, über den LDL-Rezeptor und über LRP1 (LDL-Receptor Related protein-

1) (Mahley et al., 1999; Beisiegel et al., 1989 und 1991; Floren et al., 1981). Dort werden die 

Lipidkerne der Chylomikronen-Remnants auf dem lysosomalen Weg degradiert (Heeren et 

al., 1999 und 2001). ApoE, ApoC und die Lipoproteinlipase werden abgespalten und kehren 

an die Zelloberfläche zurück, von wo aus sie möglicherweise gemeinsam mit Cholesterol über 

ABCA1 (ATP-binding cassette transporter A-1) wieder ausgeschleust werden (Vedhachalam 

et al., 2007; Heeren et al., 2006). Das ApoE aus diesem Kreislauf dient gemeinsam mit 

Cholesterol zur Anreicherung in HDL-Partikeln, die ihrerseits wieder Chylomikronen-

Remnants mit ApoE versorgen können. Dies führt besonders postprandial stets zu einer 

ausreichenden ApoE-vermittelten Aufnahme der Chylomikronen-Remnants in die Leber 

(Heeren et al., 2003). Hierbei spielt der ApoE-Genotyp eine entscheidende Rolle. Liegt 

anstelle des normalen ApoE3-Genotyps ApoE4 homozygot vor, kann es zu Störungen im 
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ApoE-Recycling kommen, die auf vermehrter Aufnahme von ApoE4-tragenden 

Chylomikronen-Remnants bei gleichzeitig reduziertem Cholesterol-Efflux und HDL-

abhängigem ApoE-Recycling beruhen (Heeren et al., 2004). 

 

1.1.2  Endogener Lipoprotein-Stoffwechsel 

Um Triglyceride und Cholesterol zur Energiegewinnung von der Leber zu peripheren 

Geweben zu transportieren, werden in der Leber VLDL-Partikel gebildet. Sie tragen die 

Apolipoproteine ApoB100 und ApoC. Die Triglyceride der VLDL-Partikel werden wie auch 

bei Chylomikronen durch die Lipoproteinlipase hydrolytisch gespalten. Durch den Verlust 

von Fettsäuren entstehen zunächst als Übergangsform IDL- und darauf LDL-Partikel, die 

reich an Cholesterol sind. Sowohl IDL- als auch LDL-Partikel können in den Zielgeweben 

durch rezeptorvermittelte Endozytose aufgenommen werden (Schwandt und Parhofer, 2007). 

 

1.1.3  Reverser Cholesterol-Transport 

HDL-Partikel bilden eine Gruppe von Lipoproteinen., die im Vergleich zu anderen einen 

besonders hohen Protein- und Cholesterolanteil haben. Die charakteristischen 

Apolipoproteine sind ApoAI und II sowie ApoC und ApoE. Ihre Hauptfunktion besteht im 

Rücktransport von überschüssigem Cholesterol aus den peripheren Geweben zur Leber, wo es 

zu Gallensäuren umgewandelt und über die Galle ausgeschieden werden kann. Zunächst wird 

in der Leber und im Darm lipidarmes ApoAI gebildet, das in den peripheren Geweben über 

spezielle Transporter wie ABCA1 (s. o.) mit Cholesterol und Phospholipiden beladen wird 

(Pre-β-HDL-Partikel). Dies geschieht auch während der Hydrolyse Trigycerid-reicher 

Chylomikronen oder VLDL-Partikel (s. o.) Die LCAT (Lecithin-Cholesterol-Acyltransferase) 

bewirkt durch Acylierung eine Umwandlung des Cholesterols zu Cholesterolestern, wodurch 

gleichzeitig der Gehalt an Phospholipiden abnimmt (HDL3-Partikel). Durch 

rezeptorvermittelte Aufnahme von Cholesterol und Cholesterolestern in die Leber bleiben 

Pre-β-HDL-Partikel übrig, die erneut in den Kreislauf zurückgelangen (Schwandt und 

Parhofer, 2007). 

HDL3-Partikel können auch im Ganzen in Leberzellen aufgenommen werden, vermutlich über 

LRP1 oder SR-BI (Scavenger receptor class B member 1), einem Rezeptor, der selektiv 

Lipide aus Lipoproteinen aufnehmen kann. Im Zellinnern werden sie während des ApoE-

Recyclings durch Interaktion mit ApoE-haltigen Cholesterolkomplexen zu HDL2-Partikeln 

und dienen nach ihrer Sekretion als ApoE-Donatoren für Chylomikronen-Remnants und 

VLDL-Partikel (s. o.). HDL2-Partikel können zudem extrazellulär durch die LCAT (s. o.) zu 
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großen HDL1-Partikeln verschmelzen (Heeren et al., 2006). Einen Überblick über den 

Lipoprotein-Stoffwechsel bietet Abbildung 1. 

  

 

 

Abbildung 1: Übersicht über den Lipoprotein-Metabolismus (mod. nach Lusis et al., 

2004) 
Abkürzungen: ABCA/ABCG: ATP-Binding Cassette Transporter A/G; CD36: Differenziationscluster 

36/Fettsäuretranslokase; HTGL: Hepatische Triglyzeridlipase; LCAT: Lecithin:Cholesterol-Acyltransferase; 

LPL: Lipoproteinlipase; SR: Scavenger Receptor. Weitere Erläuterungen im Text. 

 

 

1.2  Die LDL-Rezeptor-Familie 

Die Low-Density-Lipoprotein (LDL) Rezeptorfamilie besteht aus derzeit acht strukturell eng 

verwandten Transmembranproteinen, die an einer großen Zahl von biologischen Prozessen 

beteiligt sind. Dazu gehören die Regulation des Lipidstoffwechsels, der Schutz vor 

Atherosklerose, neuronale Entwicklung und der Transport von Nährstoffen und Vitaminen. Es 

soll hier ein orientierender Überblick über die Familienmitglieder, ihre Liganden und 

Funktionen gegeben werden. Auf die für diese Arbeit wichtigen Rezeptoren, insbesondere 

LRP1 wird später genau eingegangen. 
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Abbildung 2: Die LDL-Rezeptor-Familie. (mod. nach May 2006, Schneider et al. 2003) 
Die Mitglieder der LDL-Rezeptor-Familie weisen besonders im extrazellulären Abschnitt eine Reihe von 

strukturellen Gemeinsamkeiten auf.  Bis auf LRP5 und LRP6 tragen alle mindestens ein NPxY-Motiv in der 

ICD. Weitere Informationen im Text. 

 

 

LDL-Rezeptor 

Der LDL-Rezeptor (LDLR), der Namensgeber der Familie, ist ein Glycoprotein an der 

Zelloberfläche. Er kontrolliert die Cholesterol-Homöostase durch rezeptorvermittelte 

Aufnahme von Lipoproteinpartikeln. Dazu gehören die LDL-Partikel, die über das ApoB-100 

an den LDL-Rezeptor binden (Brown und Goldstein, 1974), sowie β-VLDL- und bestimmte 

IDL- und HDL-Partikel, die über das ApoE erkannt und aufgenommen werden (Innerarity et 

al., 1979; Weisgraber et al., 1978). 

Die Mehrheit der LDL-Rezeptoren ist in sog. Clathrin-coated Pits versammelt, 

elektronenmikroskopisch sichtbaren Schauplätzen der Endozytose (Anderson et al., 1978). 

Wie auch für LRP1 wurde für LDLR ein Recycling-Mechanismus beschrieben, durch den die 

einzelnen Rezeptoren mitsamt ihrer Liganden internalisiert werden und nach dessen Abgabe 

an Endosomen an die Zelloberfläche zurückkehren (Brown und Goldstein, 1986). 

Es wurden ca. 1000 funktionshemmende Mutationen des LDLR-Gens beschrieben, die alle 

das Bild der familiären Hypercholesterolämie hervorrufen, eine der häufigsten angeborenen 

Stoffwechselstörungen des Menschen. Dieses Krankheitsbild manifestiert sich klinisch durch 

LDLR VLDLR 
ApoER2 
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MEGF7  
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erhöhte Konzentrationen von LDL-Partikeln und Cholesterol im Plasma. Der Anteil von 

heterozygoten Trägern beträgt etwa 1/500 der Gesamtbevölkerung. Diese Patienten 

unterliegen damit einem deutlich erhöhten Risiko, an Atherosklerose zu erkranken. Träger 

von zwei defekten Genkopien sterben zumeist in sehr frühem Alter an massiver 

Atherosklerose (Jeon und Blacklow, 2006; Goldstein et al., 2001; Hobbs et al., 1990). 

Während derzeit angenommen wird, dass der LDL-Rezeptor ausschließlich für die Aufnahme 

von Lipoproteinpartikeln zuständig ist, kommen den anderen Familienmitgliedern weitere 

Funktionen, unter anderem in der Signaltransduktion zu (May et al., 2005; May und Herz, 

2003; Herz, Gotthardt et al., 2000; Willnow et al., 1999). 

 

LRP1 

Das LDL-Receptor-Related Protein 1 (LRP1) wurde als zweites Mitglied der LDL-

Rezeptorfamilie erkannt und gilt als eines der vielseitigsten. Es bindet mehr als dreißig 

verschiedene Liganden von Liproproteinen über Protease- bzw. Protease-Inhibitor-

Komplexen bis hin zu extrazellulären Matrix-Proteinen, Cytokinen und Viren. Darüber hinaus 

spielt LRP1 eine entscheidende Rolle in der Gefäßwand beim Schutz vor Atherosklerose und 

im erwachsenen Gehirn im Zusammenhang mit der Demenz vom Alzheimer-Typ (Herz und 

Strickland, 2001; Krieger und Herz, 1994). Da LRP1 das zentrale Protein in dieser Arbeit ist, 

wird hierauf im Kapitel „LRP1“ genau eingegangen. 

 

ApoER2 (LRP8) und VLDL-Rezeptor 

Zwei weitere Vertreter, der ApoE-Rezeptor 2 (ApoER2 oder LRP8) und der Very-Low-

Density-Lipoprotein-Rezeptor (VLDLR) wurden als Proteine der Signaltransduktion nach der 

Ausschüttung des Glycoproteins Reelin identifiziert. Reelin reguliert die Anordnung von 

Neuronen während der Gehirnentwicklung. Durch Versuche mit VLDLR- bzw. ApoER2-

Knock-Out-Mäusen wurde deutlich, wie essenziell beide Rezeptoren für die Entwicklung 

bestimmter Gehirnareale sind. Wenn nur einer der beiden Rezeptoren fehlt, kommt es 

allenfalls zu diskreten bzw. zu keinen Veränderungen im Fettstoffwechsel. Bei gleichzeitigem 

Fehlen beider Rezeptoren jedoch kommt es zu einer schweren Gehirnentwicklungsstörung mit 

Verlust der normalen Schichtung der Großhirnrinde und des Hippocampus sowie einer 

Kleinhirndysplasie. Entsprechend ist der Phänotyp der Knock-Out-Tiere durch eine Ataxie 

(daher auch der Name Reelin, von engl. „to reel“ – taumeln, schwanken) und dadurch 

bedingte Ernährungsstörung mit frühzeitigem Tod gekennzeichnet (Trommsdorff, Gotthardt 

et al., 1999).  
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Megalin (LRP2) 

Megalin, auch LRP2 genannt, ist der größte Vertreter der LDL-Rezeptorfamilie und wird im 

zentralen Nervensystem sowie in vielen resorptiven Epithelien exprimiert. Wie auch LRP1 ist 

Megalin ein multifunktionaler Rezeptor, der nicht nur eine große Anzahl an Liganden binden 

und aufnehmen kann, sondern auch über die Regulation der Verfügbarkeit von Liganden 

indirekt an der Signaltransduktion beteiligt ist. Als Beispiel soll hier die Regulation der 

extrazellulären Spiegel von Sonic Hedgehog (Shh) und Bone Morphogenetic Protein 4 

(Bmp4) dienen. Shh, das von Bmp4 negativ reguliert wird, ist essentiell für die Entwicklung 

des Vorderhirns (Prosencephalon). Megalin internalisiert und degradiert Bmp4 und 

gewährleistet so die regelrechte Gehirnentwicklung (Spoelgen et al., 2005; Golden et al., 

1999). Im Rahmen der Vitamin-Homöostase bindet Megalin das Glycoprotein Cubilin, das 

für die Aufnahme von Vitamin B12 und Vitamin D wichtig ist (Christensen at al., 2002). Im 

proximalen Tubulus der Niere ist Megalin an der Rückresorption von Vitamin D-bindendem 

Protein und kleineren Proteinen aus dem glomerulären Filtrat beteiligt. (Nykjaer et al., 1999). 

 

MEGF7 (LRP4) 

MEGF7 (multiple EGF-like domain), oder LRP4, wird der LDLR-Familie zugerechnet, da 

dieser Rezeptor in seinen EGF-Vorläuferdomänen und seinem intrazellulären Anteil mit 

einem NPxY-Motiv den Rezeptoren anderen Vertretern der Familie, wie auch LRP5/6 sehr 

ähnelt (May et al., 2007). Noch liegen die Funktionen des Rezeptors teilweise im Dunkeln, 

doch offensichtlich kommt auch MEGF/LRP4 eine Bedeutung während der 

Embryonalentwicklung zu. In Knock-Out-Mäusen fiel Polysyndaktylie, eine 

Fehlentwicklungen der Gliedmaßen auf (Johnson et al., 2005). Bei Fehlen des Rezeptors 

kommt es zu einer abnormen Expression von Fibroblast Growth Factor (FGF), BMP, Shh und 

Proteinen der Wnt-Familie (Capdevila et al., 2001). Möglicherweise besteht ein 

Antagonismus zu LRP5/6, da MEGF/LRP4 von LRP5/6-mediierte Wnt-Signalwege inhibiert. 

 

LRP5 und LRP6 

LRP5 und LRP6 sind zwei eng verwandte Typ I Membranproteine, die jeweils etwa die 

doppelte Größe des LDL-Rezeptor haben. Ihre extrazellulären Domänen sind exakt wie ein 

Ausschnitt aus LRP1 aufgebaut. Ihre cytoplasmatischen Anteile enthalten jedoch kein NPxY-

Motiv, wie die anderen Familienmitglieder, sondern unter anderem Di-Leucin (LL-) Motive 
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und ausgedehnte Serin- und Prolin-reiche Passagen, die als Bindestelle für Src-homology 3 

(SH3) dienen (Brown et al., 1998; Hey et al., 1998). 

LRP5 und LRP6 wurden als wichtige Teile des Wnt-Signalweges beschrieben (Bejsovec, 

2000). Hierbei handelt es sich um einen zentralen Prozess in der Entwicklung, 

Zellproliferation und Tumor-Formierung. Wnts sind sekretierte Glycoproteine die an 7-

Transmembran-Rezeptoren der “Frizzled“-Familie binden. In Abwesenheit von Wnt wird der 

Transkriptions-Co-Aktivator β-Catenin in einem Multiproteinkomplex phosphoryliert und für 

den Abbau in einem Proteasom-Komplex ubiquitiniert. In Anwesenheit von Wnt werden 

Frizzled und LRP5 bzw. LRP 6 als Co-Rezeptor aktiviert und der Abbau von β-Catenin 

gestoppt. β-Catenin kann daraufhin in den Zellkern einwandern und gemeinsam mit 

Transkriptions-Regulatoren Wnt-abhängige Expression anstoßen (Jiang et al., 2008; Cadigan 

und Liu 2005; He et al., 2004). 
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Rezeptor Liganden Funktionen 

LDL-Rezeptor 
ApoB-100 (LDL),  

ApoE (β-VLDL) 
Lipoprotein-/ Cholesterolaufnahme 

VLDL-Rezeptor 

ApoE, Reelin, Lipoproteinlipase 

(LpL), tissue factor pathway 

inhibitor 

Regulation der neuronalen 

Migration während der 

Embryonalentwicklung, Regulation 

der Fettspeicherung? 

ApoER2 / LRP8 ApoE, Reelin 

Regulation der neuronalen 

Migration während der 

Embryonalentwicklung, 

synaptische Transmission 

MEGF7 / LRP4 Unbekannt 

Regulation der Gliedmaßen- und 

Zahnentwicklung, Modulation von 

Signaltransduktionswegen. 

LRP1 

ApoE, Chylomikronen-Remnants, 

α2-Makroglobulin, Amyloid-

Precursor-Protein (APP), 

Protease/Protease-Inhibitor-

Komplexe, Lipoproteinlipase 

(LpL), PDGF, TGF-beta, CTGF, t-

PA, u-PA 

Aufnahme von Lipoproteinen und 

Proteasen, Modulation der APP-

Prozessierung, Modulation 

intrazellulärer Signaltransduktion, 

synaptishce Transmission? 

LRP1b 
Synaptotagmin, Laminin-

Rezeptorvorläufer 
Regulation der Zellproliferation? 

Megalin / LRP2 

ApoB, ApoE, ApoJ, ApoH, 

Albumin, Cubilin, Retinol-

Binding-Protein (RBP), Vitamin-

D-bindendes Protein, 

Sexualhormon-bindendes 

Globulin, Sonic Hedgehog (SHH) 

Vitaminhomöostase, renotubuläre 

Reabsorption von Proteinen, 

Modulation von 

Signaltransduktion, Aufnahme von 

Sexualhormonen. 

LRP5 

LRP6 
Wnt 

Co-Rezeptor der Frizzled-Familie 

Modulation des Wnt-Signallings 

Tabelle 1: Liganden und Funktionen der LDL-Rezeptor-Familie. (mod. Jiang et al. 

2008, May 2006) 

 

 

1.3  Das LDL-Receptor-Related Protein 1 (LRP1) 

 

Allgemeines 

Das LDL-Receptor-Related Protein 1 wurde zuerst als Zelloberflächenprotein mit einer 

auffallenden Sequenzhomologie zum LDL-Rezeptor und zum Vorläufer des Epidermal 

Growth Factor (EGF) beschrieben. Aufgrund der hohen Expression in der Leber und anderer 

gemeinsamer Eigenschaften wurde LRP1 als zweiter Vertreter der späteren LDL-

Rezeptorfamilie zugeordnet (Herz et al., 1988). Synonym werden auch andere Namen 

gebraucht, vor allem in früheren Beschreibungen. Hier werden bereits verschiedene 
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Beteiligungen des Rezeptors deutlich: CD91 (Immunologischer Kontext), CED1 

(Phagozytose-Studien an C. elegans), α2-Makroglobulin-Rezeptor (α2MR), TGFβ-Rezeptor V 

(nach Liganden) 

 

Struktur 

LRP1 entsteht aus einem etwa 600 kDa großen Vorläuferprotein, das nach seiner Translation 

von einer Furin-Protease im trans-Golgi-Apparat geschnitten wird. An der korrekten Faltung 

ist das Rezeptor-Assoziierte Protein (RAP) als Chaperon beteiligt. Es entstehen eine 515 kDa 

große α- und eine 85 kDa große β-Kette, die nicht-kovalent verbunden werden, wobei die α-

Kette später extrazellulär zu liegen kommt. Sie enthält vier verschieden große 

Ligandenbindungsdomänen (Cluster I – Cluster IV), die aus insgesamt 31 Cystein-reichen 

Ligandenbindungs-Repeats bestehen. Analog zum LDL-Rezeptor spricht man von LDL-

Receptor Class A Domänen (LDLRA). Die Cluster I – IV enthalten 2, 8, 10 bzw. 11 dieser 

Domänen (Neels et al., 1999). Dazu enthält LRP1 mehrere Epidermal Growth Factor (EGF)- 

Vorläufer-Homologie-Domänen, die ihrerseits aus EGF-Repeats und β-Propeller-Domänen 

bestehen. Sie dienen als Pseudosubstrat für die Ligandenbindungsdomänen und tragen zur 

Trennung von Rezeptor und gebundenen Liganden in sauren intrazellulären Kompartimenten 

bei (Mikhailenko et al., 1999). Die β-Kette durchspannt die Plasmamemran mit einer 

Transmembrandomäne und enthält intrazellulär unter anderem zwei NPxY-Motive, wie sie 

auch bei anderen Mitgliedern der LDLR-Familie zu finden sind. Auf die intrazelluläre 

Domäne (ICD) wird im Folgenden näher eingegangen. 

 

Vorkommen und Funktion 

LRP1 wird ubiquitär exprimiert, besonders in Leber, zentralem Nervensystem (ZNS), 

Gefäßwand und Lunge. Durch Versuche mit Knock-Out-Mäusen wurde deutlich, dass LRP1 

eine essentielle Bedeutung bei der Embryonalentwicklung zukommt. Homozygote LRP1-

defiziente Tiere starben bereits am neunten Tag der Schwangerschaft (Herz et al., 1992). 

LRP1 kommt eine wichtige Funktion bei der gezielten ligandenvermittelten Aufnahme von 

Proteinen und Partikeln, wie Chylomikronen-Remnants, zu. Außerdem wirkt er als 

endozytotischer Scavenger-Rezeptor beim Abräumen von apoptotischem Zellmaterial sowie 

bei der Regulation von Phagozytose und Inflammation bei Phagozyten (Kiss et al., 2006; May 

et al., 2005; Gardai et al. 2005). Auch an verschiedenen ligandenvermittelten 

Signaltransduktionswegen ist LRP1 beteiligt. Beim Schutz von Zellen in der Gefäßwand 

(Boucher und Gotthardt, 2004; Loukinova et al., 2002) und der Modulation der 



Einleitung 

 

11 

 

extrazellulären Matrix (Gaultier et al., 2006; Hu et al., 2006) ist LRP1 ebenso involviert wie 

an der Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-Schranke (Yepes et al., 2003), der Modulation 

neuronaler Signale (Qiu et al., 2002) und an der Prozessierung von anderen Proteinen, wie 

z.B. dem β-Amyloid-Vorläuferprotein (APP) (Kounnas et al., 1995; Ulery et al., 2000). 

Zudem wird eine Beteiligung am Auf- und Abbau von Zellverbindungen bzw. an der 

Migration von Zellen diskutiert (Swertfeger et al., 2002; Zhu und Hui, 2003). Dies legt eine 

Bedeutung des Rezeptors bei malignem Wachstum bzw. Metastasierung nahe. Der 

Genabschnitt q13-14 auf Chromosom 12, wo das LRP1-Gen lokalisiert ist, stellt einen 

bekannten Hotspot für neoplastische Mutationen dar. Es konnte jedoch keine Beteiligung von 

LRP1 an chromosomalen Rearrangements bestätigt werden. Allerdings wurde der eng 

verwandte Rezeptor LRP1b als ein häufig deletiertes Gen in Tumoren der Mundschleimhaut 

(Nakagawa et al., 2006), des Ösophagus (Sonoda et al., 2004), des Urothels (Langbein et al., 

2002) sowie im cervicalen Bereich des Uterus (Hirai et al. 2004) beschrieben. Auf einige 

Funktionen wird im Folgenden näher eingegangen. 

 

Expressionsregulation und subzelluläre Verteilung von LRP1 

Aufgrund seiner vielseitigen Funktionen unterliegt LRP1 nicht nur einem direkten und 

kurzfristigen Einfluß durch Liganden, Kinasen und intrazelluläre Adapterproteine, sondern 

auch einer langfristigen Kontrolle durch Expressionsregulation. Anhand von Studien in 

glatten Gefäßmuskelzellen wurde ein Mechanismus beschrieben, der LRP1 durch aggregierte 

LDL-Partikel und Cholesterolüberschuß in der Zelle hochreguliert (Llorente-Cortes et al., 

2002). Diese Beobachtung beruht auf den Transkriptionsfaktoren „Sterol Regulatory Element 

Binding Proteins“ (SREBPs). Sie kontrollieren die zelluläre Lipid-Homöostase auf drei 

Ebenen: Transkription, proteolytische Spaltung von SREBP-Vorläufern und 

posttranslationelle Modifikation nativer SREBPs (Brown und Goldstein., 1997). Hier ist vor 

allem SREBP-2 von Interesse, das relativ spezifisch für Gene der Cholesterolsynthese ist und 

auf der Ebene der Vorläufer-Spaltung reguliert wird (Sato et al., 1996). Wird Cholesterol in 

der Zelle angereichert, verbleibt das cholesterolsensible „SREBP Cleavage-Activating 

Protein“ (SCAP) am endoplasmatischen Retikulum anstatt sich zum Golgi zu bewegen. So 

werden SREBPs nicht proteolytisch aktiviert, und die wenigen aktiven SREBPs bewirken 

eine nur niedrige Transkriptionsrate ihrer Zielgene (Brown et al., 2002; Nohturfft et al., 

2000). Eines der Zielgene von SREBP-2 ist der LDL-Rezeptor, der direkt in der Cholesterol-

Homöostase involviert ist und über ein „Sterol regulatorisches Element“ (SRE) positiv 

reguliert wird (Horton et al., 2002). Liegt also viel intrazelluläres Cholesterol vor, wird der 
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LDL-Rezeptor nur in geringem Maße exprimiert. LRP1 hingegen wird, wie oben beschrieben, 

bei hohen intrazellulären Cholesterolspiegeln vermehrt exprimiert. Diese Beobachtung beruht 

darauf, dass LRP1 von SREBP-2 herunterreguliert wird, indem es an SRE-1 innerhalb der 

ungewöhnlich langen 5’-untranslatierten Region des LRP1-Gens bindet. 

 

 

Abbildung 3: Expressionsregulation von LRP1 und dem LDL-Rezeptor (mit 

freundlicher Genehmigung von N. Schreiber, 2007) 
Ein niedriger Cholesterolspiegel in der Zelle bewirkt eine vermehrte Expression des LDL-Rezeptor. Im 

Gegensatz wird die Expression von LRP1 gehemmt. Weitere Erläuterungen im Text. 

 

Die Verfügbarkeit von LRP1 wird jedoch nicht nur über die Transkriptionsrate reguliert, 

sondern auch über eine flexible Verteilung innerhalb der Zelle. Unter basalen Bedingungen 

hingegen ist nur ein geringer Teil der LRP1-Menge an der Zellmembran zu finden. In 

Adipozyten konnte gezeigt werden, dass LRP1 auf die Stimulation der Zellen mit Insulin hin 

von intrazellulären Membranen an Caveolae der Zelloberfläche transloziert (Zhang et al., 

2004). Ebenso verhält sich LRP1 in Hepatozyten, wobei sich jeweils nur die Lokalisation von 

LRP1 verändert. Die Transkription und damit der Gesamtspiegel bleiben unter Insulineinfluss 

unverändert (Laatsch et al., 2009).  

 

Liganden und Bindungscluster 

LRP1 verfügt über vier extrazelluläre Liganden-Bindungscluster und kann mehr als dreißig 

verschiedene Liganden binden. Dennoch besitzen die Cluster I-IV unterschiedliche 

Bindungsaffinitäten. Während die Liganden mit vergleichbarer Affinität an die Cluster II und 

IV binden, bleibt Cluster I offensichtlich unbesetzt. ApoE und RAP können zusätzlich an 

Cluster III binden. Das Chaperon RAP bindet glykosylierungsunabhängig auch nach der 

Fertigstellung des Rezeptors an die Cluster II, III und IV (Croy et al., 2003). Einmal 

Golgi ER 

LRP1-Gen 

LDL-R-Gen 

wenig 
Cholesterol 

X 

SREBP 
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gebunden, stellt es einen starken Antagonisten für andere Liganden (außer ApoE und 

Lactoferrin) dar, der nicht kompetitiv verdrängt werden kann. Dabei überdeckt RAP für 

andere Liganden wichtige Bindungsstellen. Möglicherweise dient dies der Vorbeugung vor 

vorzeitiger Ligandenbindung während der Herstellung und des Transports des Moleküls. 

Wahrscheinlich kommt es durch die gleichzeitige Bindung von RAP an mehrere Cluster zu 

einer Konformationsänderung im LRP1-Molekül (Horn et al., 1997; Willnow et al., 1992). 

Auf diese Weise können auch Verbindungen von mehreren LRP1-Molekülen untereinander 

entstehen (Neels et al., 1999).  

Auf die Liganden, die für diese Arbeit im Rahmen der Stimulationsversuche verwendet 

wurden (α2-Makroglobulin, Chylomikronen-Remnants (ApoE), Lactoferrin, RAP), wird im 

Ergebnisteil eingegangen. 

 

Abbildung 4: LRP1–Ligandenbindungscluster und Liganden (Auswahl) (nach May 

2006) 
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1.3.1  Die β-Kette und die Intrazelluläre Domäne  

 

Struktur und Motive 

Während der Reifung wird das 600 kDa große LRP1-Vorläufermolekül in eine 515 kDa große 

α- und eine 85 kDa große, glycosylierte β-Kette geschnitten, die nicht-kovalent aneinander 

gebunden werden. Während sich die α-Kette später extrazellulär befindet, durchspannt die β-

Kette die Zellmembran mit einer Transmembrandomäne und trägt auf ihrer cytoplasmatischen 

Seite die 100 Aminosäuren lange Intrazelluläre Domäne (ICD), die mehrere Signalling- und 

Internalisierungs-Motive enthält: Ein von der Zellmembran aus gesehen proximales und ein 

distales NPxY-Motiv, zwei LL-Motive und ein YxxØ-Motiv, das mit dem distalen NPxY-

Motiv überlappt (siehe Abbildung 5). Das „x“ steht hier stellvertretend für unterschiedliche 

Aminosäuren, die in diesen Motiven in verschiedenen Proteinen und Spezies beschrieben 

wurden und deren Eigenschaft für die ordnungsgemäße Funktion weniger wichtig sind. Das 

„Ø“ steht stellvertretend für einen hydrophoben Aminosäure-Rest. YxxØ-Motive kommen in 

Endozytoserezeptoren vor. In den NPxY-Motiven zeigt sich wiederum die Verwandschaft zu 

den anderen Rezeptoren aus der LDL-Rezeptorfamilie, die bis auf LRP5 und LRP6 alle 

mindestens ein solches Motiv in ihrem cytoplasmatischen Anteil tragen (May et al., 2007). 

Zudem finden sich NPxY-Motive bei anderen Zelloberflächen-Rezeptoren wie dem Amyloid-

Vorläufer-Protrein (APP), bei Integrin-Rezeptoren und bei Tyrosinkinase-gekoppelten EGF- 

und Insulinrezeptoren (Chen et al., 1989). 

 

 

Abbildung 5: Die intrazelluläre C-terminale Domäne (ICD) von LRP1 (mit 

freundlicher Genehmigung von N.Schreiber, 2007) 
Die LRP1-ICD enthält zwei NPxY-Motive, zwei Di-Leucin- (LL-) Motive, ein YxxØ-Motiv, das sich mit dem 

distalen NPxY-Motiv überschneidet, und ein SSS-Motiv. Die Tyrosinreste der NPxY-Motive sowie zwei 

Serinreste im SSS-Motiv können phosphoryliert vorliegen.  Nähere Erläuterungen im Text. 

 

NPTY ist die Sequenz des ersten (proximalen) NPxY-Motivs in der LRP1-ICD. Fehlt dieses 

Motiv in LRP1 Knock-In Tieren, die mit der RCME-Methode (Recombinase-Mediated 

Cassette Exchange) hergestellt wurden, kommt es noch vor der Geburt oder perinatal zum 

Fruchttod durch Leberversagen (Roebroek et al., 2005). Es kann über Fe65, einem Protein mit 

Phosphotyrosin-Bindungsdomäne (PTB) das Amyloid Precursor Protein (APP) binden. Für 
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diese Bindung alledings ist keine Phosphorylierung notwendig (Waldron et al., 2006). Es 

handelt sich hier um einen Prozess, der zur Entstehung der Alzheimerschen Demenz beitragen 

soll. 

Auch das Adapterprotein Snx17 (Sorting Nexin 17) bindet ohne Tyrosin-Phosphorylierung an 

das proximale NPxY-Motiv. Es spielt eine wichtige Rolle im Rezeptor-Recycling von LRP1. 

Der hier enthaltene Tyrosinrest Tyr29 kann indes auch phosphoryliert werden. Zuvor ist 

allerdings eine Tyrosin-Phospohorylierung im distalen NPxY-Motiv notwendig. Dies beruht 

möglicherweise auf einer Konformationsänderung rund um das proximale NPxY-Motiv 

herum, wodurch es einer Phosphorylierung erst zugänglich gemacht wird (Betts et al., 2008). 

 

Die Sequenz des zweiten (distalen) NPxY-Motivs in der LRP1-ICD lautet NPVY. Es stellt 

eine wichtige Andockstelle für intrazelluläre Adapterproteine dar und ist – wie auch beim 

LDL-Rezeptor –  essentiell  für die Organisation der zu internalisierenden Rezeptoren in den 

sog. Clathrin-coated Pits (Chen et al., 1990). Die Entscheidung, welche Adapterproteine an 

dieses Motiv binden können, hängt maßgeblich von der Phosphorylierung des Tyrosinrests 

Tyr63 ab. Hierauf soll im Folgenden genauer eingegangen werden.  

 

Am C-Terminus des LDL-Rezeptors gilt das NPxY-Motiv als wichtige Struktur für die 

schnelle Internalisierung in Clathrin-coated Pits (Chen et al., 1990). Im Falle von LRP1 sind 

das distale Di-Leucin- oder LL-Motiv, das distale NPxY- Motiv und das YxxØ-Motiv 

wichtige Strukturen in der Endozytose, wobei das YxxØ-Motiv als wichtigstes Endozytose-

Motiv angesehen wird. Dabei wird es vom distalen LL-Motiv unterstützt (Bonifacino u. Traub 

2003; Li et al., 2000). Die Sequenz des YxxØ-Motivs in der LRP1-ICD lautet YATL. Es 

steht im Zusammenhang mit AP-2, einem zentralen Protein im Rahmen der Internalisierung 

in Clathrin-coated Pits (Owen u. Evans, 1998; Ohno et al., 1995). 

Das NPxY- und das YxxL-Motiv sind überlappend angordnet und werden daher auch als 

NPxYxxL-Motiv beschrieben. Durch RMCE erzeugte Missense NPxYxxL-Knock-In-Mäuse, 

denen zudem der LDL-Rezeptor fehlte, zeigten nochmals erhöhte Mengen atherogener 

Substanzen im Blut wie triglyceridreiche Liporoteine und t-PA im Vergleich zu reinen  

LDLR
-/-

-Tieren und entsprechend ausgeprägtere atherosklerotische Gefäßveränderungen 

(Gordts et al., 2009). 
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Endozytose und Signaltransduktion 

LRP1 spielt sowohl in der Endozytose als auch in der Modulation verschiedener zellulärer 

Signalwege eine Rolle. Nicht nur die erstaunliche Vielfalt der derzeit mehr als dreißig 

bekannten Liganden sprach zunächst für eine Funktion als reiner Endozytose-Rezeptor: LRP1 

verfügt innerhalb der LDL-Rezeptorfamilie über die höchste Endozytose-Rate (Li et al., 

2001). Nachdem eine Reihe von Adapterproteinen beschrieben wurden, die nicht zur 

Endozytose-Maschinerie gehörten, wurde erstmals in Erwägung gezogen, dass es sich um 

einen multifunktionalen Rezeptor handeln könnte (Trommsdorff et al., 1998). Gewissheit 

brachte der Nachweis von Adapterproteinen, die bereits in anderen Untersuchungen 

intrazellulären Signalwegen zugeordnet wurden (Gotthardt, Trommsdorff et al., 2000; Herz 

und Strickland, 2001). Zudem wurde eine direkte Beteiligung von LRP1 an Signalwegen des 

PDGF-Rezeptors (Proliferation von Gefäß-Endothelzellen und Entstehung atheromatöser 

Plaques, s.a. Kapitel LRP1 und Atherosklerose) (Boucher et al., 2002; Loukinova et al., 2002; 

Swertfeger et al., 2002) und des NMDA-Rezeptors beschrieben (Calcium-Signalling in 

neuronalen Zellen und Kontraktion glatter Muskelzellen) (Bacskai et al., 2000; Nassar et al., 

2002). 

LRP1 ist also offenbar an vielfältigen Signalwegen beteiligt. Es ist jedoch derzeit noch nicht 

abschließend geklärt, wie genau das Zusammenspiel mit intrazellulären Adapterproteinen 

diese beiden Funktionen des Rezeptors reguliert.  

 

LRP1 und cAMP– Phosphorylierung und Signaltransduktion 

Zyklisches Adenosinmonophosphat (Adenosin-3’,5’-monophosphat; cAMP) ist einer der 

wichtigsten Second Messenger der intrazellulären Signaltransduktion und ist an vielen 

verschiedenen Signalwegen beteiligt (Walsh et al., 1994). Gebildet wird cAMP aus Adenosin-

5’-Triphosphat (ATP) durch die Adenylatcyclase. Der hydrolytische Abbau zu Adenosin-5’-

Monophospat (AMP) wird von Phosphodiesterasen vollzogen.  

Unter den beschriebenen Adapterproteinen von LRP1 findet sich ein stimulatorisches 

heterotrimäres G-Protein (Gαs). Nach Stimulation mit klassischen LRP1-Linganden 

(Laktoferrin und Urokinase-type Plasminogen Activator (uPA) bzw. ApoE) zeigte sich 

intrazellulär ein signifikanter Anstieg von cAMP und PKA-Aktivität sowie eine gesteigerte 

Endozytoserate von LRP1 (Zhu et al., 2003; Li et al., 2000; Goretzki et al., 1998). 

Möglicherweise führt die Bindung bestimmter Liganden an LRP1 über Gαs zu einer 

Aktivierung der Adenylatcyclase und somit zu einem Anstieg des intrazellulären cAMP-
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Spiegels. Über die Aktivierung der cAMP-abhängigen PKA käme es so zu einer 

Phosphorylierung Serin-Resten in der LRP1-ICD (s. Abbildung 6) (Li et al., 2000). 

 

 

Abbildung 6: Einfluss von LRP1 auf den zellulären cAMP-Spiegel (nach Zhu et al. 

2003, Li et al. 2000, Goretzki et al. 1998) 
Die Stimulation von LRP1 mit ApoE, u-PA oder Lactoferrin führt über ein stimulatorisches G-Protein zu einem 

Anstieg des intrazellulären cAMP-Spiegels.. Dadurch wird die PKA (Proteinkinase A) aktiviert, die Serinreste 

der LRP1-ICD phosphorylieren kann. Nähere Erläuterungen im Text. 
 

1.3.2  LRP1 und Atherosklerose – Die atheroprotektive Wirkung von ApoE 

Die Entstehung von Gefäßwandverdickungen und Einengungen des Lumens durch 

atherosklerotische Plaques beruht auf mehreren begünstigenden Faktoren. Dazu gehören vor 

allem die Hypercholesterolämie, eine prothrombotische Gerinnungssituation, und verstärktes 

mitogenes Signalling aufgrund von oxidativem oder hämodynamischem Stress (Hypertonie). 

Auch Entzündungsreaktionen spielen hierbei eine Rolle. Auf Seiten der Gefäßwand haben 

Makrophagen, glatte Muskelzellen und das Endothel Anteil an der Reaktion. Regulierend 

wirken zwischen diesen beiden Parteien unter anderem VLDLR und LRP1 aus der LDLR-

Familie (Herz und Hui., 2004). 

 

Das Endothel sitzt als einschichtiger, lückenloser Belag von flachen, polygonalen Zellen der 

Basallamina auf und trennt den Intravasalraum (Lumen) von den tieferen Wandschichten. Die 

einzelnen Zellen sind durch Adhärenzkontakte sowie durch Tight-Junctions und Gap-
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Junctions miteinander verbunden. Durch Risse im Endothel können Lipide, Cholesterol und 

Makrophagen aus dem Blut eindringen (Schwandt und Parhofer, 2007). 

LRP1 ist auf endothelialen Zellen nicht so stark exprimiert wie VLDLR, doch binden beide 

TFPI (tissue factor pathway inhibitor), einen Inhibitor der Gerinnungsfaktoren VIIa und Xa 

(Hembrough et al., 2001). 

 

Makrophagen gehören zur Familie der Leukozyten. Sie stellen eine große Gruppe oft 

gewebespezifischer Zellen dar, die alle aus Monozyten entwickeln, Partikel aller Art und 

Größe phagozytieren können und an der unspezifischen und spezifischen Immunabwehr 

mitwirken. Monozyten und aktivierte Makrophagen kommen in der gesunden Gefäßwand 

normalerweise nicht vor, spielen aber eine wichtige Rolle während der Entwicklung von 

Plaques. Sie wandern dann in die Gefäßwand ein, wenn es zu einer Verletzung des Endothels 

gekommen ist. Solche Verletzungen entstehen zum Beispiel durch hohe Blutdrücke, 

thrombotische Geschehen oder durch lokale Entzündungsreaktionen aufgrund einer Infektion 

oder einer Ansammlung von Cholesterol und oxidativen Nebenprodukten in der 

subendothelialen Schicht. Eine Hypercholesterolämie erhöht die Produktion von radikalem 

Sauerstoff und Stickstoff. Diese Radikale oxidieren und peroxidieren Proteine, Lipide und 

Lipoproteine. Oxidierte LDL, die sich in der Gefäßwand anreichern, stoßen die Apoptose von 

Zellen an und tragen dabei verstärkt zur Bildung von atherosklerotischen Veränderungen und 

Plaque-instabilität bei (Napoli et al., 2000, 2001 u. 2002; Schreyer et al., 2002; Boullier et al., 

2001). Dabei beruht die Cholesterolanreicherung auf Proteoglycanen der Intima, die 

internalisierte LDL-Partikel und somit Cholesterol anhäufen (Pentikainen et al., 1996; Camejo 

et al., 1993). Die eingewanderten Makrophagen beginnen, die Lipidablagerungen zu 

phagozytieren. Dabei werden sie zu sogenannten Xanthomzellen oder Schaumzellen 

(schaumiges Aussehen im mikroskopischen Präparat). Neben dem Typ-A Scavenger-

Rezeptor SR-A und dem Typ-B Scavenger-Rezeptor CD36 ist LRP1 maßgeblich an 

Funktionen von Makrophagen beteiligt. LRP1 vermittelt über das intrazelluläre 

Adapterprotein GULP die Aufnahme von LDL und apoptotischen Zellen und Trümmern 

(Llorente-Cortes et al., 2000; Su et al., 2002). Durch die Aufnahme von ApoE über LRP1 

wird auch ein Teil des von Makrophagen ausgeschütteten ApoE-gebundenen Cholesterols 

wieder aufgenommen. Im Rahmen des reversen Cholesteroltransportes zurück zur Leber trägt 

die Ausschüttung von ApoE zur Vermeidung von Schaumzellbildung und Atherosklerose bei. 
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Glatte Muskelzellen, die ebenfalls an der Entstehung von Atherosklerose beteiligt sind, liegen 

für gewöhnlich, gemeinsam mit elastischen und kollagenen Fasern, zirkulär oder in flachen 

Spiralen angeordnet in der Tunica Media der Gefäßwand. Kommt es nun durch einen Intima-

Einriss oder einen chronischen Entzündungszustand zu einem Kontakt zwischen glatten 

Muskelzellen und PDGF aus Thrombozyten, so beginnen die Muskelzellen zu  proliferieren 

und in die Intima einzuwandern (Ross, 1993). Dabei überziehen sie bereits vorhandene 

Fettablagerungen mit einer fibrösen Gewebeschicht und schaffen so eine stabile Plaque.  

LRP1 erfüllt eine Doppelrolle bei der Proliferation und der Migration von glatten 

Muskelzellen in der Gefäßwand. Einerseits hemmt LRP1 die uPA-abhängige Migration durch 

Bindung und Internalisierung von uPA und dem uPA-Plasminogen Aktivator Inhibitor-1-

uPA-Rezeptor Komplex (Nykjaer et al., 1992). Andererseits hemmt LRP1 nach Bindung von 

ApoE auch die PDGF-abhängige Migration und Proliferation (Swertfeger et al., 2002). 

Zusätzlich kann LRP1 durch Bindung von uPA, tPA und PAI-1 Einfluss auf den Gefäßtonus 

nehmen kann (Nassar et al., 2002 u. 2004). 

 

Die Rolle von LRP1 bei der Entstehung der Atherosklerose zeigt die Vielfältigkeit dieses 

Rezeptors. Fehlt ApoE, erfolgt das Signal zur Proliferation der glatten Muskelzelle. Wird 

ApoE gebunden, wird der Endozytoseweg beschritten, also die Internalisierung des Rezeptors 

mitsamt seinem Liganden. Dabei entscheidet sich, welche Adapterproteine an die ICD binden, 

und welche Signalkaskaden daraufhin ablaufen.  

 

Ohne Bindung von ApoE fungieren LRP1 und der PDGF-Rezeptor- β als Co-Rezeptoren für 

die Signaltransduktion (Boucher et al., 2002; Loukinova et al., 2002). Die Src-Kinase 

phosphoryliert den Tyrosinrest im distalen NPxY-Motiv der ICD. Shc bindet mit seiner PTB-

Domäne daran und aktiviert über GRB2 und SOS den Ras/RAF/MAPK Signalweg, der die 

Zelle zur Proliferation bringt (Barnes et al., 2001). 
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Abbildung 7a: LRP1 als Co-Rezeptor des PDGF-Rezeptor-β in der Atherosklerose 

(nach Boucher 2004) 
Durch PDGF-BB kommt es zur Anregung der Zelle zur Migration bzw. Proliferation. In glatten Muskelzellen 

kommt es dadurch zur Entstehung von atherosklerotischen Plaques. Nähere Erläuterungen im Text. 

 

Bindet ApoE an LRP1, wird die Phosphorylierung am distalen NPxY-Motiv unterbunden, 

und es können Dab2 und ARH (oder ähnliche PTB-Proteine) binden, zwei Adapterproteine, 

die mit Aktin und Myosin VI aus dem Endozytose-Apparat interagieren (Boucher et al., 2002; 

Mishra et al., 2002; Morris et al., 2002; He et al., 2002).  

Im Rahmen der Internalisierung ist der LDL-Rezeptor auf funktionsfähiges ARH angewiesen. 

Kommt es durch eine autosomal rezessiv vererbte Mutation zu einem Funktionsverlust von 

ARH, kommt es klinisch zu einer Hypercholesterolämie, ganz ähnlich der familiären 

Hypercholesterolämie. Die Internalisierung von LRP1 bleibt unverändert, obwohl ARH auch 

zu den intrazellulären Adapterproteinen von LRP1 gehört (Maurer et al., 2006; Jones et al., 

2003). Möglicherweise erfüllt PID1 eine vergleichbare Aufgabe für die Internalisierung von 

LRP1 wie ARH für den LDL-Rezeptor (persönliche Mitteilung von Britta Hoffzimmer, 

Arbeitsgruppe “Adapterproteine und Signaltransduktion von LRP1“,  Prof. Dr. Schmale). 
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Abbildung 7b: LRP1 als Co-Rezeptor des PDGF-Rezeptor-β in der Atherosklerose 

(nach Boucher 2004) 
Bindet ApoE an LRP1 kommt es zur Bindung von Dab2 an die ICD. Dies führt zu einer schnellen 

Internalisierung des Rezeptors und hemmt die Migration bzw. Proliferation. Auf diese Weise wirkt sich ApoE 

protektiv auf die Atherosklerose aus.  Nähere Erläuterungen im Text. 
 

In Experimenten mit LDLR-Knockoutmäusen, denen zusätzlich LRP1 in glatten 

Gefäßmuskelzellen durch einen gewebespezifischen Knockout fehlte, zeigten sich eine 

schwere Hyperplasie der Aorta und eine verstärkte Neigung zu atherosklerotischen 

Veränderungen. Immunhistochemisch konnte eine Überexpression des PDGF-Rezeptors und 

eine massiv gesteigerte Aktivität des PDGF-Signalweges nachgewiesen werden. Ohne LRP1 

fehlt offensichtlich auch die Schutzfunktion von ApoE. Durch eine Behandlung mit dem 

PDGFR-Tyrosinkinase-Inhibitor STI 571 (Gleevac, Novartis) traten die Veränderungen viel 

weniger stark auf. Dies legt nahe, dass der PDGF-Signalweg maßgeblich für Entstehung und 

Ausprägung der Atherosklerose ist (Boucher et al., 2003). 

 

1.4  LRP1 - Intrazelluläre Adapterproteine 

Ursprünglich wurde angenommen, dass die LDL-Rezeptorfamilie eine Gruppe von reinen 

Endozytose-Rezeptoren sei, die in einem Recycling-Kreislauf zwischen Cytosol, Lysosomen 

und der Zelloberfläche zirkuliert. Als bekannt wurde, dass DAB1 und Fe65 (zwei neuronale 

Adapterproteine, die im Zusammenhang mit der Neuronenentwicklung und der 

Alzheimerschen Demenz stehen) mit den zytoplasmatischen NPxY-Domänen von LDLR und 
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LRP1 reagieren, wurde deutlich, dass zusätzlich zur Endozytose weitere Rezeptorfunktionen 

bestehen könnten, zumal Dab1 und Fe65 keine bekannte Rolle in der Endozytose spielen 

(Trommsdorff et al., 1998). Die komplexen Krankheitsbilder, die unter Knock-Out 

Bedingungen einzelner Rezeptoren zu beobachten waren, ließen eine gestörte 

Endozytosefunktion als einzige Ursache unwahrscheinlich erscheinen. Zudem machten die 

beobachteten Interaktionen mit intrazellulären Adapterproteinen deutlich, dass für die 

diversen sich zeigenden Funktionen der Rezeptoren Verbindungen zu verschiedenen 

Signalwegen nötig waren.  

 

In Hefe-Zwei-Hybrid-Versuchen von Gotthardt, Trommsdorff und Kollegen wurden folgende 

Adapterproteine von LRP1 beschrieben: Dab1, Dab2, JIP1, JIP2, GIPC1/SEMCAP1, PSD95 

und CAPON. Sie alle tragen PTB-/PID- oder PDZ-Domänen, die Protein-Protein-

Interaktionen ermöglichen. Diese Ergebnisse erklärten die Rolle von LRP1 in der Regulation 

des JNK-Signalweges (JIP1, JIP2), in der Interaktion mit G-Protein-gekoppelten Signalwegen 

(GIPC1/SEMCAP1) und in der postsynaptischen Neurotransmission (PSD95) (Gotthardt, 

Trommsdorff et al., 2000). 

 

Proteine, die eine SH2-Domäne tragen, können reversibel an phosphorylierte Tyrosinreste 

anderer Proteine binden (Cantley et al., 1991). Da viele intrazelluläre Signalproteine eine 

SH2-Domäne enthalten, kann deren Bindung bzw. Aktivierung an Rezeptoren anhängig von 

Tyrosin-Phosphorylierungen reguliert werden (Anderson et al., 1990). Das Adapterprotein 

Shc zum Beispiel enthält sowohl eine SH2- als auch eine PTB-Domäne als besonders 

zentrales Glied sowohl in der Vermittlung der Proliferation als auch der Apoptose 

(Kavanaugh et al., 1994; Songyang et al., 1994). 

 

Bevor auf die für diese Arbeit bedeutsamen Adapterproteine genauer eingegangen wird, soll 

hier ein Überblick über die wichtigsten der derzeit rund dreißig bekannten intrazellulären 

LRP1-Adapterproteine gegeben werden. 
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Intrazelluläres Adapterprotein Funktion 

CED6 / GULP 
 Teil der Phagozytose-Maschinerie 

 Evtl. Regulation des Cholesterol-Efflux 

Dab1  Regulation verschiedener Tyrosinkinasen 

Dab2 
 Teil der Endozytose-Maschinerie Zusammen mit 

Aktin und Myosin VI                

Fe65  Verbindung zwischen LRP1 und APP 

Gαs  Einfluß auf den intrazellulären cAMP-Spiegel 

GIPC1 / SEMCAP1 

 Teil des GαS-Komplexes von Transmembran-

Rezeptoren mit GAIP 

 Teil des Endozytose-Apparates zusammen mit 

Dab2 und Myosin-VI 

JIP1 & JIP2 
 Gerüstprotein für den Transport entlang von 

Mikrotubuli 

 Kontrolle mitogener Faktoren 

Mint2 & Mint3  Regulation der Prozessierung von APP 

PKCα 
 Phosphorylierung von Serin- und Threonin-

Resten in der LRP1-ICD               

PSD95 
 Teil des Post-Synaptic-Density-Komplexes 

 Modulation der Leitfähigkeit von neuronalen 

Ionenkanälen über NMDA 

Shc 
 Verschiedene Funktionen während Proliferation 

und Apoptose                                   

Shp2  Regulation während der  Phagozytose 

Snx17 
 Modulation von Endocytose und Endosomalen 

Kompartimenten 

 Funktion im LRP1-Recycling 

Tabelle 2: Intrazelluläre Adapterproteine von LRP1 (Auswahl) 
Nähere Erläuterungen im Text. 

 

Grundsätzlich können drei Hauptgruppen von LRP1-Adapterproteinen unterschieden werden:  

 

1. Adapterproteine, die zum Binden auf einen phosphorylierten Tyrosinrest innerhalb des 

NPxY-Motivs angewiesen sind. (Shc, CED6/GULP) 

2. Adapterproteine, die keine Phosphorylierung zur Bindung benötigen. (Fe65, Dab1/2) 

3. Adapterproteine, die funktionale Komplexe mit LRP1 eingehen, ohne direkt mit der 

ICD verbunden zu sein. (PKCα) 
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Damit wird bereits bei der Phosphorylierung bzw. Nicht-Phosphorylierung der LRP1-ICD 

festgelegt, welche Adapterproteine binden können, und welche in diesem Moment von einer 

Interaktion ausgeschlossen sind. 

 

Damit Adapterproteine, die wie Shc oder CED6/GULP eine Phosphotyrosin-bindende 

Domäne (PTB) tragen, an das distale NPxY-Motiv von LRP1 binden können, muss der 

Tyrosinrest dort phosphoryliert sein. Dies wird von der Tyrosinkinase Src gewährleistet 

(Barnes et al., 2001). Die von der PKA und der PKCα bewirkte Serin-/Threonin-

Phosphorylierung wirkt sich hierbei fördernd und stabilisierend auf die Tyrosin-

Phosphorylierung aus (s. Abbildung 11) (Ranganathan et al., 2004; Li et al., 2000). Näheres 

dazu findet sich in den folgenden Kapiteln. 

 

Abbildung 8: Die LRP1-ICD im phosphoryliertem Zustand (nach Schreiber, 2007) 
Die Adapterproteine Shc und CED6/GULP sind für ihre Bindung an LRP1 auf den phosphorylierten 

Tyrosinrest im distalen NPxY-Motiv angewiesen. Die Serin-/Threonin-Phosphorylierung wirkt sich 

stabilisierend aus. Weitere Erläuterungen im Text. 

 

Andere Adapterproteine können nur mit den unphosphorylierten NPxY-Motiven von LRP1 

interagieren. Dab1 bindet an dabei an das distale, während Fe65 an das proximale NPxY-

Motiv bindet und eine Verbindung zum Amyloid-Precursor-Protein (APP) herstellt (s. 

Abbildung 12) (Waldron et al., 2006, Trommsdorff et al., 1998). 
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Abbildung 9: Die LRP1-ICD im unphosphoryliertem Zustand (nach Schreiber 2007) 
Die Adapterproteine Dab1 und Dab2 bevorzugen für Ihre Bindung an LRP1 das unphosphorylierte Tyrosin im 

distalen NPxY-Motiv. Fe65 bindet an den unphosphorylierten Tyrosinrest im proximalen NPxY-Motiv. Weitere 

Erläuterungen im Text. 
 

Im Folgenden soll auf diejenigen Adapterproteine eingegangen werden, die in dieser Arbeit 

auf ihr Bindungsverhalten hin untersucht wurden. 

 

1.4.1  CED-6/GULP – Signalling in der Phagozytose 

Aufnahme und Abbau apoptotischer Zellen und Debris (Phagozytose) spielen eine zentrale 

Rolle während der Entwicklung, der Organbildung, der Immunantwort und der Wundheilung, 

bzw. in der Autoimmunität.  

Erkennt ein Phagocyt eine apoptotische Zelle, werden anti-inflammatorische Cytokine 

ausgeschüttet. Zudem stellt Phosphatidylserin an der Oberfläche der apoptotischen Zelle ein 

Signal dar, das anti-immunogen und anti-inflammatorisch auf den Phagozyten wirkt (Fadok et 

al., 2001; Hoffmann et al., 2005). Im Gegensatz dazu fördert das Erkennen einer nekrotischen 

Zelle die inflammatorische Reaktion. 

Die Aufnahme von abgestorbenen Zellen und sonstigem Debris geschieht, indem die 

apoptotische oder nekrotische Zelle von einem Phagocyten spezifisch erkannt und gebunden 

wird (über Rezeptoren wie LRP1/CD91, CD36, CD14, ABCA1, ABCA7, C1q-Rezeptor, 

Lektine, Integrine uva.) (Grimsley und Ravichandran, 2003). 

Die Zellmembran des Phagocyten stülpt sich ein, und durch Signale über bestimmte 

Zelloberflächenrezeptoren und Adapterproteine wie LRP1 und CED6/GULP (siehe unten) 

wird Aktin hinzugezogen, sodass die apoptotische Zelle im Ganzen phagocytiert werden 

kann. Ist dies geschehen wird das aufgenommene Material zur endgültigen Degradation 

vorbereitet. 
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Für die Regulation der Phagozytose wird ein Gleichgewicht aus “iss-mich“- und “iss-mich-

nicht“-Signalen an der Zelloberfläche postuliert. Calreticulin, eigentlich ein “iss-mich“-

Signal, ist auch auf der Oberfläche gesunder Zellen exprimiert. Allerdings überwiegt zu 

diesem Zeitpunkt das “iss-mich-nicht“-Signal, das u.a. über CD47 vermittelt wird. Durch 

Bindung von CD47 an SIRPα wird über Shp1 und Shp2 die Endozytose-Maschinerie inhibiert 

(Kharitonenkov et al., 1997; Latour et al., 2001). Geht die Zelle in die Apoptose, kommt es zu 

einer Reduzierung und Umverteilung von CD47 an der Oberfläche. Dagegen nimmt die 

Menge an Calreticulin und Phosphatidylserin zu. Durch die Bindung von Calreticulin an 

LRP1 kommt es über CED6/GULP zur Aktivierung von CED10/Rac-1, einem Protein aus der 

Rho-Familie, das eine zentrale Rolle während der Phagozytose einnimmt. (Gardai et al., 

2005). 

 

Abbildung 10: Erkennung intakter und apopototischer Zellen (mod. nach Gardai et al. 

2005) 
Intakte Zellen exprimieren CD47 an Ihrer Oberfläche. SIRPα (Signal-Inhibitory-Regulatory-Protein α) an der 

Oberfläche von Phagozyten erkennt CD47 und hemmt via Shp1/Shp2 die Phagozytose (links). Apoptotische 

Zellen exprimieren vermehrt Calreticulin (CRT), Phosphatidylserin (PS) und weniger CD47. Calreticulin wird 

von LRP1 gebunden und akiviert über Rac-1 die Phagozytose (rechts). Nähere Erläuterungen im Text. 

 

Je nach dem, ob eine apoptotische Zelle, oder eine nekrotische Zelle aufgenommen werden 

soll, können ultrastrukturell zwei unterschiedliche Formen der Phagocytose beobachtet 

werden. Apopotische Zellen werden eng von der Zellmembran des Phagocyten umfahren, so 

dass sich ein eng anliegendes Phagolysosom bildet (Krysko et al., 2006; Giles et al., 2000). 

Im Gegensatz dazu werden nekrotische Zellen in geräumigeren, flüssigkeitsgefüllten Blasen 

internalisiert, ähnlich Makropinosomen (Krysko et al., 2006; Gardai et al., 2005). Dennoch 

wird davon ausgegangen, dass apoptotische und nekrotische Zellen dasselbe Signalsystem zur 
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Aufnahme benutzen (Chung et al., 2000). Es ist jedoch zurzeit nicht bekannt, wie die Art der 

Aufnahme entsprechend ausgelöst wird.  

 

Es existiert eine spezialisierte Maschinerie, die vor allem durch Studien in Caenorhabditis 

elegans beschrieben wurde. Dementsprechend wurden beteiligte und charakterisierte Proteine 

an der Zelloberfläche und im Zellinnern CED-1 bis CED-12 benannt. Vergleiche in 

Gendatenbanken ergaben, dass dieses System konserviert von Nematoden wie C. elegans bis 

hin zu Säugetieren besteht. So stellten sich bereits bekannte Säuger-Proteine als Orthologe zu 

CED-1 usw. heraus (siehe Tabelle 5) 

  

C. elegans (CED-x) 
Ortholog in 

Säugetieren 

CED-1 LRP1 

CED-2 CrkII 

CED-3 Caspase (?) 

CED-5 Dock180 

CED-6 GULP 

CED-7 ABCA1 

CED-10 RAC1 

CED-12 ELMO 

Tabelle 3: Proteine der Phagozytose in  

C. elegans und Orthologe in Säugetieren. 

 

Das Ortholog zu CED-6 in C. elegans ist GULP (Engulfment Protein) in Säugetieren. GULP 

ist ein intrazelluläres Adapterprotein von LRP1. Es setzt sich zusammen aus einer N-

terminalen PTB-Domäne, einem anschließenden Leucin-Zipper und einer Prolin-reichen C-

terminalen Region. Über den Leucin-Zipper können sich die aktiven GULP-Homodimere 

bilden (Su et al., 2000). Mit der PTB-Domäne kann GULP an das distale NPxY-Motiv der 

LRP1-ICD binden (Su et al., 2002). Diese Bindung ist abhängig von der Phosphorylierung 

des Tyrosinrestes durch die Src-Kinase. Zusätzlich hat auch die Serin-/Threonin-

Phosphorylierung durch die PKCa (siehe auch dort) einen regulierenden Einfluss auf die 

Bindung (Ranganathan et al., 2004). 
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Abbildung 11: Interaktion von LRP1 und CED6/GULP (nach Kinchen und 

Ravichandran, 2007; Ranganathan et al., 2003; Su et al., 2001 und 2000) 
Die Src-Kinase phosphoryliert den Tyrosinrest  im distalen NPxY-Motiv der LRP1-ICD. Die Serin-/Threonin-

Phosphorylierung durch die PKCα wirkt stabilisierend. CED6/GULP bindet an das phosphorylierte Tyrosin. 

Weitere Erläuterungen im Text. 

 

CED-10 bzw. Rac1 aus der Rho-Familie stellt ein zentrales Protein während der Phagocytose 

von apoptotischen Zellen und Debris dar. Es werden zwei Wege beschrieben, die zur 

Aktivierung von Rac1 und damit zu einem Rearrangement von Aktin und schließlich zur 

Phagocytose des apoptotischen Materials führen (Kinchen et al., 2005). Ein Weg schließt 

CED-1, CED-6 und CED-7 ein, also LRP1, GULP und ABCA1 in Säugerzellen. 

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen in C. elegans zeigten, dass CED-1 und CED-6 vor 

allem in der Frühphase der Phagocytose noch vor dem Aktin-Rearrangement kolokalisieren 

und sich um die apoptotische Zelle herum sammeln. Dies legt eine Beteiligung an der 

Erkennung apoptotischer Zellen nahe, wobei Calreticulin an der Zelloberfläche als Ligand für 

CED-1 eine Rolle spielt (Gardai et al., 2005). Ein zweiter Weg führt über CED-2, CED-5 und 

CED-12 bzw. CrkII, Dock180 und ELMO in Säugerzellen, möglicherweise durch Bindung 

von Phosphatidylserine der apoptotischen Zelle an entsprechende Rezeptoren des Phagozyten. 

Dieser Weg wurde sowohl für die Phagocytose als auch für die Migration beschrieben 

(Conradt, 2001; Gumienny et al., 2001). 

Da die Komponenten dieser Phagozytose-Maschinerie hochgradig konserviert sind, lassen 

sich die Ergebnisse aus den Studien in C. elegans möglicherweise auf entsprechende Prozesse 

in Säugetierzellen übertragen. 
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Abbildung 12: Wege zur Aktivierung der Phagozytose (mod. nach Kinchen und 

Ravichandran, 2007) 
Anstelle der CED-Nomenklatur wurden die einzelnen Proteine entsprechend ihren Säugetier-Homologen 

bezeichnet. Abkürzungen: CRT: Calreticulin; PS: Phosphatidylserin; PSR: Phosphatidylserin-Rezeptor. Weitere 

Erläuterungen im Text. 
 

ABCA1 (ATP-Binding Cassette Transporter A-1) ist ein wichtiger membranständiger 

Transporter, der den Efflux von Cholesterol und Phospholipiden aus der Zelle hin zu 

unlipidiertem ApoA1 ermöglicht um nascierende und prä-ß-HDL bilden zu können. Damit 

reguliert ABCA1 sowohl den intrazellulären Cholesterol- als auch den Plasma-HDL-Spiegel. 

Besonders Hepatozyten, aber auch Makrophagen kommt eine wichtige Stellung in der 

Generierung von HDL zu (Basso et al., 2002). Defekte im ABCA1-Gen führen zu niedrigsten 

Plasma-HDL Spiegeln durch verminderten Cholesterol-Efflux und zur Akkumulation von 

Cholesterolestern in verschiedenen Geweben, vor allem auch in Macrophagen der Gefäßwand 

(Atherosklerose) (Christiansen-Weber et al., 2000; Orso et al., 2000; McNeish et al., 2000). 

Das klinische Bild ist die Tangier-Krankheit (Brousseau et al., 2000; Bodzioch et al., 1999; 

Lawn et al., 1999; Remaley et al., 1999; Rust et al., 1999). 

Im Zusammenhang mit dem Phagoctose-Signalling über LRP1 und GULP kommt ABCA1 

die Rolle der Entsorgung von phagocytiertem und degradiertem Material zu. So wird 

gewährleistet, dass in der Zelle zu jeder Zeit genügend Raum für neue Phagocytose-Aufgaben 

vorhanden ist. Daneben hat ABCA1 offensichtlich auch Anteil an der Erkennung 

apoptotischer Zellen. 
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Defekte in der Phagocytose von apoptotischen Zellen werden auch mit der Entstehung von 

Krankheiten in Verbindung gebracht. So werden Macrophagen mit verlangsamter bzw. 

reduzierter Aktivität in atherosklerotischen Plaques beschrieben (Schrijvers et al., 2005). 

Ebenso wurden bei Patienten mit Systemischem Lupus Erythematosus (SLE), einer 

Autoimmun-Erkrankung, Macrophagen mit Defekten in der Phagocytose beobachtet (Tas et 

al., 2006). Es wird sogar die These diskutiert, dass verzögerte Phagocytose von apoptotischen 

Zellen und Debris allgemein zu einer verstärkten Exposition von Autoantigenen und dadurch 

zu Autoimmunkrankheiten führt. 

  

1.4.2  Dab2 – Partner während der Endozytose 

Analog zur Phagozytose, die die Aufnahme von großen extrazellulären Partikeln wie z.B. 

Zellen oder Debris beschreibt, werden bei der Endozytose und der Pinozytose Moleküle bzw. 

Flüssigkeiten aufgenommen (Lodish et al., 2001). Die Zellmembran wird dabei nach innen 

gestülpt, abgeschnürt und in Form von Vesikeln (von Zellmembran umgebene Bläschen, in 

denen das aufgenommene Material eingeschlossen ist) in das Zellinnere gebracht, wo sie mit 

Endosomen und dem endo-lysosomalen Membransystem verschmelzen können. Die 

Endozytose ist wichtig für das Recycling von Membranlipiden und Proteinen und ist an der 

Regulierung der Rezeptordichte in der Zellmembran beteiligt. Diese Prozesse werden auch 

von Pathogenen und Toxinen genutzt, um ins Zellinnere zu gelangen.  

Die Aufnahme von Material über Clathrin-coated Pits ist schon seit rund 40 Jahren bekannt 

und kann durch Elektronenmikroskopie sichtbar gemacht werden. Die verschiedenen 

Endozytosekomplexe sammeln sich an der Plasmamembran, erkennen durch entsprechende 

Rezeptoren ein Cargo und werden tropfenförmig nach innen abgeschnürt. Die Vesikel 

verlieren bald darauf ihre Ummantelung und verschmelzen mit frühen Endosomen, denen sie 

Ihren Inhalt übergeben. Seit einiger Zeit wird auch noch eine weitere Variante ohne Clathrin-

Ummantelung beschrieben (Smythe et al., 2006; Soldati, 2006). 

Der Ablauf der Endozytose kann grob in drei Abschnitte geteilt werden. Mithilfe von 

Echtzeit-Fluoreszenzmikroskopie bei Hefen unterscheidet man eine unbewegliche Phase, eine 

Phase der langsamen Bewegung und eine Phase der schnellen Bewegung. Dahinter verbirgt 

sich die Bildung des „Mantels“ aus Clathrin und dem Clathrin-Adapterprotein AP-2 an der 

Membran-Innenseite, die Rekrutierung von Aktin und Co-Faktoren und das Ablösen und 

Abtransportieren des Vesikels.  

Clathrin und andere Proteine legen sich in dem Membranbereich an, der aufgenommen 

werden soll. In diesem Bereich liegen oftmals Rezeptoren samt Liganden, die entsprechende 
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Regulationsproteine für die Endozytose und die anschließende Weiterleitung notwendig 

machen. Aktin und seine Co-Faktoren wie Arp2/3, N-WASP (Kessels und Qualmann, 2002; 

Otsuki et al., 2003), Syndapin, Cortactin (Merrifield et al., 2005), Intersectin und andere 

Regulatoren werden rekrutiert. Die Zellmembran wird nach innen gestülpt, bis das neue 

Vesikel durch die GTPase Dynamin und anderen Proteinen abgeschnitten wird (Song und 

Schmid, 2003). Entlang der fertig ausgebildeten Aktin-Bahnen wird es dann zügig 

abtransportiert. 

Die rezeptorvermittelte Endozytose und ihre Regulierung sind von großer Bedeutung für die 

gezielte Aufnahme bestimmter Substanzen. So werden z.B. LDLR und LRP1 nach Bindung 

von ApoE außerhalb und Dab2 innerhalb der Zelle schnell internalisiert. Dabei besteht eine 

Interaktion von Dab2 mit Mitgliedern der LDL-Rezeptorenfamilie (Dance et al., 2004; Morris 

et al., 2001) und mit Myosin VI, das zusammen mit Aktin Grundelemente der Endozytose-

Maschine darstellt (s.u.). Obwohl Aktin für die Endozytose sehr wichtig ist, scheint es 

dennoch in einigen Fällen nicht zwingend erforderlich zu sein. Eine Hemmung von Aktin mit 

Latrunculin A bewirkte in einigen Zellen nur eine Einschränkung, nicht aber ein Ausbleiben 

der Endozytosefunktion (Fujimoto et al., 2000). 

 

Dab2  

Dab2 (Disabled-2) ist ein weit verbreiteter Verwandter von Dab1 (Disabled-1), einem 

Neuronen-spezifischen Protein, das an die intrazellulären Domänen von LDLR, LRP1 und 

APP bindet und an der Aktivierung von Signalwegen über die Tyrosinkinasen Src, Fyn und 

Abl beteiligt ist (Trommsdorff et al., 1998).  

Dab2 (auch DOC-2 genannt) wird als putativer Tumor-Suppressor beschrieben, der am 

Membranrezeptor-Turnover, an der Endozytose sowie an zellulären Signalwegen beteiligt ist. 

Es ist ein komplexes Protein, das wie Dab1 eine N-terminale PTB-Domäne und mehrere gut 

beschriebene Protein-Bindungsstellen trägt. Mit der PTB-Domäne kann Dab2 an eine Reihe 

von Zelloberflächen-Rezeptoren binden, die ein konserviertes NPxY-Motiv in ihrer 

intrazellulären Domäne tragen. Dazu zählen unter anderem Mitglieder der LDL-Rezeptor-

Familie (LDLR, LRP1, ApoER2/LRP8), der Amyloid Precursor Protein Familie (APP, 

APLP1, APLP2) sowie SHIP (Morris et al., 2001). Dab2 bevorzugt wie Dab1 das 

unphosphorylierte Tyrosin innerhalb des, bei LRP1 distalen, NPxY-Motivs für die Bindung, 

im Gegensatz zu Adaptoren wie Shc und CED6/GULP, die hier für ihre Bindung 

Phosphotyrosin benötigen (Howell et al., 1999; Batzer et al., 1995). Zugleich kann Dab2 
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mithilfe der PTB-Domäne auch an Posphoinositid-haltige Lipide binden, wie sie in der 

Zellmembran vorkommen (Mishra et al., 2002).  

Dab2 enthält eine Reihe von DPF-Motiven, die als Bindungsstelle für AP-2 dienen. Im selben 

Bereich liegen Typ-I- und –II-Bindungsstellen für Clathrin. Bereits der Abschnitt von Dab2, 

der die PTB-Domäne, die DPF-Motive und die „Clathrin-Box“ enthält, bewirkt in vitro die 

Bildung von Clathrin-Coated Pits (Mishra et al., 2002). 

Weiterhin trägt Dab2 fünf NPF-Motive, an die Eps15-Homology- (EH-) Domänen binden 

können, wie sie in einer Vielzahl von Endozytose-Proteinen vorkommen.  

Dab2 kann mithilfe seiner C-terminalen Serin- und Prolin-reichen Region an den C-

terminalen globulären Abschnitt von Myosin-VI binden (Inoue et al., 2002; Morris et al., 

2002). So erfüllt Dab2 mit seinen zahlreichen Interaktionen die Vorraussetzungen für eine 

Rolle als zentrales Adapterprotein während der Endozytose (Hasson et al., 2003).  

 

 

Abbildung 13: Das Adapterprotein Dab2 (mod. nach Hasson et al., 2003) 

Dab2 liegt in mehreren Spleiß-Varianten vor, hier sind die beiden häufigsten mit wichtigen Bindungsstellen 

dargestellt. Der p67Dab2-Variante fehlen die Domänen für die Bindung von Clathrin und AP-2. Weitere 

Erläuterungen im Text. 

 

Zudem zeigten Dab2-Knockout-Mäuse Anzeichen einer verminderten Endozytose-Funktion. 

In Nierenzellen des proximalen Tubulus war die Zahl der Clathrin-coated Pits verringert 

sowie die Aminosäure- und Vitaminaufnahme gestört. Dies wurde auf eine geringere 

Megalin-Endozytose-Rate zurückgeführt (Morris et al., 2002).  

 

Myosin-VI in der Endozytose 

Myosin-VI ist eines von derzeit etwa 18 bekanten Mitgliedern der großen Familie der 

Myosine. Allen gemein ist eine konservierte Domäne, die an F-Aktin-Mikrofilamente bindet 
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und unter hydrolytischer Spaltung von ATP eine Vorwärtsbewegung entlang des Filaments 

ermöglicht (Berg et al., 2001). Myosin-VI ist das derzeit einzige bekannte Familienmitglied, 

das sich entlang der Aktinfilamente im Sinne der Endozytose von der Zelloberfläche hin zum 

Zellinneren bewegt (Cramer, 2000; Wells et al., 1999).  

Es werden zur Zeit drei Theorien über die Funktionen von Myosin-VI während der 

Endozytose diskutiert, die hier anhand einer durch Mikrovilli vergrößerten Oberfläche 

dargestellt werden: 1. Transport von ligandengebundenen Rezeptoren hin zu Endozytose-

Zonen. Hierbei dient Myosin-VI der Verlagerung von Rezeptoren und Liganden in den 

Bereich der Clathrin-coated Pits am zwischen den Mikrovilli. 2. Beteiligung an der 

Formierung von Clathrin-haltigen Vesikeln. Beobachtungen in Zellen des proximalen 

Tubulus haben gezeigt, dass die Liganden vor ihrer Aufnahme in Clathrin-reichen 

Invaginationen angereichert werden. Während der Endozytose kommt es zu einer starken 

Präsenz von Myosin-VI direkt im Bereich des sogenannten “terminalen Netzes“, einer dichten 

Struktur aus Aktin-Filamenten, die einerseits als Barriere dient, andererseits möglicherweise 

direkt an der Vesikelbildung beteiligt ist. 3. Transport von nicht Clathrin-haltigen Vesikeln 

durch das Aktin-Netz der Endozytose-Zonen hin zum frühen Endosom. Offensichtlich besteht 

ein Mechanismus, der den Transport der Vesikel durch dieses terminale Netz erleichtert. 

Myosin-VI kommt aufgrund seiner Laufrichtung entlang der Aktin-Filamente als wichtiges 

Glied der Transportkette in Frage, bis die Mikrotubuli für die weitere Verteilung der Vesikel 

im Zellinneren erreicht sind (Hasson et al., 2003).  

Von diesen drei möglichen Funktionen von Myosin-VI erscheinen die Formierung von 

Clathrin-coated Pits sowie der Transport von nicht Clathrin-haltigen Vesikeln durch das 

Aktin-Netz am wahrscheinlichsten. Diese Annahme beruht auf Versuchen mit 

Spleißvarianten, die die Untersuchung der Funktion von Myosin-VI in separaten Endozytose-

Kompartimenten ermöglichten (Aschenbrenner et al., 2003; Buss et al., 2001).  
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Abbildung 14: Mögliche Funktionen von Myosin-VI während der 

Endozytose (mod. nach Hasson et al., 2003) 
A: Transport von ligandengebundenen Rezeptoren hin zu Endozytose-Zonen. B: 

Beteiligung an der Formierung von Clathrin-haltigen Vesikeln. C: Transport von 

nicht Clathrin-haltigen Vesikeln durch das Aktin-Netz der Endozytose-Zonen.. 

Weitere Informationen im Text. 
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LRP1 und Dab2 

Der „Mantel“ an der Membran-Innenseite der Clathrin-coated Pits während der Endozytose 

wird aus Clathrin und dem Clathrin-Adapterprotein AP-2 gebildet. AP-2 besteht aus vier 

Untereinheiten: α, β2, µ2 und σ2. Die α-Einheit (auch α-Adaptin genannt) rekrutiert eine 

Reihe von Proteinen, darunter Dab2 (p96-Variante), Amphiphysin, Eps15, auxillin, und 

AP180, die während der Ausbildung von Clathrin-coated Pits von Bedeutung sind (Owen et 

al., 1999; Traub et al., 1999). Über die β2-Einheit bindet AP-2 direkt an Clathrin (Gallusser et 

al., 1993). Die µ2-Einheit von AP-2 bindet an YxxØ- (Tyrosin-x-x-hydrophob-) 

Internalisierungs-Motive (Owen u. Evans, 1998; Ohno et al., 1995). LRP1 trägt ein YATL-

Motiv in seiner intrezellulären Domäne. Hierauf wird im Kapitel „Die β-Kette und die 

Intrazelluläre Domäne“ genauer eingegangen.  

Nach Abspaltung von der Zellmembran und Fusion mit frühen Endosomen werden Clathrin 

und AP-2 abgespalten und kehren getrennt voneinander an die Zelloberfläche zurück (Schmid 

et al., 1997). Im Gegensatz dazu kann GIPC gebunden bleiben und ist eventuell für spätere 

Trafficking-Aufgaben notwendig (Hasson et al., 2003). 
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Abbildung 15: Interaktion von LRP1 und Dab2 in Clathrin-coated Pits 

Es besteht ein komplelxes Zusammenspiel von LRP1 und Dab2 im Bereich der Clathrin-coated Pits. Über AP-2 

besteht eine Verbindung zwischen LRP1 und Clathrin; eine weitere Verbindung stellt Dab2 her. Myosin-VI 

steht für eine Verbindung zum Endozytose-Apparat.. Weitere Erläuterungen im Text. 

 

 

1.4.3  JIP-1 – Das vielseitige Gerüst-Protein 

Das c-Jun N-terminale Kinase (JNK) interagierende Protein 1 (JIP1) gehört wie auch JIP2, 

JIP3 und JIP4 zu einer Familie von Gerüst-Proteinen (scaffolding proteins), die N-terminal 

eine JNK-bindende Domäne (JBD) tragen (Dickens et al., 1997). Diese Domäne findet sich 

auch in anderen Proteinen, die mit JNK interagieren, so in MAPK-Kinasen und –

Phosphatasen und in Substraten wie c-Jun (Sharrocks et al., 2000).  

JIP1 trägt im C-Terminus eine SH3-Domäne (Src homology 3) und eine PTB-Domäne 

(Phospho-Tyrosin binding domain) für Protein-Protein-Interaktionen. Über die SH3-Domäne 

kann JIP1 Homodimere und Homo-Oligomere bilden (Kristensen et al., 2006). Das Zweite 

Familienmitglied JIP2 wurde aufgrund von Sequenzähnlichkeiten und der gleichen Domänen-
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Struktur identifiziert und der Gruppe zugerechnet (Yasuda et al., 1999). Sowohl JIP1 als auch 

JIP2 gehören zu den intrazellulären Adapterproteinen von LRP1 (Gotthardt, Trommsdorff et 

al., 2000).  

 

 

Abbildung 16: JIP1 und JIP2 (nach Whitmarsh, 2006) 
Beide Proteine tragen je eine SH3- und eine PTB-Domäne und wurden als Adaptoren von LRP1 beschrieben. 

Weitere Informationen im Text. 

 

LRP1, JIP1 und Kinesin-1 

Der Transport von Vesikeln oder Organellen muss oft lange Strecken zurücklegen. So 

gelangen beispielsweise Membranproteine für die Synapse eines Neurons vom Zellkörper erst 

nach bis zu einem Meter an ihr Ziel. Entlang der Axone entwickelte sich ein System von 

Mikrotubuli, an denen das Cargo von einer Vielzahl von Motorproteinen unter Verbrauch von 

ATP entlanggezogen wird. Zu nennen sind hier Kinesine und Dyneine, zwei Motorproteine 

mit unterschiedlichen Laufrichtungen entlang der Mikrotubuli. Kinesine bewegen sich meist 

in Richtung des Plus-Endes eines Mikrotubulus, während sich Dyneine zum Minus-Ende hin 

bewegen. Dies wird besonders anhand der oben als Beispiel angeführten Neuronen deutlich, 

wobei in den Axonen die Mikrotubuli mit dem Plus-Ende zu den Synapsen ausgerichtet sind. 

So übernehmen die Kinesine den anterograden, die Dyneine dagegen den retrograden 

Transport von Cargos (Hirokawa et al., 2004). 

 

 

Abbildung 17: Kinesin-1 (nach Verhey und Rapoport, 2001) 
Kinesin-1 besteht aus zwei leichten Ketten, die u.a. an JIP1 binden und zwei schweren Ketten, die an den 

Mikrotubulus binden. Weitere Informationen im Text. 

 

JIP1 interagiert mit bestimmten Membranproteinen, so mit LRP1 (Gotthardt, Trommsdorff et 

al., 2000), mit APP (Taru et al., 2002) und mit ApoER2/LRP8 (Verhey et al., 2001). Als 

Gerüstprotein verbindet JIP1 über das Membranprotein (hier LRP1) das Vesikel mit der 

komplexen Transportmaschinerie, den Mikrotubuli im Inneren der Zelle. Zu diesem Komplex 
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zählt das Kinesin-1, bestehend aus zwei leichten Ketten (Klc), die u.a. an JIP1 binden und 

zwei schweren Ketten (Khc), die an den Mikrotubulus binden. (Kelkar et al., 2005; Verhey et 

al., 2001; Bowman et al., 2000). Inaktives Kinesin-1 liegt in einer zusammengefalteten Form 

vor, wobei möglicherweise C-terminale Domänen eine autoinhibitorische Wirkung auf die N-

terminale Motordomäne haben. Die Bindung eines von rund dreißig beschriebenen Cargos 

über ein Membranprotein bewirkt das Aufklappen des Kinesin-1- Moleküls. Erst nach der 

Bindung von JIP1 an die leichten, und zusätzlich von FEZ1 (Faszikulation und Elongation 

Protein ζ 1) an die schweren Ketten, kann Kinesin-1 an einen Mikrotubulus binden und mit 

dem Transport beginnen (Blasius et al., 2007). 

 

 

Abbildung 18: Interaktion von LRP1 und JIP1 während des Vesikeltransports  
Die Bindung eines Cargos bewirkt die Aktivierung von Kinesin-1. Nach Bindung von JIP1 und FEZ1 beginnt 

der Transport. Weitere Informationen im Text. 

 

JIP1, MAPK und JNK 

Hinzu kommt eine direkte Interaktion von JIP1 mit Proteinen des JNK-Signalweges, darunter 

JNK selbst, MAPKK (mitogen activated protein kinase kinase)und MAPKKK (mitogen 

activated protein kinase kinase kinasen), z.B.: MLK, DLK (mixed lineage kinase, dual leucine 

zipper kinase) (Whitmarsh, 2006; Kelkar et al., 2005; Yasuda et al., 1999). MAPK-

Signalwege (mitogen activated protein kinase) sind konservierte Kaskaden, die eine zentrale 

Rolle in zellulären Prozessen wie Wachstum, Differenzierung, Apoptose und Immunantwort 

spielen. 
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Liegt JIP1 im Überschuss vor, bindet es die JNK und bewirkt es eine verminderte 

Phosphorylierung ihrer nukleären Substrate wie c-Jun (Dickens et al., 1997). Zudem kann 

JIP1 auch selektiv JNK-spezifische MKPs, MKP7 und M3/6 (MAPK-Phosphatasen) 

rekrutieren und so zu einer Dephosphorylierung und Inaktivierung der JNK beitragen.  

Andererseits ist JIP1 durch Bindung JNK-abhängiger MAPKKs, MAPKK7 und MLK auch in 

der Lage, die Aktivität JNK-abhängiger Signalwege zu verstärken. Wahrscheinlich spielen 

intrazelluläre JIP1-Level eine wichtige Rolle in der Regulation von JNK (Whitmarsh et al., 

1998). 

 

JIP1 und Diabetes 

Verschiedene Studien legen eine Beteiligung des JNK-Signalweges bei diabetischen 

Stoffwechselstörungen nahe. So findet sich ein Zusammenhang zwischen einer Missense-

Mutation im JIP1-Gen und einem Typ-II-Diabetes (Waeber et al., 2000). Außerdem kann 

JIP1 die Expression des GLUT2 Glucose-Transporters regulieren und durch Hemmung des 

JNK-Signallings die IL1-vermittelte β-Zell-Apoptose im Rahmen des Typ-I-Diabetes 

abschwächen (Allaman-Pillet et al., 2003; Haeflger et al., 2003; Bonny et al., 2001). Hinzu 

kommt, dass JIP1 für die Adipositas-induzierte JNK-Aktivierung in Fett- und Muskelzellen 

von Mäusen notwendig ist und so möglicherweise zur Entstehung von Adipositas und Insulin-

Resistenz beiträgt (Jaeschke et al., 2004). 

 

Möglicherweise stellen JIP1 und die anderen Proteine der JIP-Familie nicht nur schlichte 

Bindeglieder in Transportkomplexen dar, sondern regulieren diese Komplexe sowie mitogene 

Faktoren (Horiuchi et al., 2007). Durch die Beteiligung an der Genese von Diabetes und 

Adipositas stellt JIP1 einen möglichen Ansatz für die Therapie dieser verbreiteten 

Erkrankungen dar. 
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Abbildung 19: Funktionen von JIP1 als Gerüstprotein und in der Kontrolle mitogener 

Faktoren. (nach Whitmarsh, 2006) 
JIP1 stellt sowohl einen essentiellen Bestandteil des intrazellulären Traffickings als auch einen Regulator 

mitogener Faktoren dar. Weitere Informationen im Text. 
 

 

1.4.4  PKCα – Wegbereiter für Adapterproteine 

Die Familie der Protein Kinase C (PKC) ist eine heterogene Gruppe von Phospholipid-

abhängigen Kinasen, deren Mitglieder an der Regulation von Wachstum, Differenzierung und 

Genexpression beteiligt sind (Nishizuka, 1992; Hug et al., 1993). Es handelt sich um Serin-

Threonin-Kinasen, die anhand ihrer Domänen-Zusammensetzung und ihrer regulatorischen 

Co-Faktoren in drei Gruppen zusammengefasst werden: “conventional“ (cPKC), “novel“ 

(nPKC) und “atypical“ (aPKC). In diesem Kapitel soll auf die PKCα und ihre Rolle im 

Zusammenspiel mit LRP1 eingegangen werden. 

 

 

Abbildung 20: Schematischer Aufbau der Conventional Protein Kinase C (PKC α 

PKC βI, βII u. PKC γ) (nach Parker et al. 2004, Poole et al., 2004) 
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Phosphatidylserin Ca
2+

-abhängig an die C2-Domäne, während DAG an die C1a- und C1b-

Domänen bindet (Parker et al., 2004). Je nach Lokalisation der PKCα innerhalb der Zelle 

kommt sie mit verschiedenen Aktivatoren und Substraten in Kontakt. Dabei können 

Komplexe aus der PKC und einem spezifischen Substrat, sog. STICKs (Substrates that 

interact with C-Kinases), entstehen. Außerdem wird die Reifung und Aktivität der PKCα 

durch Phosphorylierung „eigener“ Serin-, Threonin- und Tyrosin-Resten beeinflusst (Newton, 

2003).  

Die ubiquitär vorkommende PKCα ist an verschiedensten Signal- und 

Regulationsmechanismen beteiligt, so an der Zellproliferation, an der Apoptose, 

Differenzierung und Motilität. Wie andere Mitglieder der cPKC-Familie vermittelt sie eine 

Vielzahl von Signalen, die zum Teil auf der Hydrolyse von Phospholipiden beruhen.  

Die Aktivierung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren, Tyrosinkinaserezeptoren und nicht-

Rezeptor-Tyrosinkinasen kann die Phospholipase C (PLC) stimulieren, die Diacylglycerin 

(DAG) bereitstellt. Komplexe aus inaktiver PKC und diesen membranständigen Rezeptoren 

werden RICKs (Receptors for inactive C-Kinases) genannt. So kann die PKCα spezifisch in 

zellulären Kompartimenten bzw. an der Zellmembran gesammelt und für eine mögliche 

Aktivierung bereitgehalten werden. Handelt es sich um Komplexe mit bereits aktivierter 

PKC, spricht man von RACKs (Receptors for activated C-Kinases) (Mochly-Rosen et al., 

1998).  

Die PKCα weist eine besondere Affinität zu Caveolae auf. Sie gelangt in inaktiver Form 

dorthin, um dort aktiviert zu werden. Außer der PKCα selbst, liegen in Caveolae C-KIPs (C-

Kinase interagierende Proteine) vor, die an der Modulation der PKCα beteiligt sind (Mineo et 

al., 1998). 

Über Inositoltrisphosphat (IP3) wird intrazellulär Ca
2+

 freigesetzt, welches ebenfalls an der 

Regulierung der cPKC beteiligt ist. Demgegenüber sind die Mitglieder der nPKC-Familie nur 

für DAG empfindlich, während die aPKC weder durch DAG noch durch Ca
2+

 reguliert 

werden können. Diese Beobachtungen ergeben sich aus dem Vorhandensein oder Fehlen der 

jeweiligen regulatorischen Domänen (Newton, 1997).  

 

LRP1 und PKCα 

Lokalisation und Funktion von Rezeptor-Tyrosinkinasen und G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren sind abhängig von Phosphorylierungen an ihren cytoplasmatischen Domänen. 

Offensichtlich spielt dies auch bei Endozytoserezeptoren wie LDLR und Endozytose-/ 

Signalling-Rezeptoren wie LRP1 eine wichtige Rolle. Der Mechanismus erinnert an das 
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Insulin-Signalling. Dort wirkt sich die Serin-/Threonin-Phosphorylierung modulierend und 

stabilisierend auf die ebenfalls vorhandenen Tyrosin-Phosphorylierungen und damit auf die 

Aktivität der Insulinrezeptor-Substrat-Proteine aus. Die ICD von LRP1 wird an Serin-, 

Threonin- und Tyrosin-Resten phosphoryliert (Ranganathan et al., 2004; Loukinova et al., 

2002; Li et al., 2001). Die Phosphorylierung von Serin- und Threonin-Resten geschieht durch 

die PKCα und die PKA (Proteinkinase A), (s. Abb. 11). Das hat zur Folge, dass LRP1 an der 

Zelloberfläche verbleibt, während unphosphoryliertes LRP1 vermehrt internalisiert wird 

(Ranganathan et al., 2004). Die Tyrosin-Phosphorylierung innerhalb der ICD wird durch die 

Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase Src vermittelt (Loukinova et al., 2002; Barnes et al., 2001). 

Diese Phosphorylierung an Tyr63 ist Vorraussetzung für die Bindung von Adapterproteinen 

wie Shc und CED6/GULP an das distale NPxY-Motiv. Hinzu kommt, dass Tyr63 auch Teil 

der Internalisationssequenz YxxL ist. Näheres hierzu in den entsprechenden Kapiteln.  

 

Phorbolester wie PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Acetat) binden wie DAG an die C1a- und 

C1b-Domänen und führen zu einer Aktivierung der PKCα. Dies ist bei Untersuchungen der 

Phosphorylierungsaktivität der PKCα von Vorteil, da es sich um ein einfach zu handhabendes 

Stimulans handelt, das nicht in andere Signalwege eingreift (Mineo et al., 1998). Nach 

Aktivierung durch PMA konnte eine direkte Bindung der PKCα an LRP1 nachgewiesen 

werden (Ranganathan et al., 2004). 

 

1.4.5  Shc – Signaltransduktion in Wachstum und Apoptose 

Shc (Src homology containing) stellt ein zentrales Protein im Ras-Map-Kinase 

Signaltransduktionsweg dar. Identifiziert wurde Shc 1992, bei Hybrid-Screens auf SH2-

Domänen (Src-Homology-2-Domain) in humanen cDNA-Datenbanken (Pelicci et al., 1992). 

Im Zuge dieser Untersuchungen wurden zwei ubiquitär exprimierte Isoformen, p52Shc und 

p46Shc, charakterisiert. Beiden gemein ist eine aminoterminale SH2-Domäne, gefolgt von 

einer Prolin-reichen Region (CH1) und einer carboxyterminalen PTB-Domäne (Phospho-

Tyrosine-Binding Domain). Eine dritte Isoform, p66Shc, wurde 1996 beschrieben. Sie besitzt 

zusätzlich zur bekannten Struktur von p52Shc aminoterminal eine weitere Prolin-reiche 

Region (CH2) (Migliaccio et al., 1997).  
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Abbildung 21: Schematische Darstellung der Shc-Isoformen (nach Migliaccio et al., 

2006) 
Die CH1-Region enthält jeweils drei Tyrosinreste, die phosphoryliert werden können. Die CH2-Region von 

p66Shc enthält einen phosphorylierbaren Serinrest. Nähere Infomationen im Text. 

 

Shc und Shc-ähnliche Proteine finden sich in allen metazoischen Spezies von Nematoden bis 

hin zu Säugetieren. Allen gemein ist der modulare Grundaufbau nach dem Muster [N-PTB-

SH2-C]. Er steht im Gegensatz zu Proteinen mit umgekehrter Anordnung der PTB- und SH2-

Domänen, z.B. Tensin, ein Protein aus dem Cytoskelett. Im Laufe der Jahre seit der 

Erstbeschreibung von Shc wurden verschiedene, mehr oder weniger stark konservierte 

Sequenzabschnitte und Verwandtschaften mit Shc-Proteinen anderer Spezies beschrieben. 

Dennoch liegen die Bedeutung und die Eigenschaften der CH1-Region, womöglich als dritte 

interagierende Domäne, weitgehend im Dunkeln (Luzi et al., 2000). 

 

p52/46Shc - Proliferation 

Die hauptsächliche Rolle von p52/46Shc besteht in der Signaltransduktion von 

Tyrosinkinasen stromaufwärts bzw. stromabwärts von Ras (Bonfini et al., 1996). P52/46Shc 

Proteine können schnell und effizient Tyrosin-phosphoryliert werden. Dies geschieht an drei 

Tyrosinresten innerhalb der CH1-Region (Y239/240 und Y317) und kann von allen derzeit 

bekannten Tyrosinkinasen vollzogen werden. Dabei ist speziell der Tyrosinrest Y317 von 

Bedeutung. Die Reste Y239/240 tragen nicht vergleichbar stark zur Aktivierung der MAPK 

bei. Einmal phosphoryliert kann p52/46Shc Rezeptor-Tyrosinkinasen mit dem SH2-tragenden 

Protein Grb2 verbinden (Gotoh et al., 1997; Lanfracone et al., 1995; Salcini et al., 1994). 

Dabei bindet die PTB- und/oder SH2-Domäne von p52/46Shc an Tyrosin-phosphorylierte 

Rezeptoren, während Grb2 mit seiner SH2-Domäne das Tyrosin-phosphorylierte p52/46Shc 

bindet. Grb2 wiederum ist in einem Komplex mit Sos verbunden, einem ubiquitär 

exprimierten Ras Nucleotid-Austauschfaktor. Die Rekrutierung des Grb2/Sos-Komplexes an 

die Zellmembran durch p52/46Shc trägt zur Aktivierung von Ras bei. Dabei wird inaktives 

Ras-GDP in aktives Ras-GTP umgewandelt, das daraufhin MAPK (Mitogen-Activated 
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Protein Kinase) aktivieren kann (Aronheim et al., 1994). Die Überexpression von p52/46Shc 

führt unter anderem zu einer Verstärkung des PDGF- (Platelet-derived Growth Factor) 

(Yokote et al., 1994), des EGF- (Epidemal Growth Factor) (Migliaccio et al., 1997; Salcini et 

al., 1994) und GM-CSF-Signallings (Granulocyte/Macrophhage- Colony Stimulating Factor) 

(Lanfrancone et al., 1995) über den MAPK- und Fos-Signalweg. Im Gegensatz dazu stehen 

Beobachtungen, die auch in p52/46Shc
-/-

 Knockout-Zellen eine normale Ras-Aktivierung und 

eine, wenn auch geringere, MAPK-Aktivierung nachgewiesen werden konnten. Dies lässt 

darauf schließen, dass p52/46Shc als eine Art Verstärker im Rezeptor-

Tyrosinkinasensignalling fungiert (Lai et al., 2000). Auf die Rolle von p52/46Shc wird im 

Kapitel „LRP1 und Atherosklerose“ genauer eingegangen. 

p52/46Shc sind auch als Proto-Onkogen an der Entstehung von verschiedenen Tumoren 

beteiligt, z.B. Magenschleimaut-Karzinom, Hepatozelluläres Karzinom (HCC) Chronisch-

myeloische Leukämie (CML), Mamma-Karzinom oder Prostata-Karzinom. In Tumorzellen 

aus diesen Geweben sind diese beiden Isoformen überexprimiert (Yukimasa et al., 2005; 

Yoshida et al., 2004; Davol et al., 2003; Bonati et al., 2000) bzw. über-phosporyliert (Lee et 

al., 2004; Saucier et al., 2004). 

 

p66Shc - Apoptose 

p66Shc, die dritte Isoform, steht im Zusammenhang mit Apoptose und Alterung durch 

oxidativen Stress. Sie entsteht durch die Nutzung eines alternativen Promotors innerhalb des 

Shc-Genlocus sowie durch alternatives Spleißen und enthält zusätzlich eine aminoterminale 

Prolin-reiche Region. Dieser CH2 genannte Abschnitt enthält einen Serin-Rest, der 

phosphoryliert werden kann (Migliaccio et al., 1997). Im Gegensatz zu p52/46Shc hat p66Shc 

offenbar keinen aktivierenden Einfluss auf den Ras-Signalweg. Dagegen wird eine Rolle in 

Signalwegen diskutiert, die durch äußere Stressfaktoren aktiviert werden. Anlass hierfür 

bieten Beobachtungen, die eine Serinphosphorylierung in der CH2-Region von p66Shc unter 

Einfluss von UV-Strahlung oder oxidativem Stress durch H2O2 zeigen. Die CH2-Region 

beherbergt das Redox-Zentrum, eine Struktur, über die p66Shc mit Cytochrom C interagieren 

und H2O2 erzeugen kann (Giorgio et al., 2005). Dabei stellen drei negativ geladene 

Glutamatreste (E125, E132, E133) eine stabile Verbindung zum Cytochrom C her, während 

zwei aromatische Tryptophanreste (W134, W148) essentiell für den Elektronenaustausch mit 

dem reduzierten Cytochrom C sind. Entsprechende Konstellationen finden sich auch in 

anderen Redox-Enzymen, die mit Cytochrom C interagieren, z.B. bei der Cyclooxygenase IV 

(COX IV) oder bei der Hefe-Cytochrom-C-Peroxidase.  
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Tatsächlich sind p66Shc
-/-

 Fibroblasten resistent gegen H2O2-induzierte Apoptose. Wurde in 

ihnen dagegen p66Shc überexprimiert, fand sich eine erhöhte Empfindlichkeit gegen H2O2. 

Daraus ergab sich bereits früh die Vermutung, dass p66Shc Einfluss auf die 

Widerstandsfähigkeit und damit auf die Lebensdauer von Zellen hat (Sohal et al., 1996). 

p66Shc unterliegt als Protein der zellulären Antwort auf äußeren Stress mehreren 

Regulationsschritten. Unter basalen Bedingungen liegt p66Shc in einer inaktiven Form vor 

und wird nach Eintreten von Stress im Bereich der CH2-Region Serin-phosphoryliert und 

dadurch aktiviert. Der mitochondriale Anteil der p66Shc-Population liegt unter basalen 

Bedingungen im Cytosol in einem multimeren Komplex mit mtHsp70 und Teilen des TIM-

TOM-Importkomplexes vor. Gibt es einen Stimulus zur Apoptose, monomerisiert dieser Teil 

der p66Shc-Population und verlagert sich hin zu den Mitochondrien um dort zu wirken. 

Zudem werden transkriptorische Regulation und posttranslationale Modifikationen diskutiert, 

die ebenfalls den Spiegel von aktivem p66Shc regulieren könnten (Francia et al., 2004; Orsini 

et al., 2004). 

p66Shc ist offenbar zugleich an mehreren Prozessen während des mitochondrialen 

Apoptoseweges beteiligt. So wird p66Shc für die Aussschüttung von Cytochrom C, für die 

Aktivierung von Caspasen und für die Ausschaltung des Membranpotentials der 

Mitochondrien benötigt. Ciclosporin A, ein Immunsuppressivum, hemmt die p66Shc-

abhängige Induktion der H2O2-induzierten Apoptose (Orsini et al., 2004; Trinei et al., 2002).  

 

 

Abbildung 22: Putativer Mechanismus von p66Shc während der Apoptose (mod. nach 

Migliaccio et al., 2006)  
p66Shc ist in die Vermittlung von pro-apoptotischen Signalen eingebunden und wird zur Ausschüttung von 

Cytochrom-C sowie von H2O2 benötigt. Das Immunsuppressivum Ciclosporin-A hemmt die p66Shc-vermittelte 

Ausschüttung von H2O2. Nähere Informationen im Text. 
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Versuche mit p66Shc
-/-

 Knockout-Mäusen ergaben, dass Tiere, denen p66Shc fehlt, nicht nur 

länger leben, sondern auch weniger unter den Folgen einer Hoch-Fett-Diät leiden (Napoli et 

al., 2003).  

 

LRP1 und Shc 

Bevor Proteine der Shc-Familie an die ICD von LRP1 binden können, muss der Tyrosinrest 

Tyr63 im distalen NPxY-Motiv phosphoryliert werden. Dies geschieht unter anderem durch 

Src, eine Rezeptor-unabhängige Tyrosinkinase. Src wurde ursprünglich als transformierendes 

Protein eines onkogenen Retrovirus beschrieben (Martin, 1970 u. 2001). Es besteht aus einer 

aminoterminalen SH3-, einer SH2- und einer Kinase-Domäne, sowie einem kurzen 

carboxyterminalen Abschnitt, der eine Phosphorylierungsstelle an Tyr 527 trägt. Src ist in die 

Signaltransduktion vieler Zelloberflächenrezeptoren eingebunden, wie Integrine, G-Protein 

gekoppelte Rezeptoren und Rezeptor-Tyrosinkinasen (Abram et al., 2000; Biscardi et al., 

1999; Brown et al., 1996).  

Shc bindet mit seiner PTB-Domäne an das phosphorylierte Tyr 63, ähnlich dem 

Adapterproteinen CED6/GULP.  

 

Abbildung 23a: Interaktion von LRP1 und Shc (nach Barnes, 2001) 
Die Src-Kinase phosphoryliert den Tyrosinrest im distalen NPxY-Motiv der LRP1-ICD. Daraufhin kann Shc 

binden. Nähere Erläuterungen im Text. 

 

Hat Shc an das phosphorylierte Tyr63 im distalen NPxY-Motiv gebunden, kann es selbst wie 

oben beschrieben zweifach Tyrosin-phosphoryliert werden. Auch hierfür wird eine 

COOH

H 

S

S
S 

N
P
V
Y
A
T
L 

N
P
T
Y 

  
SH2 PTB 

Shc 

 

 
S
H
2 

S
H
3 

K
I
N
A

S
E 

Src 

LRP1 
ICD 

P 



Einleitung 

 

46 

 

Beteiligung von Src diskutiert. Daraufhin kann der Grb2/SOS-Komplex an Shc binden und 

über die Signalkaskade von Ras, Raf und Mek die MAPK aktivieren (Barnes et al., 2001). 

 

 

Abbildung 23b: Interaktion von LRP1 und Shc (nach Barnes, 2001) 
Nach der Bindung an die LRP1-ICD wird Shc selbst von der Src-Kinase phosphoryliert und kann über Grb2 und 

SOS den mitogenen Ras/Raf/MAPK-Signalweg aktivieren. Nähere Erläuterungen im Text. 

 

 

1.5  Ziel der Arbeit  

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der möglichen Doppelrolle von LRP1 im 

Rahmen der Endozytose und der Signaltransduktion im postprandialen Lipoprotein-

Metabolismus. Hierzu sollte nach Stimulation mit LRP1-Liganden das Bindungsverhalten von 

intrazellulären Adapterproteinen aus verschiedenen Signalwegen an den C-Terminus 

untersucht werden. Als Modell hierfür sollten Hepatomazellen dienen. Mittels eines Co-

Immun-Präzipitations-Verfahrens und eines GST-Pulldown-Verfahrens mit anschließendem 

Westernblot sollte eine stattfindende Bindung der Adapterproteine nachgewiesen werden. 

Dabei sollten sowohl Signalproteine aus dem Bereich der Endozytose als auch aus dem 

Bereich der Signaltransduktion untersucht werden. Ausgewählt wurden Adapterproteine, die 

in ersten Versuchen verlässlich nachgewiesen werden konnten und die einen medizinischen 

Bezug zulassen. 
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2  Material und Methoden 

 

2.1  Material 

2.1.1  Chemikalien 

Bradford Protein Assay BioRad 

BSA Sigma 

BSA, fatty acid free Sigma 

CaCl2 x 2 H2O Merck 

Ciprofloxazin Bayer 

ECL Plus Western Blotting Detection Kit GE Healthcare 

EDTA Sigma 

EGTA Sigma 

Essigsäure Riedel-de Haën 

Ethanol Walter CMP 

Glycin Carl Roth 

GST-RAP und GST Fusionsprotein mit freundlicher Genehmigung von 

Prof. Dr. Wolfgang Hampe 

HEPES Sigma 

Igepal CA-630 (NP40) Sigma 

Marker RPN 800, Rainbow GE Healthcare 

Methanol Merck 

Milchpulver Töpfer Allgäu 

Na2CO3 J. T. Baker 

Na3VO4 ICN Biomedicals 

NaCl J. T. Baker 

NaF Merck 

NaOH Merck 

Penicillin/Streptomycin Gibco 

Protease-Inhibitor-Cocktail Roche 

Protein-G Sepharose Amersham 

Salzsäure Merck 

SDS Serva 
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SDS-PAGE MES Laufpuffer, NuPage Invitrogen 

Tris Merck 

Trypsin-EDTA 0,05% Gibco 

Tween-20 Sigma 

β-Glycerphosphat Sigma 

β-Mercaptoethanol Serva 

 

2.1.2  Zelllinien 

HuH7 (Humane Hepatomzellen) (Pugh et al., 1988) 

 

2.1.3  Primäre Antikörper 

anti-CED6 abcam (ab 2751) 

anti-Dab1 abcam (ab 7522) 

anti-Fe65 abcam (ab 5668) 

anti-GIPC / SEMCAP  (H-55) Santa Cruz (sc-25556) 

anti-Gαs  (K-20) Santa Cruz (sc-823) 

anti-JIP1 abcam (ab 24449) 

anti-LRP1 (515 kDa) Clone 8G1 PROGEN (61065) 

anti-LRP1 (85 kDa) “Dolly” mit freundlicher Genehmigung von 

PD Dr. Jörg Heeren 

J. Heeren et al., JBC 2001 

anti-Mint3 abcam (ab 3450) 

anti-phospho-Serin Chemicon (AB 1603) 

anti-phospho-Threonin Cell Signaling (9381) 

anti-phospho-Tyrosin Clone 4G10 Upstate (05-321) 

anti-phospho-Tyrosin Clone PY20 Biomol (SA-240) 

anti-PKCα  (C-20) Santa Cruz (sc-208) 

anti-RAP mit freundlicher Genehmigung von 

Prof. Dr. Wolfgang Hampe 

anti-Shc Upstate (06-203) 

anti-β-Aktin Sigma (A 5441) 
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2.1.4  Sekundäre Antikörper 

donkey-α-goat, peroxidase coupled Jackson Immuno Research   

(705-035-147) 

donkey-α-sheep, peroxidase coupled Jackson Immuno Research  

(713-035-147) 

goat-α-mouse, peroxidase coupled Jackson Immuno Research 

(115-035-146) 

goat-α-rabbit, peroxidase coupled Jackson Immuno Research  

(111-035-144) 

 

 

2.1.5  Stimulanzien 

Chylomikronen-Remnants mit freundlicher Genehmigung von 

PD Dr. Jörg Heeren u. Sandra Ehret 

Forskolin Sigma 

Lactoferrin Sigma 

PDGF-BB R&D Systems 

PMA (Phorbol-12- Myristat-13-Acetat) Calbiochem 

RAP mit freundlicher Genehmigung von 

PD Dr. Jörg Heeren u. Sandra Ehret 

α2-Makroglobulin mit freundlicher Genehmigung von 

PD Dr. Jörg Heeren u. Sandra Ehret 

 

 

2.1.6  Geräte 

Analysenwaage Sartorius 

ELISA-Lesegerät GE Healthcare 

Entwickler X-OMAT 1000 Kodak 

Heizblock Eppendorf 

Laborabzug Köttermann 

Laborpipetten Eppendorf/Abimed/Gilson 

Magnetrührer IKA Labortechnik 

PAGE/Western-Blot Netzteil Biorad 
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PAGE/Western-Blot-Kammer Invitrogen 

pH-Messgerät MP-220 Mettler Toledo 

Pipettierhilfe Accujet 

Reine Werkbank Heraeus 

Reinstwasseranlage Millipore 

Roller Mixer SRT1 Stuart Scientific 

Rotor Beckman 

Schüttelinkubator Infors 

Sonifier Branson 

Tischzentrifuge Eppendorf 

Ultrazentrifuge TL 100 Beckman 

Wasserbad GFL 

Wasserstrahlpumpe Brand 

Wipp-Schüttler Duomax 1030 Heidolph 

Zellzähler CASYton Schärfe System 

 

 

2.1.7  Gebrauchsmaterial 

Röntgenfilm Super RX Fujifilm 

Eppendorf-Reaktionsgefäße Eppendorf/Sarstedt 

Falcon-Röhrchen Falcon/Greiner 

Nitrozellulosemembran Schleicher und Schuell 

Pipettenspitzen Sarstedt 

Zellkulturflaschen Costar/Nunc 

Filter-Papier Whatman 

Zellschaber Nunc 

4-12% Bis-Tris Gele, NuPage Novex Invitrogen 

Spritzen Braun 

Kanülen  Braun 

Serologische Pipetten Falcon 

ELISA-Platten, 96-Napf Nunc 
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2.2  Lösungen und Medien 

 

2.2.1  Lösungen 

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Medien mit destilliertem Wasser angesetzt und 

der pH-Wert mit Salzsäure bzw. Natronlauge eingestellt. 

 

Zell-Lysis-Puffer 100 mM NaCl pH 7,4 

(Co-Immunpräzipitation) 2 mM EDTA  

 2 mM EGTA  

 50 mM HEPES  

 1% Igepal (NP40)  

+ Phosphatase-Inhibitoren 50 mM NaF  

 1 mM Na3VO4  

 5 mM β-Glycerphosphat  

 1 Tablette Protease Inhibitor Cocktail 

ad 10ml Pufferansatz. 

 

 

 

Zell-Lysis-Puffer 2,5 mM CaCl2 pH 8,0 

(GST-Pulldown) 120 mM NaCl  

 50 mM Tris  

 0,5% Igepal (NP40)  

+ Phosphatase-Inhibitoren 1 Tablette Protease Inhibitor Cocktail 

ad 10ml Pufferansatz. 

 

 

 

Blotting-Puffer 56,2 g Glycin  

 12,1 g Tris  

 1 L Methanol  

 ad 5 L H2O  
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Probenpuffer (5x) reduzierend 62,5 mm Tris-HCL  Ph 6,8 

Laemmli 2% SDS  

 10% Glycerol  

 5% 2-Mercaptoethanol  

 Bromphenoblau  

 

 

Stripping-Puffer 0,76 g Tris pH 6,7 

 2 g SDS  

 780 µl β-Mercaptoethanol  

 ad 100 ml H2O dest.  

 

 

Tris-Puffer mit 1‰ Tween-20 150 mM NaCl pH 7,0 

(TBS-T) 25 mM Tris-HCl  

 1‰ Tween-20  

 

 

Phosphat-Puffer (PBS) Gibco 

MES-Laufpuffer und reduzierendes Agens, NuPage Invitrogen 

 

 

2.2.2  Färbelösungen 

Coomassie Färbelösung 2g  Coomassie Brilliant Blue R Serva 

 0.5g  Coomassie Brilliant Blue G Serva 

 200ml Essigsäure Riedel-de Haën 

 500ml  Methanol Merck 

 300ml  H2O dest.  

 

 

Coomassie Entfärber  25ml Essigsäure Riedel-de Haën 

 300ml Methanol Merck 

 ad 1l H2O dest  
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Ponceau-S  Fertiglösung Serva 

 

 

2.2.3  Medien 

DMEM 4,5 g/l Glukose DMEM 4,5 g/l Glukose Gibco 

Komplettmedium 10% FCS Gibco 

 10% Penicillin-Streptomycin Gibco 

 

 

DMEM 4,5 g/l Glukose DMEM 4,5 g/l Glukose Gibco 

Hungermedium I 10% LPDS  

 

 

DMEM 1 g/l Glukose DMEM 1 g/l Glukose Gibco 

Hungermedium II 0,5% fatty acid free BSA  

 

2.3  Zellbiologische Methoden 

 

2.3.1  Zellkultur  

HuH7 humane Hepatomazellen wurden bei 37°C und 5% CO2 in 80 cm²-Zellkulturflaschen in 

Komplettmedium (Dulbecco’s modifiziertem Eagle’s Medium (DMEM) mit 4,5g/l Glukose, 

10% fötalem Kälberserum (FCS) und 1% Penicillin/Streptomycin (PS)) kultiviert. Alle 3-4 

Tage wurden die Zellen passagiert. Hierzu wurde das verbrauchte Kulturmedium abgesaugt 

und die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen. Nach Zugabe von 3 ml Trypsin-EDTA-Lösung 

wurden die Zellen etwa 10 Min. inkubiert, danach das Trypsin-EDTA mit 5 ml 

Komplettmedium inaktiviert. Die Zellen wurden durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren 

vereinzelt und auf 2-4 neue Kulturflaschen verteilt. Zum Abschluss wurde das Kulturmedium 

auf 15 ml aufgefüllt. 

 

2.3.2  Stimulation 

HuH7-Zellen wurden für die Co-Immun-Präzipitation in einer Konzentration von 1,5 x 10
5
 

Zellen/ml in je 10 ml in 10cm-Kulturschalen mit Komplettmedium ausgesetzt und nach dem 

Absetzen mit frischem Komplettmedium über Nacht inkubiert. Am darauf folgenden Tag 
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wurde das Komplettmedium abermals für 2 Stunden erneuert, bevor mit verschiedenen 

Substanzen im Komplettmedium stimuliert wurde. Die verwendeten Stimulationsbedingungen 

sind im Ergebnisteil aufgeführt. Alle Arbeiten mit lebenden Zellen wurden bei 37°C 

durchgeführt.  

 

2.3.3  Herstellung von Zell-Lysaten 

Nach der Stimulation wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen und mit 1 ml 

Zell-Lysis-Puffer pro Kulturschale überdeckt. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber vom 

Boden gelöst, durch mehrmaliges Pipettieren homogenisiert und 10 Min. in 

Eppendorfgefäßen auf Eis inkubiert. Danach wurde das Lysat 10 Min. bei 14.000 rpm und 

4°C zentrifugiert, der klare Überstand abgenommen und zur Co-Immun-Präzipitation 

eingesetzt. 

 

2.4  Proteinchemische Methoden 

 

2.4.1  Gewinnung von Chylomikronen 

In EDTA-Monovetten wurde Blut von ApoCII-defizienten Spendern abgenommen und 

zentrifugiert. Das gewonnene Plasma wurde im ersten Schritt mit 60%iger Saccharose 

beschwert und vorsichtig unter 20 ml PBS geschichtet. Die Zentrifugenröhrchen mit den 

geschichteten Substanzen wurden im SW32 Rotor für zwei Stunden bei 28.000 rpm und 4°C 

zentrifugiert. In einem zweiten Schritt wurden die flotierten Chylomikronen abgenommen, in 

PBS resuspendiert, mit Saccharose beschwert und im SW40 Rotor für zwei Stunden bei 

28.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Dieser zweite Schritt wurde insgesamt dreimal 

durchgeführt, bevor die isolierten Chylomikronen in wenig Flüssigkeit aufgenommen und der 

Triglyceridgehalt bestimmt wurde. 

 

2.4.2  Hydrolyse von Chylomikronen zu Chylomikronen-Remnants 

Die Suspension aus Chylomikronen wurde mithilfe eines Triglycerid-Bestimmungskits (TG 

Triglycerides GPO-PAP (Roche)) und PBS auf eine Konzentration von 6 mg/ml in einem 

Gesamtvolumen von 10 ml eingestellt. Die Substratlösung wurde mit 10 ml FCS verdünnt 

und gemischt. Nach Zugabe von boviner LpL in einer Konzentration von 1 µg/ml und 

nochmaligem Mischen wurde der Ansatz 30 Min. bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation 
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wurden 4 ml 60%ige Saccharose zugegeben und das Gemisch insgesamt dreimal je eine 

Stunde bei 38.000 rpm und 4°C durch PBS hindurch zentrifugiert. 

 

2.4.3  Proteinbestimmung nach Bradford 

Die Bradfordlösung wurde im Verhältnis 1:5 mit H2O dest. angesetzt. Als geometrische 

Eichreihe dienten BSA-Proben mit bekanntem Proteingehalt von 0,0625 – 2 mg/ml und eine 

proteinfreie Blindprobe im verwendeten Zell-Lysis-Puffer. Von jeder Probe (Eichreihe und 

Zell-Lysat) wurden 20 µl vorgelegt und mit 1 ml der verdünnten Bradfordlösung versetzt. 

Nach kurzem Vortexen wurden die Proben 5-10 Min. bei Raumtemperatur inkubiert, und 

danach jeweils 300 µl in eine 96-Napfplatte pipettiert. Die Extinktion wurde bei 595 nm an 

einem ELISA-Leser gemessen. Anhand der Extinktionswerte der Eichreihe kann mittels 

linearer Regression die Proteinkonzentration der unbekannten Proben bestimmt werden. 

 

2.4.5  (Co-) Immun-Präzipitation 

Die Immun-Präzipitation (IP), ist ein Verfahren um einzelne Proteine, die mit anderen 

Proteinen interagieren, aus einem Gemisch (z.B. Zellysat) zu isolieren. In dieser Arbeit kam 

das sog. Batch-Verfahren zum Einsatz. Dazu wird ein Antikörper gegen das gewünschte 

Protein zum Gemisch in ein Eppendorf-Gefäß gegeben und beides gemeinsam unter 

Bewegung und Kühlung inkubiert. Dabei bilden sich Komplexe aus dem Antikörper und dem 

Protein. Als nächstes werden Sepharose-Beads (engl. Kügelchen) die an Protein-G gekoppelt 

sind, dazugegeben. Während einer weiteren Inkubationszeit bindet das Protein-G an den FC-

Teil der Antikörper, sodass sich ein Komplex aus Protein, Antikörper und den Sepharose-

Beads bildet. Wird das Gemisch mit den enthaltenen Komplexen zentrifugiert, so wirken die 

Sepharose-Beads aufgrund ihrer spezifischen Dichte wie Gewichte, die das gewünschte 

Protein über die Antikörper vom Rest des Gemischs trennen und sich im Pellet am Grund des 

Zentrifugationsgefäßes niederschlagen. Nach Abnahme des Überstandes und mehrmaligem 

Waschen des Pellets mit einer Protease- und Phosphatase-haltigen Pufferlösung und 

anschließendem Abzentrifugieren, wird das Pellet in einem Probenpuffer aufgenommen, in 

dem sich das gewünschte Protein, Antikörper und Sepharose unter Erwärmung voneinander 

trennen. Durch Aufnahme in ein kleineres Volumen als das des zu Beginn eingesetzten 

Gemisches, kommt es zu einer Anreicherung des Proteins. Nach erneutem Abzentrifugieren 

der Sepharose befinden sich nur noch das Protein und der Antikörper in der Pufferlösung, die 

zur Untersuchung im Westernblot auf Elektrophorese-Gele aufgetragen werden kann. 
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Bei der Co- Immun-Präzipitation (Co-IP) wird angestrebt, über das Zielprotein auch dessen 

Bindungspartner anzureichern. Aus diesem Grund kommt die Co-IP in dieser Arbeit zur 

Anwendung. Als Membranrezeptor mit zahlreichen intrazellulären Adapterproteinen erschien 

LRP1 als geeignetes Protein, um mitsamt gebundener Adapterproteine aus dem Lysat von 

HuH7-Zellen isoliert zu werden. 

 

 

 

Abbildung 25: Co-Immun-Präzipitation 

Schematische und vereinfachte Darstellung. Nähere Erläuterungen im Text. 

 

500 µl Zell-Lysat aus den verschiedenen Stimulationen wurden, nachdem sie anhand der 

Proteinbestimmung auf gleiche Mengen und Volumina eingestellt worden waren, mit dem 

anti-LRP1-ICD Antikörper im Verhältnis 1:100 versetzt und für 1,5 Std. bei 4 °C rollend 

vorinkubiert. 30 µl Protein-G Sepharose wurden dreimal mit Zell-Lysis-Puffer gewaschen, bei 

2.500 rpm in der Tischzentrifuge abzentrifugiert, mit dem vorinkubierten Lysat vereinigt und 

über Nacht bei 4 °C rollend inkubiert. Zudem wurden 100µl Lysat als Input für den 

Westernblot aufbewahrt. Am darauf folgenden Tag wurde die Sepharose mit den gebundenen 
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Proteinen bei 2.500 rpm in der Tischzentrifuge abzentrifugiert, der Überstand abgenommen 

und für den Westernblot aufbewahrt. Die Sepharose im Niederschlag wurde fünfmal mit Zell-

Lysis-Puffer gewaschen und nach dem letzten Abzentrifugieren in 50 µl 2x-Probenpuffer 

(reduzierender Laemmli-Puffer) aufgenommen. 100 µl Input und Überstand wurden mit je 25 

µl 5x-Probenpuffer versetzt.  

 

2.4.4  GST-RAP-Pulldown  

Zu dem Zellysat wird zunächst das GST-RAP-Fusionsprotein gegeben, wobei sich der RAP-

Anteil in einem ersten Inkubationsschritt mit LRP1 aus dem Proteingemisch verbindet. In 

einem zweiten Schritt wird Glutathion hinzugefügt, das an Sepharose-Beads gebunden ist. So 

entsteht nach Inkubation über Nacht ein Komplex aus LRP1, dem GST-RAP-Fusionsprotein 

und den Glutathion-Sepharose-Beads in dem Proteingemisch. Dabei verbindet sich der GST-

Anteil des Fusionsproteins mit dem Glutathion der Sepharose-Beads. Analog zur Co-

Immunpräzipitation (s.o.) wird durch anschließende Zentrifugation der Komplex vom Rest 

des Gemischs getrennt und sammelt sich im Niederschlag am Boden des 

Zentrifugationsgefäßes. Nach Abnahme des Überstandes und mehrmaligem Waschen des 

Pellets mit einer Protease-haltigen Pufferlösung und anschließender Zentrifugation, wird das 

Pellet in einem Probenpuffer aufgenommen, in dem sich das gewünschte Protein (LRP1), 

GST-RAP und Sepharose unter Erwärmung voneinander trennen. Durch Aufnahme in ein 

kleineres Volumen als das des zu Beginn eingesetzten Gemisches, kommt es zu einer 

Anreicherung des Proteins. Nach erneutem Abzentrifugieren der Sepharose befinden sich nur 

noch das Protein (LRP1) und GST-RAP in der Pufferlösung, die nun zur Untersuchung im 

Westernblot auf Elektrophorese-Gele aufgetragen werden kann. 
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Abbildung 24: GST-RAP-Pulldown 

Schematische und vereinfachte Darstellung. Nähere Erläuterungen im Text. 

 

Hierzu wurde 1 ml Zell-Lysat im Verhältnis 1:100 mit dem GST-RAP Fusionsprotein bzw. 

der GST Kontrolle versetzt und für 1,5 Std. bei 4 °C rollend vorinkubiert. Derweil wurden 30 

µl Gluthation-Sepharose dreimal mit Zell-Lysis-Puffer gewaschen, bei 2.500 rpm in der 

Tischzentrifuge abzentrifugiert, mit dem vorinkubierten Lysat vereinigt und über Nacht bei 4 

°C rollend inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurde die Gluthation-Sepharose mit den 

gebundenen Proteinen bei 2.500 rpm in der Tischzentrifuge abzentrifugiert, der Überstand 

abgenommen und für den Westernblot aufbewahrt. Die Sepharose im Niederschlag wurde 

fünfmal mit Zell-Lysis-Puffer gewaschen und nach dem letzten Abzentrifugieren in 50 µl 2x-

Probenpuffer (reduzierender bzw. nicht-reduzierender Laemmli-Puffer) aufgenommen. 100 µl 

Input und Überstand wurden mit je 25 µl 5x-Probenpuffer versetzt.  
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2.4.6  Westernblot 

Zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteine (SDS-PAGE) wurden 4-12% Bis-Tris-

Polyacrylamid-Gele verwendet. Die proteinhaltigen Proben wurden, mit reduzierendem 

Probenpuffer versetzt,  15  Min. bei 55 °C denaturiert, 1 Min. bei 2.500 rpm in der 

Tischzentrifuge zentrifugiert und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte 110 

Min. bei konstant 150 V in MES-Laufpuffer. Danach wurden die Proteine in einem Semi-

Dry-Blot-Verfahren in Blotting-Puffer für 90 Min. bei konstant 350 mA auf 

Nitrozellulosemembranen übertragen. Die Membran wurde mit Ponceau-S gefärbt, 

dokumentiert und mit TBS-T wieder entfärbt. Anschließend wurden unspezifische 

Bindungsstellen 45 Min. bei Raumtemperatur mit TBS-T und 10% Magermilchpulver oder 

TBS-T und 5% BSA abgesättigt. Nach Abgießen der Milchpulverlösung wurden die 

Membranen zweimal 5 Min mit TBS-T gewaschen und anhand des Protein-Markers 

horizontal unterhalb der 75 kDa-Bande sowie zwischen 50 kDa und 35 kDa geschnitten. 

Anschließend wurde über Nacht mit dem primären Antikörper bei 4 °C rollend inkubiert. Am 

darauf folgenden Tag wurden die Membranen viermal 10 Min. mit TBS-T gewaschen. Dann 

wurde der peroxidase-gekoppelte sekundäre Antikörper in TBS-T mit 5% Milchpulver 

angesetzt und die Membranen darin für 45 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 

wurde die Milchpulverlösung abgegossen und die Membranen abermals viermal 10 Min. mit 

TBS-T gewaschen. Die Detektion erfolgte mittels Luminol-Lumineszenz-Reaktion nach 

Angaben des Herstellers. Die verschiedenen primären und sekundären Antikörper und deren 

Konzentrationen sind im Ergebnisteil aufgeführt. 
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3  Ergebnisse 

 

3.1  Nachweis von LRP1 in HuH7-Zellen 

Zunächst sollte die HuH7-Zellinie auf das Vorhandensein von LRP1 untersucht werden. 

Dabei wurden verschiedene LRP1-Antikörper auf ihr Ansprechverhalten, einzusetzende 

Konzentrationen und die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse hin im Western-Blot geprüft.  

 

Abbildung 26: Nachweis von LRP1 in HuH7-Zellen 

HuH7-Zellen inkubiert in DMEM mit 4,5‰ Glukose und 10% FCS und 1% PS ohne Stimulans. Auftrag von 

jeweils gleichen Mengen an Protein. Westernblot mit Antikörpern s. Tabelle 4. Detektion durch ECL-

Lumineszenz-Reaktion. Exposition für 20 sek. 
 

Antikörper Konzentration 

anti-LRP1 (85 kDa) “Dolly” 1 : 1.000 

anti-LRP1 (85 kDa) Clone 36/4 1 : 1.000 

anti-LRP1 (85 kDa) Clone 5A6 1 : 500 

anti-LRP1 (85 kDa) Clone 8B8  1 : 500 

anti-LRP1 (515 kDa) Clone 8G1 1 : 500 

Tabelle 4: Antikörper gegen LRP1  

Die verwendeten Antikörper wurden in den angegebenen Konzentrationen entsprechend der im Methodenteil 

beschriebenen Verfahren eingesetzt. Nähere Erläuterungen im Text. 

 

Die deutlichen Banden im Westernblot zeigen die Anwesenheit von LRP1 in HuH7-Zellen. 

Gut sind hier unter reduzierenden Bedingungen die voneinander getrennten α- und  β-

Untereinheiten von LRP1 (515 kDa resp. 85 kDa) zu sehen. Offensichtlich liegt in HuH7-

Zellen nicht prozessiertes LRP1 vor, bzw. wird ein Teil der α- und β-Ketten unter 

reduzierenden Bedingungen nicht vollständig getrennt. So markieren die gegen die 85 kDa-

Untereinheit gerichteten Antikörper 5A6/8B8 und 36/4 zum Teil auch intaktes LRP1. 
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3.2  Nachweis der Adapterproteine in HuH7-Zellen 

Im Gesamt-Zellysat sollten verschiedene LRP1-Adapterproteine nachgewiesen werden. 

Hierbei fiel die Wahl auf fünf hepatische Vertreter mit unterschiedlichen intrazellulären 

Aufgaben, in die LRP1 involviert ist. 

 

Abbildung 27: Nachweis von LRP1-Adapterproteinen in HuH7-Zellen 

HuH7-Zellen inkubiert in DMEM mit 4,5‰ Glukose und 10% FCS und 1% PS ohne Stimulans. Auftrag von 

jeweils gleichen Mengen an Protein. Westernblot mit Antikörpern s. Tabelle 5. Detektion durch ECL-

Lumineszenz-Reaktion. Exposition für 1 min. 
 

 

Antikörper Konzentration 

anti-CED6 1 : 1.000 

anti-Dab2 1 : 1.000 

anti-JIP1 1 : 400 

anti-PKCα (C-20) 1 : 1.000 

anti-Shc 1 : 1.000 

Tabelle 5: Antikörper gegen intrazelluläre Adapterproteine von LRP1  

Die verwendeten Antikörper wurden in den angegebenen Konzentrationen entsprechend der im Methodenteil 

beschriebenen Verfahren eingesetzt. Nähere Erläuterungen im Text. 

 

Im Blot zeigt sich, dass die gesuchten Adapterproteine in HuH7-Zellen in ausreichender 

Menge vorhanden sind und sich die Banden im Bereich der erwarteten Größe befinden. Die 

Antikörper sind ausreichend spezifisch und unspezifische Signale, insbesondere im Falle von 

CED6 und JIP1 gut von den spezifischen Banden zu differenzieren. Die unspezifische 
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kräftige Bande bei ca. 50 kDa im CED6-Westernblot wird bereits durch den Hersteller des 

Primär-Antikörpers beschrieben.  

Zusätzlich konnten drei weitere zytosolische Proteine in HuH7-Zellen nachgewiesen werden, 

die bereits als Adapterproteine von LRP1 beschrieben wurden. Für diese Proteine konnte 

jedoch in dieser Arbeit keine verlässliche Interaktion mit der LRP1-ICD nachgewiesen 

werden. Sie sind hier der Vollständigkeit halber aufgeführt. 

 

 

Abbildung 28: Nachweis weiterer LRP1-Adapterproteine in HuH7-Zellen. 

HuH7-Zellen inkubiert in DMEM mit 4,5‰ Glukose und 10% FCS und 1% PS ohne Stimulans. Auftrag von 

jeweils gleichen Mengen an Protein. Westernblot mit Antikörpern s. Tabelle 8. Detektion durch ECL-

Lumineszenz-Reaktion. Exposition für 1 min (Gαs, GIPC) bzw. 10 min (Mint3). 
 

 

Antikörper Konzentration 

anti-GIPC / SEMCAP  (H-55) 1:500 

anti-Gαs  (K-20) 1:200 

anti-Mint3 1:500 

Tabelle 6: Antikörper gegen intrazelluläre Adapterproteine von LRP1  

Die verwendeten Antikörper wurden in den angegebenen Konzentrationen entsprechend der im Methodenteil 

beschriebenen Verfahren eingesetzt. Nähere Erläuterungen im Text. 

 

Auch diese Adapterproteine liegen in HuH7-Zellen in ausreichender Menge vor. Im Falle von 

Gαs und Mint3 erscheinen die spezifischen Banden bei zu geringer Größe, was die 

Beurteilarkeit einschränkt. Die Detektion gelang zudem nicht regelmäßig und wurde oft durch 

zuätzliche unspezifische Banden gestört. 

In den folgenden Westernblots werden anhand der Proteingröße nur noch die spezifischen 

Zielbereiche dargestellt. 
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3.3  Co-Immun-Präzipitation 

Zur Isolierung von LRP1 aus dem Zellysat wurde das Verfahren der Immun-Präzipitation 

angewandt. Später sollten auch verschiedene intrazelluläre Adapterproteine durch Co-Immun-

Präzipitation angereichert und so ihr Bindungsverhalten unter unterschiedlichen 

Stimulationsbedingungen untersucht werden. Bereits zuvor wurde die Bindung einzelner 

Adapterproteine durch Co-IPs mit LRP1 verifiziert (Ranganathan et al., 2004; Barnes et al., 

2001).  

 

Als Vorraussetzung für weitere Untersuchungen sollte das System der Immun-Präzipitation 

selbst überprüft werden. Dazu wurde LRP1 mithilfe eines geeigneten Antikörpers an 

Sepharose-Beads gebunden und nach Inkubation durch Zentrifugieren aus dem Gesamt-

Zellysat isoliert. Der Niederschlag (Präzipitat), der Überstand und das Gesamt-Zellysat 

(Input) wurden in Laemmli-Puffer aufgenommen und zur Elektrophorese auf SDS-PAGE-

Gele aufgetragen. Danach wurden die aufgetrennten Proteine in einem Western-Blot-

Verfahren auf Nitrozellulose-Membranen übertragen. Zur Kontrolle wurden die Membranen 

mit Ponceau-Rot gefärbt und auf Lufteinschlüsse während des Blot-Vorgangs untersucht. 

Nach der Enfärbung folgte die Detektion mittels Luminol-Lumineszenz-Reaktion. Im 

Western-Blot wurden Überstand- (Ü-) und Präzipitat- (IP-) Lane auf eine mögliche 

Anreicherung hin untersucht. Zum Vergleich dienten die Input (I-) Lane mit dem Gesamt-

Zellysat und ein standardisierter Proteingewichts-Marker (M).  
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Ponceau-Färbung                                                    Westernblot 

Abbildung 29: Immun-Präzipitation von LRP1, in der Ponceau-Färbung und im 

Westernblot. 
HuH7-Zellen inkubiert in DMEM mit 4,5‰ Glukose und 10% FCS und 1% PS ohne Stimulans. IP mit LRP1-

Dolly Antikörper. Westernblot mit LRP1-Dolly Antikörper. Detektion durch ECL-Lumineszenz-Reaktion. 

Exposition für 1 min. 
 

In der Ponceau-Färbung ist von links nach rechts der Proteingewichts-Marker mit seinen 

farbigen Banden, und deutlich gefärbt die proteinreichen Lanes von Input und Überstand zu 

sehen. Die Präzipitat-Lane enthält dagegen nur den IP-Antikörper und das angereicherte 

Protein – in diesem Fall LRP1 und einige Adapterproteine - und erscheint daher relativ leer. 

Im Western-Blot ist dieselbe Membran nach der Luminol-Lumineszenz-Reaktion auf einem 

Röntgenfilm dargestellt. Von links nach rechts markiert der LRP-Dolly-Antikörper die 85 

kDa-Untereinheit von LRP1 im Gesamtlysat, etwas schwächer im Überstand und 

entsprechend deutlich angereichert im Präzipitat. Die zweite Bande bei ca. 50 kDa stellt den 

IP-Antikörper dar. Es handelt sich hier ebenfalls um LRP-Dolly, der nach Reduktion durch 

den Laemmli-Puffer in seine Ketten aufgespalten vorliegt und vom anti-Sheep-

Sekundärantikörper erkannt wird. 

 

3.3.1  Vorversuche und Kontrollen zu den Immunpräzipitationen 

Als Kontrolle wurden nach gleicher Vorbereitung Präzipitationen anstatt mit einem LRP1-

Antikörper mit einem ungerichteten (IgG0) Antikörper derselben Spezies und ganz ohne 

Antikörper durchgeführt. 
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Abbildung 30: Leer-Kontrollen zu Immun-Präzipitationen 

HuH7-Zellen inkubiert in DMEM mit 4,5‰ Glukose und 10% FCS und 1% PS ohne Stimulans. IP mit LRP1-Dolly-

AK bzw. Sheep-IgG0-AK bzw. ohne IP-AK. Westernblot mit LRP1-Dolly-AK. Detektion durch ECL-Lumineszenz-

Reaktion. Exposition für 1 min. 
 

Es zeigt sich von links nach rechts das Bild einer gelungenen Immun-Präzipitation mit dem 

LRP1-Dolly-Antikörper und deutlichem Signal in der IP-Lane. Die beiden Leer-Kontrollen 

zeigen dagegen erwartungsgemäß kein Signal in der IP-Lane, so dass davon ausgegangen 

werden kann, dass der LRP1-Dolly-Antikörper für die Immun-Präzipitation notwendig und 

grundsätzlich geeignet ist. 

 

Zum Vergleich mit LRP1-Dolly wurde auch der LRP1-5A6-Antikörper auf seine Eignung für 

die folgenden IPs hin untersucht. Dazu wurde er als IP-Antikörper eingesetzt und die LRP1-

Anreicherung im Westernblot mit verschiedenen Antikörpern überprüft. Diese IPs sind hier 

der Vollständigkeit halber aufgeführt, da LRP1-Dolly bei weitem am häufigsten eingesetzt 

wurde.  
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Abbildung 31: Weitere Immun-Präzipitationen von LRP1 

HuH7-Zellen inkubiert in DMEM mit 4,5‰ Glukose und 10% FCS und 1% PS ohne Stimulans. IP mit LRP1-5A6-

AK bzw. LRP1-Dolly-AK. Antikörper und Konzentrationen siehe Tabelle 4. Detektion durch ECL-Lumineszenz-

Reaktion. Exposition für 1 min. 
 

Die LRP1-5A6-IP zeigt in der direkten Kontrolle im Westernblot mit dem LRP1-5A6-

Antikörper eine deutliche Anreicherung der LRP1-ICD im Präzipitat. Auch mit dem LRP1-

Dolly- und LRP1-36/4-Antikörper lässt sich diese Anreicherung gut darstellen. Auch die 

LRP1-Dolly-IP lässt zusätzlich zum direkten Nachweis der Anreicherung mit dem LRP1-

Dolly-Antikörper gut mit dem LRP1-5A6-Antikörper kontrollieren. Unter nicht-

reduzierenden Bedingungen ist auch eine Anreicherung der 515 kDa-α-Kette von LRP1 mit 

der LRP1-Dolly-IP nachzuweisen. 

 

Um das Bindungsverhalten von Adapterproteinen an der intrazellulären Domäne von LRP1 

zu untersuchen, sollte LRP1 (mitsamt der gebundenen Adapterproteine) wiederum mithilfe 

eines geeigneten Antikörpers an Sepharose-Beads gebunden und nach Inkubation durch 

Zentrifugieren aus dem Gesamt-Zellysat isoliert werden. Die Zellen waren zuvor in 

Komplettmedium kultiviert worden, um möglichst physiologische Bedingungen zu schaffen. 

Durch ständige Kühlung und Einsatz von Protease- und Phosphataseinhibitor-haltigen Puffern 

sollte eine mögliche Bindung von Adapterproteinen an die LRP1-ICD konserviert werden. 

Die Bindung wurde mit Antikörpern gegen das jeweilige Protein im Westernblot geprüft. 
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Zunächst sollte hier ein verlässliches System geschaffen werden, mit dessen Hilfe in den 

folgenden Stimulationsversuchen gearbeitet werden konnte.  

 

Abbildung 32: Co-Immun-Präzipitation von LRP1 und Adapterproteinen 

HuH7-Zellen inkubiert in DMEM mit 4,5‰ Glukose und 10% FCS und 1% PS ohne Stimulans. Co-IP mit 

LRP1-Dolly-AK. Westernblot-Antikörper und Konzentration s. Tabelle 4 bzw. 5. Detektion durch ECL-

Lumineszenz-Reaktion. Exposition für 1 min. 
 

Unter der Zellkultur mit Komplettmedium und ohne zusätzliche Stimulanzien zeigte sich eine 

deutliche Anreicherung der 85 kDa-Untereinheit von LRP1, gut an der kräftigen Bande in der 

IP-Lane im Vergleich zur schwächeren Bande im Überstand zu sehen. Somit ist die 

Grundvoraussetzung für die Co-Immun-Präzipitation erfüllt. Mit LRP1 wurde auch, wenn 

auch in geringem Maße, die PKCα mit angereichert. Dagegen scheint JIP1 gänzlich aus dem 

Überstand heraus isoliert worden zu sein. Das Adapterprotein Shc liegt in drei Isoformen vor, 

von denen die 52 kDa- und die 46 kDa-Form stärker im Präzipitat nachzuweisen sind als die 

nur schwach sichtbare 66 kDa-Isoform. Auch CED6/GULP findet sich gut sichtbar 

angereichert im Präzipitat. Als Kontrolle wurde zusätzlich das Verhalten von β-Aktin im 

Westernblot kontrolliert (die Abbildung entstammt einer anderen LRP1-Dolly-Co-IP unter 

gleichen Bedingungen). Es fand sich jedoch keine signifikante Menge des Proteins im 

Präzipitat. 
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Für die Präzipitation von Dab2 kam LRP1-5A6 als IP-Antikörper sowie leicht abgeänderte 

Pufferbedingungen zum Einsatz. 

 

Abbildung 33: Co-Immun-Präzipitation von LRP1 und Dab2 

HuH7-Zellen inkubiert in DMEM mit 4,5‰ Glukose und 10% FCS und 1% PS ohne Stimulans. Co-IP mit 

LRP1-5A6-AK. Westernblot-Antikörper s. Tabelle 4 bzw 5. Detektion durch ECL-Lumineszenz-Reaktion. 

Exposition für 20 sek. (Dab2) bzw. 1 min (LRP1-5A6) 
 

Das Adapterprotein Dab2 kann ebenfalls mit LRP1 co-präzipitiert werden. Allerdings sind 

dazu LRP1-5A6 als IP-Antikörper und eine nicht-reduzierende Form des Laemmli-Puffers 

notwendig. Es findet sich sowohl eine Anreicherung der LRP1-ICD als auch eine größere 

Menge an Dab2 im Präzipitat. 

 

Die ebenfalls in HuH7-Zellen nachgewiesenen Adapterproteine GIPC, Gαs und Mint3 ließen 

sich nicht zuverlässig nachweisen und waren zudem im angewandten Co-IP-System nicht mit 

LRP1 präzipitierbar. 

 

Zur Kontrolle wurden wiederum Leer-Kontrollen der Co-Immun-Präzipitationen angefertigt. 

Dies sollte die Abhängigkeit der Präzipitation der Adapterproteine von der Präzipitation der 

LRP1-ICD zeigen. Dazu wurden die Zellen wieder im Komplettmedium kultiviert und zur 

Lyse Protease- und Phosphataseinhibitor-haltige Puffer zur Konservierung der Bindungen von 

Adapterproreinen an die LRP1-ICD eingesetzt. 
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Abbildung 34: Leer-Kontrollen zur Co-Immun-Präzipitation von Adapterproteinen 

HuH7-Zellen inkubiert in DMEM mit 4,5‰ Glukose und 10% FCS und 1% PS ohne Stimulans. Co-IP mit 

LRP1-Dolly-AK bzw. Sheep-IgG0-AK bzw. ohne IP-AK. Westernblot-Antikörper s. Tabelle 4 bzw. 5. 

Detektion durch ECL-Lumineszenz-Reaktion. Exposition für 1 min. 
 

Die Präzipitation der LRP1-ICD mit dem LRP1-Dolly-Antikörper ist gelungen. Dagegen 

finden sich in den Präzipitaten der Leer-Kontrollen mit dem Schafs-IgG0-Antikörper und ganz 

ohne IP-Antikörper keine Signale für LRP1. Die untersuchten Adapterproteine können 

folglich nur im Präzipitat der Co-IP mit dem LRP1-Dolly-Antikörper spezifisch gebunden 

haben. Unter den unstimulierten Bedingungen zeigt die PKCα weder in der eigentlichen Co-

IP, noch in den Leer-Kontrollen eine Bindung. Das Signal in der IP-Lane liegt bei einem zu 

hohen Molekulargewicht und muss als unspezifisch betrachtet werden. Bei JIP1 liegt in allen 

IP-Lanes ein etwa gleich intensives Signal vor. Hier scheint eine von LRP1 unabhängige 

Bindung an andere Strukturen (z.B. Sepharose-Beads) während der IP vorzuliegen. Von Shc 

werden die kleineren beiden Isoformen (52 kDa und 46 kDa) deutlich im Präzipitat der Co-IP 

mit dem LRP1-Dolly-Antikörper sichtbar. Ein schwaches Signal findet sich auch im 

Präzipitat des IgG0-Antikörpers, sowie der Kontrolle ohne IP-Antikörper. Das zur Kontrolle 

nachgewiesene β-Aktin zeigt sich in allen Präzipitaten. Möglicherweise liegt auch hier eine 

von LRP1 unabhängige Bindung an andere Strukturen während der IP vor. 
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Um die Bindung von Adapterproteinen an die LRP1-ICD zusätzlich zu verifizieren, wurden 

„umgekehrte“ Co-Immun-Präzipitationen durchgeführt. Dazu wurde der IP-Antikörper gegen 

ein Adapterprotein gewählt und im Westernblot geprüft, ob sich auch LRP1 im Präzipitat 

angereichert hatte. 

 

Zunächst sollte die wechselseitige Präzipitierbarkeit der LRP1-ICD und dem Adapterprotein 

Shc geprüft werden. Die Zellen waren zuvor im Komplettmedium kultiviert worden. Es 

wurden unter gleichen Bedingungen zwei IPs angefertigt, mit dem LRP1-Dolly-Antikörper 

bzw. dem anti-Shc-Antikörper. Die Präzipitate sollten dann jeweils auf eine mögliche 

Anreicherung von Shc und der LRP1-ICD untersucht werden. 

 

Abbildung 35: Co-Immun-Präzipitation mit LRP1 und Shc 

HuH7-Zellen inkubiert in DMEM mit 4,5‰ Glukose und 10% FCS und 1% PS. Co-IP mit LRP1-Dolly-AK 

bzw. Shc-AK. Westernblot-Antikörper s. Tabelle 4 bzw. 5. Detektion durch ECL-Lumineszenz-Reaktion. 

Exposition für 1 min. 
 

Sowohl LRP1 als auch Shc lassen sich in den Kontrollen der Co-IPs nachweisen. Es zeigt sich 

jeweils eine deutliche Anreicherung im Präzipitat. Im Gegensatz zu Abb. 34 fand unter den 

gegebenen Bedingungen ohne Stimulanzien in diesem Versuch praktisch keine Bindung von 

Shc an die LRP1-ICD statt. So konnte auch über Shc als Co-IP-Antikörper kein LRP1 im 

Präzipitat angereichert werden. 

 

In einer weiteren Kontroll-IP sollte versucht werden, LRP1 mithilfe von Dab2 zu co-

präzipitieren. Die Zellen waren zuvor wieder im Komplettmedium kultiviert worden. Unter 

diesen Bedingungen konnte Dab2 durch LRP1 co-präzipitiert werden. Unter sonst gleichen 

Bedingungen wurden eine IP mit dem LRP1-5A6-Antikörper und eine IP mit dem anti-Dab2-
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Antikörper durchgeführt und im Westernblot auf Signale für Dab2 resp. LRP1 im Präzipitat 

untersucht. 

 

Abbildung 36: Co-Immun-Prazipitation mit LRP1 und Dab2 

HuH7-Zellen inkubiert in DMEM mit 4,5‰ Glukose und 10% FCS und 1% PS. Co-IP mit LRP1-5A6-AK bzw. 

Dab2-AK. Westernblot-Antikörper s. Tabelle 4 bzw. 5. Detektion durch ECL-Lumineszenz-Reaktion. 

Exposition für 1 min. 
 

Hier zeigt sich erneut eine starke Anreicherung von Dab2 im Präzipitat von LRP1. Dagegen 

findet sich kein Signal für LRP1 in der Dab2-IP.  

 

Auch eine mögliche Bindung von β-Aktin an die LRP1-ICD sollte überprüft werden. Dazu 

wurden wiederum zwei gleiche IPs von unstimulierten Zellen mit dem LRP1-5A6-Antikörper 

bzw. dem anti-β-Aktin-Anikörper angesetzt. Im Westernblot wurden die Präzipitate auf 

Signale von β-Aktin und der LRP1-ICD untersucht. 
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Abbildung 37: Co-Immun-Präzipitation mit LRP1 und β-Aktin 

HuH7-Zellen inkubiert in DMEM mit 4,5‰ Glukose und 10% FCS und 1% PS. Co-IP mit β-Aktin-AK bzw. 

LRP1-5A6-AK. Westernblot -Antikörper s. Tabelle 4 bzw. 5. Detektion durch ECL-Lumineszenz-Reaktion. 

Exposition für 1 min (LRP-36/4) bzw. 30 sek (β-Aktin). 
 

Hier zeigt sich eine wechselseitige Präzipitierbarkeit. Im Westernblot findet sich im Präzipitat 

der β-Aktin-Co-IP ein deutliches Signal für LRP1. Analog findet sich wie auch in den 

Vorversuchen eine starke Anreicherung von β-Aktin im Präzipitat der LRP1-5A6-Co-IP. 

Aufgrund der offenbar von LRP1 unabhängigen Präzipitation (s. Abb. 34) muß dieses 

Ergebnis jedoch als unspezifisch gewertet werden. 

 

Zusätzlich sollte untersucht werden, ob in HuH7-Zellen auch unter unstimulierten 

Bedingungen eine Bindung zwischen β-Aktin und Dab2 besteht. Dazu wurden die Zellen im 

Komplettmedium kultiviert und zwei gleiche Co-IPs mit dem anti-β-Aktin-Antikörper bzw. 

dem anti-Dab2-Antikörper durchgeführt. 
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Abbildung 38: Co-Immun-Präzipitation mit Dab2 und β-Aktin 

HuH7-Zellen inkubiert in DMEM mit 4,5‰ Glukose und 10% FCS und 1% PS. Co-IP mit Dab2-AK bzw. β-

Aktin-AK. Westernblot-Antikörper s. Tabelle 5. Detektion durch ECL-Lumineszenz-Reaktion. Exposition für 1 

min (Dab2) bzw. 30 sek (β-Aktin). 
 

In der β-Aktin-Co-IP wird Dab2 deutlich angereichert, im Vergleich zum Überstand ist das 

Signal in der IP-Lane kräftiger. Im umgekehrten Fall ist Dab2 in der Lage, β-Aktin zu 

präzipitieren. Entsprechend intensiv ist das Signal für β-Aktin in der IP-Lane. 

 

Die Ergebnisse der Kontrollexperimente zeigen eine offensichtlich von LRP1 unaubhängige, 

unspezifische Präzipitierbarkeit von JIP1 und β-Aktin. Daher werden diese Adapterproteine in 

den Ergebnissen der folgenden Co-IPs aus stimulierten HuH7-Zellen nicht mehr dargestellt. 

Die Präzipitation von PKCα, Shc und CED6/GULP war dagegen in zahlreichen Versuchen 

reproduzierbar. 

 

3.3.2  Co-Immun-Präzipitationen aus stimulierten HuH7-Zellen 

Um geeignete Kontrollbedingungen zu schaffen, wurden zunächst drei unterschiedliche 

Medien ohne Stimulans getestet: Ein Hunger-Regime mit Lipoprotein-defizientem Serum 

(LPDS) und 1‰ Glucose und zwei Komplettmedium-Regime mit 4,5‰ Glucose und 10% 

fötalem Kälberserum (FCS), aus den die kultivierten Zellen jeweils in Pufferlösungen mit 

bzw. ohne Protease- und Phosphatase-Inhibitoren aufgenommen wurden. Das ausgewählte 

Regime sollte als Basis für die Stimulanzien und als Negativ-Kontrolle dienen. 
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Abbildung 39: Co-Immun-Präzipitation in unstimulierten HuH7-Zellen – LPDS vs. 

FCS 
2x10

6
 HuH7-Zellen inkubiert in LPDS-Medium mit 1‰ Glukose und 1%PS bzw. DMEM mit 4,5‰ Glukose 

und 10% FCS und 1% PS über Nacht, dann Mediumwechsel für 2 Std. Aufnahme in Lysis-Puffer +/- Protease-

/Phosphatase-Inhibitoren. Co-IP mit LRP1-Dolly-AK. Westernblot-Antikörper s. Tabelle 7. Detektion durch 

ECL-Lumineszenz-Reaktion. Exposition für 1 min. 
 

Im Westernblot zeigt sich unter keiner der gewählten Bedingungen eine deutliche 

Anreicherung der nachgewiesenen Adapterproteine. Unter der Inkubation im 

Komplettmedium mit anschließender Aufnahme der Zellen in Phosphatase-Inhibitor-haltigen 

Puffer ist ein stärkeres Signal für Shc zu sehen. Möglicherweise liegt dies an der besseren 

Konservierung der Bindung durch die zugesetzten Phosphatase-Inhibitoren. 

Für die folgenden Versuche wurden das Komplettmedium-Regime (DMEM mit 4,5‰ 

Glukose, 10% FCS und 1% PS) zur Vorinkubation und die anschließende Aufnahme der 

Zellen in den Phosphatase-Inhibitor-haltigen Lysis-Puffer gewählt. Diese Kombination 

ermöglicht den Zellen eine annähernd physiologische Stoffwechsellage und verhindert die 

LRP1-Downregulation unter niedrigen intrazellulären Cholesterolspiegeln. 

 

HuH7-Zellen wurden mit verschiedenen Substanzen stimuliert, um das Bindungsverhalten der 

intrazellulären Adapterproteine von LRP1 zu untersuchen. Zum Einsatz kamen sowohl 

physiologische Liganden von LRP1 (aktiviertes α2-Makroglobulin, Chylomikronen-

Remnants (ApoE), RAP, Lactoferrin) als auch Liganden von Co-Rezeptoren (PDGF-BB) 

sowie direkte Aktivatoren von intrazellulären Mechanismen (PMA (Phorbol-12- Myristat-13-

Acetat), Forskolin). 
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Stimulans Konzentration 

Chylomikronen-Remnants 5 µg/ml 

Forskolin 10 µM 

Lactoferrin 10 µg/ml 

PDGF-BB 30 ng/ml 

PMA (Phorbol-12- Myristat-13-Acetat) 150 nM 

RAP 5 µg/ml 

α2-Makroglobulin 5 µg/ml 

Tabelle 7:  Stimulanzien (Konzentrationen) 

Nähere Erläuterungen zu den einzelnen Substanzen im Text. 

 

 

3.3.2.1  Stimulation mit PMA und Forskolin 

Forskolin und PMA sind keine Liganden von LRP1, sondern greifen direkt in intrazelluläre 

Mechanismen ein. Forskolin aktiviert die Adenylatcyclase und erhöht so den intrazellulären 

cAMP-Spiegel. Dies führt über die Aktivierung der PKA zu einer Serin-Phosphorylierung der 

LRP1-ICD (s.a. Kapitel “LRP1 und cAMP“) 

Für die Stimulation der HuH7-Zellen mit Forskolin wurden eine Konzentration von 10µM 

und eine Stimulationsdauer von 20 min. gewählt. 

 

Der Phorbolester PMA (Phorbol-12- Myristat-13-Acetat) aktiviert die PKCα und führt auf 

diesem Wege zu einer vermehrten Serin- und Threonin-Phosphorylierung der LRP1-ICD. 

Diese wirkt sich positiv auf die Tyrosin-Phosphorylierung innerhalb der NPxY-Motive aus, 

die für die Bindung bestimmter Adapterproteine wichtig sind (siehe auch Kapitel “LRP1 und 

PKCα“).  

Für die Stimulation der HuH7-Zellen mit PMA wurden eine Konzentration von 150 nM und 

eine Stimulationsdauer von 20 min. gewählt. 

 

 



Ergebnisse 

 

76 

 

 

Abbildung 40: Co-Immun-Präzipitation nach Stimulation mit Forskolin und PMA 

2x10
6
 HuH7-Zellen inkubiert in DMEM mit 4,5‰ Glukose und 10% FCS und 1% PS über Nacht, dann 

Mediumwechsel für 2 Std. und Stimulation mit 10 mM Forskolin bzw. mit 150 nM PMA für 20 min. Co-IP mit 

LRP1-Dolly-AK. Westernblot-Antikörper s. Tabelle 5. Detektion durch ECL-Lumineszenz-Reaktion. 

Exposition für 1 min (PKCα, Shc) bzw für 5 min (CED6). 

 

Im Westernblot zeigt sich sowohl in den IPs aus stimulierten Zellen als auch in der Kontroll-

IP eine deutliche Anreicherung der PKCα im Präzipitat. Shc kann etwa gleich intensiv in allen 

Präzipitaten nachgewiesen werden. CED6/GULP wird nicht präzipitiert. Insgesamt gibt es 

kein eindeutiges Zeichen dafür, dass Forskolin oder PMA allein eine vermehrte Bindung der 

untersuchten Adapterproteine bewirken. 

 

3.3.2.2  Stimulation mit α2-Makroglobulin und Chylomikronen-Remnants 

α2-Makroglobulin ist ein homo-tetrameres Protein mit einer ausgeprägten Proteinase-

Inhibitor-Aktivität. Entwicklungsgeschichtlich besteht ein Zusammenhang mit den 

Complement-Proteinen C3, C4 und C5 des Immunsystems (Sottrup-Jensen, 1989; Sottrup-

Jensen et al., 1985). Zudem werden Bindungen mit verschiedenen Wachstumsfaktoren 

beschrieben (Crookston et al., 1993). Um an LRP1 zu Binden, muß die C-terminale Receptor 

Binding Domain (RBD) von α2-Makroglobulin zugänglich gemacht werden. Dies geschieht 

durch „Aktivierung“ von α2-Makroglobulin, einer Konformationsänderung des Proteins im 

Rahmen einer Komplexbildung mit verschiedenen Proteasen. Die Bindung an LRP1 erfolgt 

nur in diesem „aktivierten“ Zustand und führt zur Internalisierung des Komplexes (Lutz, 

Nimpf et al., 2002). Dabei werden auch intrazelluläre Signalwege angeregt; so wurde 

beschrieben, dass sich die Bindung von α2-Makroglobulin an LRP1 hemmend auf die über 
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den Glutamat-Rezeptor NMDAR-1 vermittelte Calcium-Ausschüttung in Neuronen auswirkt 

(Qiu, Strickland et al., 2002).  

Für die Stimulation der HuH7-Zellen mit aktiviertem α2-Makroglobulin wurden eine 

Konzentration von 5 µg/ml und eine Stimulationsdauer von 20 min. gewählt. 

 

Chylomikronen-Remnants gehören zur Familie der Lipoproteine und bestehen aus 

Triglyceriden und Cholesterolestern, die zum Transport im Blut von einer Hülle aus 

Phospholipiden und Apolipoproteinen (ApoB48, ApoC und ApoE) umgeben sind. Sie 

entstehen aus Chylomikronen durch Lipolyse, indem Chylomikronen durch die 

endothelständige Lipoproteinlipase (LpL) hydrolysiert werden (s.a. Abschnitt Methoden). 

Über ApoE können Chylomikronen-Remnants an LRP1 (und LDLR) binden und internalisiert 

werden (Armand, 2007). Hierauf wird im Kapitel “Lipoprotein-Stoffwechsel“ genauer 

eingegangen. 

Für die Stimulation der HuH7-Zellen mit Chylomikronen-Remnants wurden eine 

Konzentration von 5 µg/ml und eine Stimulationsdauer von 20 min. gewählt. 

 

 

 

Abbildung 41: Co-Immun-Präzipitation nach Stimulation mit aktiviertem α2-

Makroglobulin und Chylomikronen-Remnants 
2x10

6
 HuH7-Zellen inkubiert in DMEM mit 4,5‰ Glukose und 10% FCS und 1% PS über Nacht, dann 

Mediumwechsel für 2 Std. und Stimulation mit 5 µg/ml α2-Makroglobulin bzw. mit 5 µg/ml Chylomikronen-

Remnants für 20 Min. Co-IP mit LRP1-Dolly-AK. Westernblot Antikörper s. Tabelle 5. Detektion durch ECL-

Lumineszenz-Reaktion. Exposition für 1 min. 

 

Nach Stimulation mit aktiviertem α2-Makroglobulin, einem direkten Liganden von LRP1, ist 

im Westernblot eine deutliche Anreicherung von PKCα, Shc und CED6/GULP im Vergleich 
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zur Kontrolle sichtbar. Im Falle von Shc werden besonders die beiden kleineren Isoformen 

(52 kDa und 46 kDa) angereichert. Nach Stimulation mit Chylomikronen-Remnants, die über 

das enthaltene ApoE an LRP1 binden, zeigt sich ein recht ähnliches Bild, wobei die Signale 

im Präzipitat etwas schwächer sind. 

 

3.3.2.3  Stimulation mit Lactoferrin und RAP 

Lacto(trans)ferrin ist ein eisenbindendes Glykoprotein aus der Transferrin-Familie. Es besteht 

aus einer einzelnen Polypeptid-Kette mit zwei globulären Domänen, die jeweils über eine 

Bindungsstelle für ein Eisen-Ion verfügen (Brock, 2002). Lactoferrin wurde zuerst als Protein 

aus Milch und Kolostrum (Vormilch, reich an Enzymen, Protein, Wachstumsfaktoren und 

Antikörpern) beschrieben und stellt einen Teil der ersten, unspezifischen Immunabwehr dar. 

Dazu spielt Lactoferrin eine Rolle während der Wundheilung (Migration von Fibroblasten) 

und im Knochenstoffwechsel (Proliferation von Osteoblasten) (Grey et al., 2004; Cornish et 

al., 2004). Die Bindung an LRP1 führt zur Internalisierung von Lactoferrin in Osteoblasten. 

Unabhängig davon bewirkt Lactoferrin auf noch ungeklärtem Wege eine Aktivierung der 

p42/44 MAPK (mitogen aktivierte Proteinkinase) bzw. ERK1/2 (extrazellulär regulierte 

Kinase 1/2) und MLC-Kinase (Myosin-Leichtketten-Kinase) (Grey et al., 2004). 

Für die Stimulation der HuH7-Zellen mit Lactoferrin wurden eine Konzentration von 10 

µg/ml und eine Stimulationsdauer von 20 min. gewählt. 

 

RAP (Receptor Associated Protein) ist ein intrazelluläres Protein, das während der Synthese 

von LRP1 als Chaperon dient. Darüber hinaus bindet RAP auch nach Fertigstellung des 

Rezeptors glykosylierungsunabhängig an die Liganden-Bindungscluster II, III und IV und 

fungiert als starker Antagonist für andere LRP1-Liganden (außer ApoE und Lactoferrin) dar 

(Croy et al., 2003). Einmal gebunden, kann RAP von anderen Liganden nicht mehr aus der 

Bindung an LRP1 verdrängt werden (Neels et al., 1999).  

Für die Stimulation der HuH7-Zellen mit RAP wurden eine Konzentration von 5 µg/ml und 

eine Stimulationsdauer von 20 min. gewählt. 
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Abbildung 42: Co-Immun-Präzipitation nach Stimulation mit Lactoferrin und RAP 

2x10
6
 HuH7-Zellen inkubiert in DMEM mit 4,5‰ Glukose und 10% FCS und 1% PS über Nacht, dann 

Mediumwechsel für 2 Std. und Stimulation mit 10 µg/ml Lactoferrin bzw. mit 5 µg/ml RAP für 20 Min. Co-IP 

mit LRP1-Dolly-AK. Westernblot-Antikörper s. Tabelle 5. Detektion durch ECL-Lumineszenz-Reaktion. 

Exposition für 1 min (PKCα, Shc) bzw. 5 min (CED6) 
 

Durch Stimulation mit dem LRP1-Liganden Lactoferrin ist im Vergleich zur unstimulierten 

Kontrolle ein kräftiges Signal für PKCα und Shc, sowie ein etwas schwächeres Signal für 

CED6/GULP zu sehen. Die Stimulation mit RAP, einem weiteren direkten Liganden von 

LRP1, zeigt vergleichbare Resultate in der Anreicherung von PKCα, Shc und CED6/GULP. 

 

3.3.2.4  Stimulation mit PDGF-BB 

PDGF-BB ist kein Ligand von LRP1, sondern bewirkt durch Bindung an den PDGF-

Rezeptor-β dessen Funktion als Co-Rezeptor für LRP1, zum Beispiel im Rahmen der 

Atherosklerose. Hierbei kommt es zu einer Tyrosin-Phosphorylierung innerhalb des distalen 

NPxY-Motivs der LRP1-ICD und zur Bindung von Shc, woraufhin die Proliferation der Zelle 

angeregt wird (Barnes et al., 2001). Hierauf wird genauer im Kapitel „LRP1 und 

Atherosklerose“ eingegangen. 

Für die Stimulation der HuH7-Zellen mit PDGF-BB wurden eine Konzentration von 30 ng/ml 

und eine Stimulationsdauer von 20 min. gewählt. 
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Abbildung 43: Co-Immun-Präzipitation nach Stimulation mit PDGF-BB 

2x10
6
 HuH7-Zellen inkubiert in DMEM mit 4,5‰ Glukose und 10% FCS und 1% PS über Nacht, dann 

Mediumwechsel für 2 Std. und Stimulation mit 30 ng/ml PDGF-BB für 20 Min. Co-IP mit LRP1-Dolly-AK. 

Westernblot-Antikörper s. Tabelle 5. Detektion durch ECL-Lumineszenz-Reaktion. Exposition für 1 min. 
 

Durch Stimulation des PDGF-Rezeptors mit PDGF-BB wurde die Auswirkung als Co-

Rezeptor auf LRP1 untersucht. Im Vergleich zur Kontrolle ist nach Stimulation deutlich die 

Präzipitation von PKCα und Shc zu sehen. Auch hier zeigt sich eine stärkere Anreicherung 

der 52 kDa und 46 kDA großen Shc-Isoformen. Nicht präzipitiert wurde CED6/GULP. 

 

3.4  GST-RAP-Pulldown 

Als Alternative zur Co-Immunpräzipitation kam im Rahmen dieser Arbeit das Prinzip des 

GST-RAP-Pulldowns zum Einsatz. Auch dieses Verfahren erlaubt eine Isolierung und 

Anreicherung eines gesuchten Proteins aus einem Proteingemisch. Anstelle eines Antikörpers 

gegen dieses Protein wird ein Fusionsprotein aus Glutathion-S-Transferase (GST) und einem 

Molekül gebildet, das spezifisch an das gesuchte Protein bindet. Im Falle von LRP1 lag die 

Nutzung des Receptor-Associated-Protein (RAP) nahe, einem Liganden, der sowohl während 

der Synthese von LRP1 (als Chaperon) als auch nach dessen Fertigstellung an die 

Bindungscluster II, III und IV der α-Kette bindet. Danach kann RAP nicht mehr kompetitiv, 

zum Beispiel durch andere Liganden, aus dieser Bindung verdrängt werden. 

Zunächst sollte das Pulldown-Verfahren selbst untersucht werden. Dazu wurde LRP1 mithilfe 

des GST-RAP-Fusionsproteins an Sepharose-Beads gebunden und durch Zentrifugation aus 

dem Gesamt-Zellysat isoliert. Analog zur Co-Immunpräzipitation wurden der Niederschlag, 
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der Überstand und zum Vergleich das Gesamt-Zellysat mit Laemmli-Probenpuffer versetzt, 

erhitzt und zur Elektrophorese auf SDS-PAGE-Gele aufgetragen. Zur Kontrolle wurde im 

Ansatz anstelle des GST-RAP-Fusionsproteins lediglich GST zugesetzt. Auf diese Weise 

sollte die Abhängigkeit einer LRP1-Anreicherung vom Vorhandensein von RAP überprüft 

werden. Nach der Auftrennung wurde das Protein im Westernblot-Verfahren auf 

Nitrozellulose-Membranen übertragen. Zum Ausschluss von Lufteinschlüssen während des 

Blots wurden die Membranen mit Ponceau-Rot gefärbt. Nach der Entfärbung erfolgte die 

anschließende Detektion durch Luminol-Lumineszenz-Reaktion. Im Western-Blot wurden 

Überstand- (Ü-) und Pulldown- (PD-) Lane auf eine mögliche Anreicherung hin untersucht. 

Zum Vergleich dienten die Input (I-) Lane mit dem Gesamt-Zellysat und ein standardisierter 

Proteingewichts-Marker (M).  

 

Abbildung 44: GST-RAP-Pullown von LRP1 und GST-Kontrolle, oben nach Ponceau-

Färbung, unten im Westernblot. 
HuH7-Zellen inkubiert in DMEM mit 4,5‰ Glukose und 10% FCS und 1% PS ohne Stimulans. Pulldown mit 

GST-RAP, Kontrolle mit GST. Färbung mit Ponceau-Rot bzw. Westernblot mit LRP1-Dolly-AK (85 kDa). 

Detektion durch ECL-Lumineszenz-Reaktion. Exposition für 1 min. 
 

Nach der Färbung der Membran mit Ponceau-Rot sind beim Pulldown wie in der Kontrolle 

die proteinreichen Lanes von Input (Gesamtlysat) und Überstand deutlich zu sehen. Die 

Pulldown- (PD-) Lane ist erwartungsgemäß fast leer, es finden sich beim Pulldown mit GST-
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RAP nur die Banden, die aufgrund der zugesetzten Menge das Fusionsprotein bzw. seine 

einzelnen Komponenten repräsentieren. In der Kontrolle mit GST fehlen die RAP-Anteile und 

mit ihnen die entsprechenden Banden. Im Westernblot wurde LRP1 mithilfe des LRP1-Dolly-

Antikörpers nachgewiesen. Im Pulldown ist im Vergleich zur Kontrolle neben einigen 

unspezifischen Banden ein kräftiges Signal für die 85 kDa-Untereinheit von LRP1 zusehen. 

So kann mit dem GST-RAP-Pulldown die β-Kette mitsamt der LRP1-ICD aus dem 

Gesamtlysat heraus isoliert und angereichert werden. 

 

Um die Anreicherung von LRP1 zu verbessern wurde die Zusammensetzung der Zell-Lysis-

Puffer und Wasch-Probenpuffer angepasst. Für eine bessere Bindung von RAP an LRP1 

wurden die Lösungen mit 2,5 mM CaCl2 versehen. EDTA und EGTA als Calcium-

Chelatbildner wurden weggelassen. Näheres zur Zusammensetzung der verschiedenen 

Pufferlösungen siehe Kapitel „Material“. Um die Wirkung zu überprüfen, wurde je ein 

Pulldown mit bzw. ohne Calcium in der Pufferlösung angefertigt und im Westernblot auf eine 

Anreicherung von LRP1 hin untersucht. 

 

 

Abbildung 45: GST-RAP-Pullown von LRP1 +/- Ca
2+

 in der Pufferlösung 

HuH7-Zellen inkubiert in DMEM mit 4,5‰ Glukose und 10% FCS und 1% PS. Pulldown mit GST-RAP. 

Westernblot mit LRP1-Dolly-AK (85 kDa). Detektion durch ECL-Lumineszenz-Reaktion. Exposition für 1 

min. 
 

Im ersten Durchgang kam der unveränderte Zell-Lysis-Puffer aus dem Co-IP-Verfahren zum 

Einsatz. Er enthielt EDTA und EGTA und kein zugesetztes Calcium. Im Westernblot findet 
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sich eine schwache Bande für LRP1 in der Pulldown-Lane. Die entsprechenden Signale in 

Input und Überstand in annähernd gleich intensiv. 

Im zweiten Durchgang, in dem die Zellen mit dem modifizierten, Ca
2+

-haltigen Puffer lysiert 

wurden, ist eine deutlich bessere Anreicherung von LRP1 in der Pulldown-Lane und 

entsprechend ein vermindertes Signal im Überstand zu sehen. Offensichtlich ist diese 

Anreicherung nicht nur von der Anwesenheit, sondern auch von der Bindung von RAP an 

LRP1 abhängig. Im Folgenden wurde ausschließlich die Ca
2+

-haltige Pufferlösung eingesetzt. 

 

Um das Bindungsverhalten von intrazellulären Adapterproteinen mit der LRP1-ICD zu 

untersuchen, sollte mithilfe des GST-RAP-Pulldowns LRP1 mitsamt gebundener 

Adapterproteine aus dem Gesamt-Zellysat isoliert werden. Zur Kontrolle wurde wiederum ein 

separater Ansatz ausschließlich mit GST anstelle von GST-RAP ausgewertet. Dazu wurden 

HuH7-Zellen im Komplettmedium kultiviert, um möglichst physiologische Bedingungen 

zuschaffen. Die Lyse der Zellen und alle weiteren Arbeiten erfolgten unter Kühlung und mit 

Protease-haltiger Pufferlösung, um entstandene Bindungen zu konservieren. Die 

Anreicherung von LRP1 und den Adapterproteinen wurde mit entsprechenden Antikörpern im 

Westernblot untersucht. Das Vorkommen dieser Adapterproteine in HuH7-Zellen war bereits 

im Vorfeld bestätigt worden (s.o.). 
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Abbildung 46: GST-RAP-Pullown von LRP1 und Adapterproteinen 

HuH7-Zellen inkubiert in DMEM mit 4,5‰ Glukose und 10% FCS und 1% PS. Pulldown mit GST-RAP. 

Kontrolle mit GST. Westernblot Antikörper: s. Tabelle 6 bzw. 7. Detektion durch ECL-Lumineszenz-Reaktion. 

Exposition für 30 sek. 
 

Im Westernblot ist gut sichtbar LRP1 durch den GST-RAP-Pulldown angereichert worden, in 

der GST-Kontrolle hingegen bleibt die Pulldown-Lane leer. Damit sind die 

Grundvoraussetzungen für die Beurteilung der Anreicherung von LRP1-Adapterproteinen 

gegeben. PKCα, JIP1, Shc und CED6/GULP sind deutlich in der Pulldown-Lane deutlich zu 

sehen, wobei bei JIP1 und Shc mehrere unspezifische Banden auftreten. Eine dieser Banden 

tritt im Falle von Shc auch in der GST-Kontrolle auf. Das Signal für angereichertes 

CED6/GULP im Pulldown liegt etwas über dem erwarteten Molekulargewicht. 
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4  Diskussion 

 

In dieser Arbeit wurde anhand der Hepatomzellinie HuH7 untersucht, inwiefern sich die 

Stimulation mit verschiedenen LRP1-Liganden auf das Bindungsverhalten von intrazellulären 

Adapterproteinen an die intrazelluläre Domäne von LRP1 auswirkt. Zusätzlich wurde 

erforscht, ob sich die Funktionen von LRP1 in Endozytose und Signalwegen in der Bindung 

spezifischer Adapterproteine widerspiegeln. 

Nach Stimulation der HuH7-Zellen mit α2-Makroglobulin, ApoE-haltigen Chylomikronen-

Remnants, Lactoferrin und RAP, sowie mit PMA, Forskolin und PDGF-BB wurde mithilfe 

der Co-Immunpräzipitation LRP1 mitsamt gebundener Adaptoren aus dem Zellysat 

angereichert. Der Einfluss der Liganden wurde mit semi-quantitativen Western-Blot 

Techniken untersucht. Als alternative Technik kam zusätzlich ein GST-RAP-Pulldown-

Verfahren zum Einsatz. 

 

4.1  Nachweis von LRP1 und Adapterproteinen in HuH7-Zellen 

Der Nachweis von LRP1 in HuH7-Zellen als Vorraussetzung für weitere Versuche gelang mit 

den Antikörpern „LRP1-8G1“ gegen die 515 kDa große α-Untereinheit sowie mit „LRP1-

Dolly“, „LRP1-5A6/8B8“ und „LRP1-36/4“ gegen die 85 kDa große β-Untereinheit. Die 

entsprechenden Banden im Westernblot liegen im Bereich des zu erwartenden 

Molekulargewichtes und erscheinen intensiv, was auf einen ausreichenden Gehalt der Zellen 

an LRP1 schließen lässt (s. Abbildung 26). Zuvor war bereits die Expression von LRP1 in 

dieser Hepatomzellinie beschrieben worden (Moore et al., 2003).  

Die zu untersuchenden Adapterproteine wurden anhand ihrer Aufgaben im Zellinnern 

ausgewählt. Ihre Bindung an die LRP1-ICD wurde bereits zuvor in Hefe-Zwei-Hybrid-

Versuchen beschrieben (Gotthardt, Trommsdorff et al., 2000). Um besser zu verstehen, wie 

LRP1 einerseits in die Endozytose und andererseits in verschiedene Signalkaskaden 

eingebunden ist, wurde angestrebt, einen breiten Überblick zu erlangen. Es wurden folgende 

Adaptoren untersucht:  

 CED6/GULP als zentrales Protein der Phagozytose und des Cholesterol-Efflux spielt 

gemeinsam mit LRP1 eine wichtige Rolle im immunologischen Kontext (Kinchen u. 

Ravichandran, 2007; Gardai et al. 2005) 

 Dab2 vermittelt die Einbindung von LRP1 in Clathrin-coated Pits und stellt mit seinen 

zahlreichen Interaktionen einen wichtigen Teil der Rezeptor-vermittelten Endozytose 
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dar, z.B. im Rahmen der Atherosklerose-Entstehung (Dance et al., 2004; Hasson et al. 

2003; Morris et al., 2001). 

 JIP1 ist ein Gerüstprotein, das als Teil des intrazellulären Transportapparates das 

Bindeglied zwischen LRP1 und Kinesin-1 darstellt sowie an der Kontrolle mitogener 

Faktoren beteiligt ist (Blasius et al., 2007; Whitmarsh, 2006; Gotthardt, Trommsdorff 

et al., 2000). 

 PKCα bildet in aktiviertem Zustand einen Komplex mit LRP1. Die Proteinkinase 

bewirkt eine Serin-/Threonin-Phosphorylierung innerhalb der LRP1-ICD und hat 

Einfluss auf das Bindungsverhalten anderer Adapterproteine. Bereits zuvor wurde 

PKCα in HuH7-Zellen im Zusammenhang mit der Phosphorylierung eines 

Kernproteins des Hepatitis B-Virus beschrieben (Kang et al., 2008). 

 Shc liegt in drei Isoformen vor, die in Signalwege einerseits der Proliferation, 

andererseits der Apoptose eingebunden sind. Besondere Bedeutung kommt Shc im 

Rahmen der Atherosklerose-Entstehung zu. Shc wurde bereits in HuH7-Zellen in 

Verbindung mit Mechanismen der Tumorzellproliferation beschrieben (Carloni et al., 

2004).  

 

Im Westernblot stellen sich die Adapterproteine als Banden reproduzierbar deutlich und gut 

abgegrenzt dar, sodass von einer ausreichenden Menge und einer guten Nachweisbarkeit 

ausgegangen werden kann (s. Abbildung 27). 

Im Rahmen der Vorversuche wurden auch die Adaptoren GIPC/SEMCAP, G-Protein-αS und 

Mint3 in ausreichender Konzentration HuH7-Zellen nachgewiesen (s. Abbildung 28). 

Allerdings gelangen die Präzipitation und die Darstellung der Proteine im Westernblot nicht 

zuverlässig und wurden zudem oft durch unspezifische Banden gestört. Daher wurden diese 

Proteine in dieser Arbeit nicht weiter untersucht. 

 

4.2  Co-Immun-Präzipitation 

In dieser Arbeit sollte ein zuverlässiges Präzipitations-Verfahren zum Einsatz kommen, das 

einerseits möglichst spezifisch für LRP1 bzw. die intrazelluläre Domäne ist, das andererseits 

möglichst wenig Einfluss auf die zu untersuchenden Interaktionen hat. Es sollte weder mit 

den zur Stimulation eingesetzten Liganden interferieren, noch die Bindung der 

Adapterproteine behindern, etwa durch Verlegung der Bindungsmotive der ICD. Für die 

Versuche wurden eine Co-Immun-Präzipitation und ein GST-RAP-Pulldown (s.u.) gewählt. 
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Das Verfahren der Co-Immun-Präzipitation wurde eingesetzt, um LRP1 mitsamt gebundener 

Adapterproteine aus dem Gesamt-Zellysat zu isolieren. Die Methode wurde in anderer Form 

bereits erfolgreich eingesetzt, um die Bindung von Shc an LRP1 in murinen Fibroblasten und 

HEK 293-T Zellen zu untersuchen (Barnes et al., 2003).  

 

4.2.1  Vorversuche und Kontrollen zu den Co-Immunpräzipitationen 

Als Antikörper für die Co-Immun-Präzipitation (Co-IP) fiel die Wahl auf „LRP1-Dolly“, 

einen polyklonalen Schaf-anti-Human-Antikörper, der freundlicherweise von der 

Arbeitsgruppe PD Dr. Heeren zur Verfügung gestellt wurde. (vgl. J. Heeren et al., JBC 2001) 

Er ist gegen eine C-terminale Sequenz der 85 kDa großen β-Kette gerichtet.  

Um die Abhängigkeit einer Anreicherung von LRP1 von der IP zu beweisen, wurde der 

Versuchsaufbau jeweils mit einem Schafs-IgG0-Antikörper und ganz ohne Antikörper 

kontrolliert. Erwartungsgemäß zeigte sich eine Anreicherung von LRP1 im Westernblot nur 

in jenem Ansatz, der mit „LRP1-Dolly“ als IP-Antikörper durchgeführt worden war. So 

konnte sichergestellt werden, dass eine mögliche Anreicherung nicht Folge unspezifischer 

Bindungen an andere Substanzen im Versuchsansatz war (s. Abbildung 30). 

Da die Detektion im Westernblot ebenfalls mit „LRP1-Dolly“ und somit mit einem 

sekundären Esel-anti-Schaf-Antikörper erfolgen sollte, wurden die ersten Ergebnisse 

zusätzlich mit anderen zur Verfügung stehenden LRP1-Antikörpern aus anderen Spezies 

kontrolliert. So wurde deutlich, dass tatsächlich das LRP1-Protein und nicht nur „LRP1-

Dolly“ als IP-Antikörper durch den sekundären Antikörper detektiert wurde (s. Abbildung 

31). 

Die HuH7-Zellen wurden in DMEM-Medium mit 4,5 g/l Glucose und 10% fötalem 

Kälberserum (FCS) kultiviert, um eine möglichst ausgeglichene Stoffwechsellage zu 

erreichen. Um die Bindung der Adaptoren an die LRP1-ICD zu konservieren, wurden die 

Zellen auf Eis geerntet, lysiert und die Co-IP bei 4°C durchgeführt. Zusätzlich wurde die zur 

Lyse eingesetzte Pufferlösung mit Protease- und Phosphataseinhibitoren versetzt, da 

CED6/GULP und Shc zur Bindung auf phosphoryliertes Tyrosin im distalen NPxY-Motiv 

angewiesen sind. Unter diesen Bedingungen ließen sich die Adapterproteine CED6/GULP, 

JIP1, PKCα und Shc zuverlässig präzipitieren und im Westernblot nachweisen (s. Abbildung 

32). Offensichtlich besteht in der anabolen Stoffwechsellage durch das eingesetzte Medium 

bereits eine Bindung der Adaptoren an LRP1. Im Falle von Dab2 war eine Präzipitation mit 

„LRP1-Dolly“ als Co-IP-Antikörper nicht erfolgreich, weswegen hier „LRP1-5A6“ und ein 
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abgeänderter Laemmli-Probenpuffer erfolgreich zum Einsatz kamen (s. Abb. 33). Das zur 

Kontrolle nachgewiesene β-Aktin zeigte hier keine Anreicherung. 

Um nachzuweisen, dass die Anreicherung der Adapterproteine von der Anwesenheit von 

LRP1 abhängig ist, wurden wiederum Kontrollansätze der Co-IP von Zellen im oben 

beschriebenen Komplettmedium mit ungerichtetem IgG0-Anikörper und ganz ohne IP-

Antikörper untersucht (s. Abb. 34). Bei dieser Versuchsreihe stellte sich heraus, dass die 

Anreicherung von JIP1 völlig unabhängig von Art und Anwesenheit eines Co-IP-Antikörpers 

geschah. Auch das zur Kontrolle untersuchte β-Aktin wurde in allen drei Ansätzen 

präzipitiert. Möglicherweise lagen hier unspezifische Bindungen an Strukturen während der 

Co-IP vor, z.B. an Sepharose-Beads. JIP1 und β-Aktin wurden daher aus den weiteren 

Experimenten ausgeschlossen. Weshalb die zuvor und später festgestellten Anreicherungen 

der PKCα hier nicht nachzuweisen waren, konnte nicht sicher festgestellt werden. Offenbar 

waren bestimmte Zellkulturbedingungen bedeutend für die Interaktion. 

Es wurde zusätzlich überprüft, ob sich sicher und fraglich von LRP1 anhängige 

Präzipitationen auch umkehren lassen, ob also mit einem Co-IP-Antikörper gegen ein 

Adapterprotein auch LRP1 präzipitiert werden kann. Hierfür wurden die Interaktionen von 

LRP1 und Shc, Dab2 sowie β-Aktin ausgewählt. Die HuH7-Zellen wurden dazu wieder in 

DMEM-Medium mit 4,5 g/l Glucose und 10% FCS gehalten. Im Falle der Co-IP mit Shc 

konnte LRP1 nicht angereichert werden (s. Abbildung 35). Dies kann einerseits mechanisch 

in den Größenverhältnissen begründet liegen, in dem Sinne, daß eine Bindung zwischen dem 

ca. 60 kDa großen Shc und dem rund zehnmal größeren LRP1 nicht stabil genug ist. Jedoch 

verwundert es, dass nicht wenigstens die für die Bindung relevante 85 kDa große β-Kette im 

Präzipitat nachzuweisen war. Andererseits ist es möglich, dass das für die Bindung von Shc 

notwendige Tyrosin im distalen NPxY-Motiv nicht phoyphoryliert vorlag, und die Bindung 

aus diesem Grund nicht zustandekam (Barnes et al., 2003). Eine weitere Möglichkeit ist, dass 

der Co-IP-Antikörper gegen Shc die bindende PTB-Domäne blockiert. Die Umkehr-Co-IP 

mit Dab2 zeigt ebenfalls keine Anreicherung von LRP1 (s. Abbildung 36). Die Ursachen 

hierfür können die gleichen sein wie auch im Falle der Co-IP mit Shc. Allein die fehlende 

Phosphorylierung kann nicht der Grund sein, da Dab2 für seine Bindung an die LRP1-ICD 

unphosphoryliertes Tyrosin bevorzugt (Howell et al., 1999; Batzer et al., 1995). 

 

4.2.2  Co-Immun-Präzipitationen aus stimulierten HuH7-Zellen 

An erster Stelle stand die Wahl des Kulturmediums, mit dem die HuH7-Zellen auf die 

Stimulation vorbereitet werden sollten. Zusätzlich sollte es als Referenz für die Ergebnisse 
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aus den stimulierten Zellen dienen. Ein Hunger-Regime mit Lipoprotein-defizientem Serum 

(LPDS) und 1 g/l Glucose sowie ein Komplettmedium-Regime mit fötalem Kälberserum 

(FCS) und 4,5 g/l Glucose mit bzw. ohne Phosphatase-Inhibitoren zeigten im direkten 

Vergleich der Co-IPs ohne zusätzliche Stimulanzien ein ähnliches Bild (s. Abb. 39). Shc 

zeigte im Komplettmedium-Ansatz mit Phosphatase-Inhibitoren ein geringfügig stärkeres 

Signal im Präzipitat, was sich mit der Abhängigkeit der Bindung vom Phospho-Tyrosin im 

distalen NPxY-Motiv von LRP1 erklären lässt. Da unter Cholesterol-Mangel die Expression 

von LRP1 vermittelt durch SREBPs herunterreguliert wird, erschien das cholesterolarme 

Hunger-Regime nicht geeignet (Llorente-Cortes et al., 2002). Hinzu kommt die Beobachtung, 

das LRP1 unter Insulinmangel von der Zelloberfläche ins Zellinnere verlagert wird (Laatsch 

et al., 2008; Zhang et al., 2004). Unter diesen Umständen wäre eine erfolgreiche Stimulation 

mit LRP1-Liganden wenig erfolgversprechend gewesen. Daher wurde das Komplettmedium-

Regime gewählt, um ausreichende LRP1-Level und die Präsenz an der Zelloberfläche durch 

Cholesterol und Insulin aus dem FCS aufrechtzuerhalten. Die Zugabe von Phosphatase-

Inhibitoren sollte auftretende Phosphorylierungen konservieren und so die Präzipitation von 

Adapterproteinen wie CED6/GULP und Shc erleichtern, die für ihre Bindung auf Phospho-

Tyrosin im distalen NPxY-Motiv angewiesen sind. 

 

4.2.2.1  Stimulation mit PMA und Forskolin 

Die Stimulation mit PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Acetat) und Forskolin scheint sich nicht 

auf das Bindungsverhalten der untersuchten Adapterproteine auszuwirken (s. Abbildung 40). 

Ausschließlich PKCα war in den Präzipitaten ohne Unterschiede nachzuweisen. Im Gegensatz 

dazu stehen Beobachtungen in PAC1-Zellen (abgeleitet von der pulmonalen glatten 

Muskulatur der Ratte), in denen PMA zu einer verstärkten Bindung von PKCα an LRP1 

führte (Ranganathan et al., 2004). Offensichtlich reicht die Aktivierung der Adenylatcyclase 

(durch Forskolin) sowie der PKCα (durch PMA) und die damit verbundene Serin-/Threonin-

Phosphorylierung an der LRP1-ICD allein nicht aus, um eine Bindung von CED6/GULP oder 

Shc herbeizuführen. Unter Umständen spielen hier auch A-Kinase Anchoring Proteine 

(AKAP) eine Rolle, indem sie bestimmte Signalwege der PKCα an einen Ort binden und sie 

durch Kompartimentierung unabhängig von anderen Signalwegen ablaufen lassen (Faux et 

al., 1999). Möglicherweise hätten sich PMA und Forskolin gemeinsam mit LRP1-Liganden 

wie α2-Makroglobulin oder Chylomikronen-Remnants durch Unterstützung der Tyrosin-

Phosphorylieirung im distalen NPxY-Motiv verstärkend auf die Bindung von CED6/GULP 
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oder Shc ausgewirkt (Ranganathan et al., 2004; Loukinova et al., 2002; Li et al., 2001). Dies 

ist jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht worden. 

 

4.2.2.2  Stimulation mit α2-Makroglobulin und Chylomikronen-Remnants 

Die Stimulation mit (aktiviertem) α2-Makroglobulin führte zu einer deutlichen Präzipitation 

von CED6/GULP, PKCα und Shc. (s. Abbildung 41) Offensichtlich spricht α2-Makroglobulin 

sowohl die Signalfunktion (Shc, PKCα) als auch die Endozytose-Fähigkeit (CED6/GULP) 

von LRP1 an. Die Stimulation mit Chylomikronen-Remnants über ApoE zeigt ein ganz 

ähnliches Bild. Die hohe Konzentration von Chylomikronen-Remnants, wie sie im Blut nach 

einer fetthaltigen Mahlzeit auftritt, führt neben der Aktivierung der Partikelaufnahme 

offensichtlich auch zur Aktivierung von proliferativen Signalwegen (Shc). Möglicherweise 

wird hier über CED6/GULP und ABCA1 auch der Cholesterol-Efflux im Rahmen der 

intrazellulären Cholesterol-Homöostase angeregt. 

Von den drei Shc-Isoformen wurden jeweils vor allem die beiden kleineren Isoformen (52 

kDa und 46 kDa) gebunden, die im Zusammenhang mit der Zell-Proliferation stehen (Lai et 

al., 2000). Die Präzipitation von PKCα deutet auf deren Beteiligung an der Serin-/Threonin-

Phosphorylierung an der LRP1-ICD hin. Dies ist möglicherweise ein Hinweis darauf, dass 

phosphoryliertes LRP1 länger an der Zelloberfläche verbleibt und so zur Bindung weiterer 

Liganden zur Verfügung steht (Ranganathan et al., 2004). Das deutliche Signal von 

CED6/GULP spricht für eine Aktivierung des Endozytose-Apparates, was im Falle der 

Chylomikronen-Remnants als klassische Endozytose-Liganden wahrscheinlich erscheint. 

Unter Umständen ist dies auch ein Hinweis auf die Verbindung von CED6/GULP zu ABCA1 

(ATP-binding cassette transporter A-1) und dessen Rolle in der HDL-Bildung und 

Cholesterol-Homöostase (Basso et al., 2002). 

 

4.2.2.3  Stimulation mit Lactoferrin und RAP 

Die Stimulation mit Lactoferrin bewirkte ebenfalls eine deutliche Präzipitation von 

CED6/GULP, PKCα und Shc. (s. Abbildung 42) Offensichtlich hat die Bindung von 

Lactoferrin, wie auch α2-Makroglobulin und Chylomikronen-Remnants (ApoE), Einfluss 

sowohl auf die Signalkomponente (Shc, PKCα) als auch auf die Endozytose-Aktivität 

(CED6/GULP) von LRP1. Möglicherweise wird die bisher ungeklärte Aktivierung der p42/44 

MAPK durch Lactoferrin über die Bindung von Shc an die LRP1-ICD vermittelt (Grey et al., 

2004). 
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Interessanterweise zeigte sich ein ganz ähnliches Bild auch nach der Stimulation mit RAP. 

Gewöhnlich wird RAP in erster Linie als Chaperon während der Reifung von LRP1 

beschrieben, das zusätzlich eine Schutzfunktion gegen vorzeitige Bindung von Liganden an 

die α-Kette und mögliche Konformationsänderungen des Moleküls darstellt. Nach vollständig 

erfolgter Prozessierung von LRP1 kann RAP noch immer an drei der vier extrazellulären 

Liganden-Bindungscluster binden, stellt dort jedoch vor allem einen starken Antagonisten für 

andere LRP1-Liganden dar (Croy et al., 2003). Durch die deutliche Bindung aller 

untersuchten Adaptoren liegt jedoch nahe, daß die Bindung von RAP einer aktivierten 

Ligandenbindung mit Beteiligung am Signal- und Endozytosegeschehen gleichkommt (s.a. 

Diskussion der GST-RAP-Pulldown Versuche). 

 

4.2.2.4  Stimulation mit PDGF-BB 

Mit der Stimulation der HuH7-Zellen mit PDGF-BB gelang der Nachweis der Funktion von 

LRP1 als Co-Rezeptor des PDGF-Rezeptors in dieser Zelllinie (Boucher et al., 2002; 

Loukinova et al., 2002). Im Westernblot ist deutlich die Präzipitation der Signalling-

assoziierten Adapterproteine PKCα und Shc zu erkennen (s. Abbildung 43). So wäre 

nachvollziehbar, dass es nach der Bindung von PDGF-BB an den PDGF-Rezeptor zu einer 

Src-vermittelten Tyrosin-Phoshorylierung am distalen NPxY-Motiv der LRP1-ICD kommt. 

Daraufhin könnte Shc mit seiner PTB-Domäne an das Phosphotyrosin binden und über SOS 

und Grb2 den proliferativen Ras/RAF/MAPK-Signalweg aktivieren (Barnes et al., 2001). 

Das Adapterprotein, die dem Endozytose-Apparat zugerechnet werden (CED6/GULP) wurde 

erwartungsgemäß nicht angereichert, da kein Ligand zur Bindung an LRP1 zum Medium 

gegeben wurde.  

 

4.2.3 Kritische Betrachtung der Ergebnisse 

Die im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Versuche zeigten in mehreren Durchgängen 

bisweilen variable Ergebnisse, so z.B. wechselnde Präzipitierbarkeit von Shc (s. Abb. 35). 

Unter Umständen kamen unterschiedliche Chargen von FCS zum Einsatz, die sich in Ihrer 

Zusammensetzung hinsichtlich kritischer Bestandteile wie Insulin und Cholesterol 

unterschieden und so die Stoffwechselsituation der HuH7-Zellen beeinflussten. 

Möglicherweise führte ein verminderter Insulingehalt des eingesetzten FCS zu einer 

reduzierten Präzenz von LRP1 an der Zelloberfläche (Laatsch et al., 2008). Eine andere 

Erklärung könnte eine verringerte LRP1-Expression infolge eines geringeren 

Cholesterolgehaltes des FCS und entsprechend niedriger intrazellulärer Cholesterolspiegel 
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sein (Llorente-Cortes et al., 2002). Um diesen Effekt zu vermeiden in für diese Versuche stets 

ein Kulturmedium mit FCS anstelle von LPDS zum Einsatz gekommen. 

Obwohl die ausgewählten und in ihrem Bindungsverhalten untersuchten Adapterproteine mit 

Signaltransduktion und Endozytose bereits wichtige Funktionen von LRP1 widerspiegeln, 

fehlt zur besseren Beurteilbarkeit insbesondere der Endozytose die genaue Untersuchung von 

Dab2. Als zentrales Protein im Rahmen der Endozytose über Clathrin-coated Pits wären 

Erkenntnisse über das Bindungsverhalten nützlich gewesen. Im Zusammenhang mit der Rolle 

von LRP1 als Co-Rezeptor des PDGF-Rezeptors hätte sich so unter Umständen der 

Mechanismus zwischen mitogenen Signalen (Bindung von Shc nach Stimulation mit PDGF-

BB) und Internalisierung (mögliche Bindung von Dab2 nach Stimulation mit ApoE-haltigen 

Chylomikronen-Remnants) außer in glatten Gefäßmuskelzellen (Boucher u. Gotthardt, 2004) 

auch in Hepatozyten nachweisen lassen können. Allerdings war für die Präzipitation von 

Dab2 der sonst für die Co-IPs eingesetzte LRP1-Dolly-Antikörper ungeeignet, weswegen der 

LRP1-5A6-Antikörper zum Einsatz kam. Zudem wären veränderte Zell-Lysis-

Pufferbedingungen ohne Phosphatase-Inhibitoren zum Einsatz gekommen, um die Bindung 

von Dab2 an das unphosphorylierte Tyrosin im distalen NPxY-Motiv der LRP1-ICD zu 

erleichtern (Howell et al., 1999; Batzer et al., 1995). Insofern wäre die Vergleichbarkeit zu 

den anderen Präzipitationen eingeschränkt gewesen. 

Um die Interaktion der Adapterproteine mit LRP1 genauer charakterisieren zu können, wäre 

Einsicht in den Zustand der Phosphorylierung der relevanten Serin-, Threonin- und 

Tyrosinreste der intrazellulären Domäne in Abhängigkeit vom Stimulans hilfreich. Die 

Darstellung dieser Phosphorylierungen im Westernblot gelang in dieser Arbeit nicht. 

Das im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte semi-quantitative Westernblot-Verfahren erlaubt 

lediglich eine orientierende Beurteilung des Bindungsverhaltens. Um die exakten Mengen der 

gebundenen Adapterproteine zu bestimmen, und um Aussagen zur Wirkung der einzelnen 

Stimulanzien treffen zu können, müsste eine quantitative Technik angewandt werden.  

 

4.3  GST-RAP-Pulldown 

Die Isolierung von LRP1 und gebundenen Adapterproteinen mithilfe des GST-RAP-

Pulldowns wurde als Alternative zum Verfahren der Co-Immun-Präzipitation getestet 

(Goretzki und Müller, 1998). Ähnliche Versuche mit GST-Fusionsproteinen hatten bereits 

erfolgreich zur Charakterisierung der Adaptoren Shc, Dab1 und Fe65 und Ihrem Einfluss auf 

Mitglieder der LDL-Rezeptorfamilie beigetragen (Barnes et al., 2003; Gotthardt et al., 2000).  
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Nach Vorinkubation der HuH7-Zellen in Komplettmedium wurde der GST-RAP-Pulldown 

angewendet. Es ließen sich im Westernblot sowohl LRP1 als auch die Adapterproteine PKCα, 

JIP1, Shc und CED6/GULP deutlich angereichert nachweisen (s. Abbildung 49). Dies konnte 

durch Negativ-Kontrollen bestätigt werden, in denen anstelle des kompletten GST-RAP-

Fusionsproteins nur GST zum Einsatz kam. Hier kam es zu keiner Anreicherung. Die 

Beobachtung, dass Ca
2+

 im Lysis-Puffer vorhanden sein muss, damit die Bindung von RAP 

und LRP1 zustandekommt, deckt sich mit früheren Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen (s. 

Abbildung 48) (Petersen et al., 1996). 

Grundsätzlich erscheint der Versuchsaufbau als geeignet für weitere Untersuchungen. Im 

Rahmen der Co-IP wurde mit dem anti-LRP1-„Dolly“-Antikörper die 85kDa große β-Kette 

gebunden, und so womöglich die Bindung von Adapterproteinen an die intrazelluläre Domäne 

behindert (s.o.) Da GST-RAP an die Bindungsdomänen der α-Kette bindet, war nicht von 

einer Blockade der ICD und ihrer Bindungs-Motive auszugehen. Gemeinsam mit LRP1 

konnten CED6/GULP, JIP1, PKCα und Shc spezifisch gebunden werden. Insbesondere für 

die Untersuchung von JIP1 erscheint dieses Verfahren geeignet, da das Adapterprotein im 

Rahmen der Co-IPs offensichtlich ein unspezifisches Bindungsverhalten zeigte und daher 

nicht zu untersuchen war. 

Allerdings stellt RAP als Chaperon des frühen und Ligand des reifen LRP1-Moleküls einen 

starken Antagonisten für andere Liganden dar (Croy et al., 2003). Es war anzunehmen, eine 

Stimulation und anschließende Untersuchung mithilfe des GST-RAP-Pulldowns würde 

jeweils zu einer Verdrängung des stimulierenden Liganden führen und so wahrscheinlich 

auch die Bindung von intrazellulären Adaptoren im Nachhinein beeinflussen. Zudem zeigten 

die Ergebnisse der Co-IPs aus Zellen, die mit RAP stimuliert worden waren, eine deutliche 

Bindung von CED6/GULP, PKCα und Shc an LRP1 (s. Abb. 44), so daß von RAP als einem 

aktivierenden Liganden ausgegangen werden muß. Somit ist eine Untersuchung von 

unstimuliertem LRP1 mit dem GST-RAP-Pulldown nicht möglich. In diesem Fall wurde von 

Stimulationsversuchen abgesehen und der Versuchsansatz nicht weiter verfolgt. 

 

4.4  Ausblick 

Die Ergebnisse dieser Arbeit erlauben vielfältige weitere Ansätze zur Charakterisierung des 

Bindungsverhaltens der Adapterproteine und möglicher Funktionen von LRP1. Insbesondere 

der Einfluß prä- und postprandialer Stoffwechsellagen durch Glukagon bzw. Insulin könnte 

interessante Einblicke in den Metabolismus von Hepatozyten erlauben. Um die Ergebnisse 
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dieser Arbeit zu verifizieren und um mehr Erkenntnisse über die Funktionen von LRP1 in 

Endozytose und Signaltransduktion zu erlangen, wären folgende Untersuchungen denkbar: 

 Versuche mit primären Hepatozyten. Eine Übertragung der Versuche auf primäre 

Hepatozyten, zum Beispiel aus Mäusen, wäre hilfreich, um die Effekte verschiedener 

Stimulanzien auf physiologisch unveränderte Zellen zu erforschen. Immortalisierte 

Zellinien wie HuH7 verfügen oftmals über einen veränderten Metabolismus und 

Veränderungen in bestimmten Signalkaskaden, die nicht den physiologischen 

Eigenschaften der ursprünglichen Zellart entsprechen.  

 Darstellung der Phosphorylierungen innerhalb und außerhalb der NPxY-Motive im 

Westernblot. Zusätzlich zur Beobachtung der Interaktion von Adapterproteinen und 

der LRP1-ICD würde die Darstellung des jeweiligen Phosphorylierungszustandes der 

relevanten Serin-, Threonin- und Tyrosinreste Aufschluss über die Begleitumstände 

der Interaktionen geben. 

 Quantitative Untersuchungsverfahren. Um genaue Angaben über die Interaktion von 

Adaptoren und der LRP1-ICD unter dem Einfluss von LRP1-Liganden und anderen 

Stimulanzien zu erhalten, könnten quantitative Untersuchungen eingesetzt werden. 

Mit geeigneten Verfahren wie dem Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

ließe sich die exakte Menge von LRP1 und gebundenen Adapterproteinen ermitteln. 

Auch eine Bestimmung der Anteile von phosphoryliertem und unphosphoryliertem 

LRP1 wäre so möglich. 

 Darstellung des zeitlichen Ablaufs der Interaktionen. Durch mehrere zeitlich versetzte 

Momentaufnahmen der Bindung von Adaptoren könnte eine bessere Vorstellung des 

Ablaufs von Bindung und Lösung der Adapterproteine vermitteln. Hier böte sich die 

Verbindung mit einem quantitativen Untersuchungsverfahren an (s.o.). 

 Membranpräparationen von Hepatozyten könnten dazu beitragen, Unterschiede in den 

Interaktionen an der Zellmembran und im Zytosol darzustellen. 

 Fluoreszenzmikroskopische Darstellung. Die Interaktion von Adaptoren und LRP1 

ließe sich durch farbliche Markierung und Betrachtung unter dem konfokalen 

Mikroskop verifizieren. Für die Markierung kämen neben konventionellen 

Antikörpern auch fluoreszierende Nanoteilchen in Betracht. 
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5  Zusammenfassung 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mithilfe einer Co-Immun-Präzipitation sowie 

eines GST-RAP-Pulldown-Verfahrens das Bindungsverhalten von Adapterproteinen an der 

intrazellulären Domäne von LRP1 nach Stimulation mit LRP1-Liganden und direkten 

Aktivatoren in Hepatomzellen untersucht. Das Bindungsverhalten von β-Aktin und JIP1 als 

Vertreter der Endoztose bzw. des intrazellulären Traffickings stellte sich in der Co-Immun-

Präzipitation als nicht spezifisch heraus und kann daher nicht bewertet werden. 

Die eingesetzte Co-Immun-Präzipitation und Darstellung in semi-quantitativen Westernblots 

zeigten durch Stimulation mit PMA (Phorbol-12- Myristat-13-Acetat) oder Forskolin als 

direkte Aktivatoren intrazellulärer Proteinkinasen keine veränderte Bindung von Adaptoren. 

Entsprechend der Doppelrolle von LRP1 in Endozytose und Signaltransduktion konnten 

durch Stimulation mit den Endozytoseliganden α2-Makroglobulin, ApoE-haltigen 

Chylomikronen-Remnants, Lactoferrin oder RAP sowohl eine Aktivierung der Endozytose 

durch Bindung von CED6/GULP, als auch eine Aktivierung von Signalwegen durch Bindung 

von Shc gezeigt werden. Zusätzlich kam es als Ausdruck verstärkter 

Phosphorylierungsaktivität an der LRP1-ICD zu einer Bindung der PKCα. Die Stimulation 

mit PDGF-BB als reinem Signalliganden bewirkte eine Bindung von Shc als Zeichen der 

Aktivierung intrazellulärer Signalwege und zeigt die Funktion von LRP1 als Co-Rezeptor des 

PDGF-Rezeptors in HuH7-Zellen. Auch hier zeigte sich die Bindung der PKCα im Sinne 

einer verstärkten Phosphorylierung der LRP1-ICD. 
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6  Abkürzungsverzeichnis 

 

Abb. Abbildung 

ABCA1 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 1 

AK Antikörper 

ApoA … E Apolipoprotein A … E 

APP β-Amyloid-Vorläufer-Protein (amyloid precursor protein) 

ARH Autosomal recessive hypercholesterolemia (LDLR adaptor protein) 

α2M α2-Makroglobulin 

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 

bzw. beziehungsweise 

ca. circa 

cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat 

CED6 / GULP CED6 / Engulfment protein 

CM Chylomikron 

Co-IP Co-Immunpräzipitation 

CR Chylomikronen-Remnant 

CRT Calreticulin 

Dab1, Dab2 Disabled homolog 1, Disabled homolog 2 

DMEM Dulbecco’s modifiziertes Eagle’s Medium 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

DTT Dithiothreitol 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

EGTA Ethylenglycoltetraessigsäure 

Fe65 /APPB1 Amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family B, member 1 

FCS Fötales Kälberserum (fetal calf serum) 

Gαs Stimlatorisches G-Protein α 

GIPC / SEMCAP GIPC PDZ domain containing family, member 1 

h Stunden 

HDL Lipoprotein hoher Dichte (high density lipoprotein) 

Hepes (4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsäure 

ICD Intrazelluläre Domäne (intracellular domain) 

IDL Lipoprotein mittlerer Dichte (intermediate density lipoprotein) 

IP Immunpräzipitation 
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JIP1, JIP2 c-Jun N-terminal kinase interacting protein 1 / 2 

JNK c-Jun N-terminal kinase 

kDa Kilodalton 

LDL Lipoprotein geringer Dichte (low density lipoprotein) 

LDLR LDL-Rezeptor 

LPDS Lipoprotein-defizientes Serum 

LpL Lipoprotein-Lipase 

LRP1 LDL receptor-related protein 1 

MAPK Mitogen activated protein kinase 

MES 2-(N-Morpholino)-ethansulfonsäure 

min Minuten 

Mint2, Mint3 Amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family A, member 2 / 3 

o.g. oben genannt 

PBS Phosphatpuffer (phosphate buffered saline) 

PDE Phosphodiesterase 

PDGF Platelet derived growth factor 

PID Phosphotyrosine interaction domain 

PID1 Phosphotyrosine interaction domain containing 1 

PIP3 Phosphatidylinositoltrisphosphat 

PKA Proteinkinase A 

PKCα Proteinkinase C α 

PMA Phorbol-12- Myristat-13-Acetat 

PTB Phosphothyrosin-Bindungsdomäne 

PS Penicillin/Streptomycin 

PS Phosphatidylserin 

PSD95 Post-synaptic density protein 95 

RAP Receptor associated protein 

RMCE Recombinase-mediated cassette exchange 

rpm Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute) 

S. Seite 

s.a. siehe auch 

s.o. siehe oben 

s.u. siehe unten 

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate) 
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SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

sek. Sekunden 

SH2, SH3 Src homology 2 domain, Src homology 3 domain 

Shc Src homology containing 

Shp Shatterproof 2 

SIRPα signal-regulatory protein α 

Snx17 Sorting nexin 17 

sog. sogenannt 

SRE Sterol regulatory element  

SREBP Sterol regulatory element binding protein 

TBS Trispuffer (Tris buffered saline) 

TG Triglyzerid 

Tris Tris-(hydroxymethyl-)aminoethan 

usw. und so weiter 

vgl. vergleiche 

VLDL Lipoprotein sehr geringer Dichte (very low density lipoprotein) 

z.B. zum Beispiel 
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