Aus dem Zentrum fiir Innere Medizin, Medizinische Klinik III

des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf

Untersuchung der Funktion von Apolipoprotein AV im

homolog defizienten Mausmodell

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades der Medizin

Dem Fachbereich der Medizin der Universitat Hamburg vorgelegt von

Nathalie Fabig aus Hannover

Hamburg, 2006



Angenommen von dem Fachbereich Medizin
der Universitat Hamburg am: 29.08.2007

Veroffentlicht mit Genehmigung des Fachbereichs
Medizin der Universitat Hamburg

Priifungsausschuss, die/der Vorsitzende/r: PD Dr. M. Merkel

Priifungsausschuss: 2. Gutachter/in: PD Dr. ]J. Heeren

Priifungsausschuss: 3. Gutachter/in: PD Dr. Th. Schinke

II



Meinen Eltern Anita und Karl-Rainer Fabig gewidmet

III



INHALTSVERZEICHNIS

VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN ......cccoviiiiiiiiiieeeeeeeee e Vi
ARBEITSHYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG ..o Vii
1. EINLEITUNG ..ottt ettt e e e e e e e e aens 1
1.1. FETTSTOFFWECHSELSTORUNGEN UND IHRE KLINISCHE BEDEUTUNG.................. 1
1.2. LIPOPROTEINSTOFFWECHSEL ......ccciiieiieiiieeeeeeeeee e 2
1.3. APOLIPOPROTEIN AV ...cciiiiiiiiieee et aaa i n e s a e e e s e e e e e e e a e e e e e e e 7
1.3.1. Genlokus und Charakteristika des APO AV .......coiieiiiiiiiiiiiiiniccrie e 7
1.3.2. Apo AV als LeberregenrationSprotein .........ccuveiiveiriiniieenninisersn e e 8
1.3.3. Die Wirkung von Apo AV auf den Triglyzeridspiegel ........ccooeviieininiirinnninnennnn. 8
1.3.4. Lipoproteinlipase und plasmatische TG-HydrolySe ......cccccccveriiiiiiiiiiiiiiniieinnnnens 9
1.3.5. Die Wirkung von Apo CIII auf den Triglyzeridspiegel............cccovieeiivennnnineenn. 10
1.3.6. Hepatische VLDL-Produktion und mdgliche Beeinflussung durch ApoAVv ........ 10

1.4, ZIEL DER ARBEIT .....uuuuuiiui s s s s s e s s e s s s e e e e e e e e e 12
2. MATERIAL UND METHODEN. ... .ctiiiiiiie e eeaas 13
0 N I 1 13
0 I R 4T3 31152 =T o PP 13
2.1.2. Enzyme UNd ProteINe .....ccovueeeiiieiieeecceeiee e e e e e e e s e e e e e e e e e e n e 14
0 G TR 18! 1= ) e [P 14
2.1.4. NarkoSEmIttel ........uee e e 14
2.1.5. Verbrauchsmaterial........ccoouumeiiiii e e e 14
0 T €= = | PP 14
2.1.7. Standard-PufferlfSUNGEN ..........cooo e e 15

A | =3 I ) [ 16
2.2.1. Tierhaltung und Versuchsgenehmigungen ...........cceeuuruuiirierereerernnnnneeeeeeeeeens 16
2.2.2. AP0 AV KNOCKOUE MEUSE ...ceevvneieeieieeeeinnies s e e eeeerenns s s e e e e e eernnsnn s e s e e eeeennns 16
2.2.3. KreuzungSStrategie ......uuiireeruiniiiininriresis s s s e s s s rna s s s e eees 16
2.2.4. GENOLYPISIEIUNG ...viivirnusiieirrnssssrrnssssrrsss s ssrrss s srssssssssssnssssrsssssssssnnsssernns 17

O B 1 4 7 17
2.2.4.2. Schwanzbiopsie ENtNGAME. ..........oeuueeeeeeeeeeeeieeeieeeeeeeeeiisesaaaaeeeannnnnns 18
2.2.4.3. Verdau der SCAWANZDIOPSIE ...............eeeeeeeeeeeiiieeaaeeeaeaeiisisisasaseannnnnnnns 18
2.2.4.4. DNA-EXEIGKUION ....c.ccoveeeeeeeeeiieiiee ettt ettt e e e e nnnannns 18
D 6 SN 18



2.24.5.1. ADO AV-WT-PCR..cccvvvririsiiiiiiiiisisissisisssiiisssissisisssssssssssssssssssssssssssssnnns 18

2.2.4.5.2. ADO AV-INEO-PCR .....covveeeiissiisiisinsissinssssssssssssissssssssssssssnsssssssssssssssenss 19
2.2.4.6. GEI-EIEKEIOPNIOIESE. .....cvvveeissssssiississsisssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssses 20

2.2.5. Lipoproteinprofil .......ciicuiiii e 21

2. 2.5, 1, BlUECIIENIAITIC cevesessseeeeiesiasessseasisssssstssssssstsssssssssssssssssssnssssssesssssssensen 21
2.2.5.2. Prinzip der UItrazentrifugation ..............cuueeueuvsiesusesssisasssissssssassssssssnsnenss 21
2.2.5.3. Fast Performance Liquid Chromatography........cceeeueuueeeesvseessssssssasssinenns 21
2.2.5.4. Bestimmung von Cholesterin und TrHglyZeriden ...........cccoeeuuveeevvnvivssnnnn, 22

A ST\ 1< =] 0 Yo [ 1Yol g TSt U e [ = o 22

o B o1 4 7 22
2.2.6.2. VLDL-ProOQUKEIONSSEUGIC. ...c..eueeesiiussississssssisiasssssssessssssssnssssssesssssssenses 23
2.2.6.3 TUIIOVEISEUG O cvvsseeseasesisseasssissiasssssstssssssssssessssssssssssssssnssssssesssssssensen 23
2.2.6.4. Messung der RAAIOGKEIVILGE ...........ccuveeeesueaeseisiisisasssisasssisssssssssssssssninenss 24
2.2.6.5. LIDIGEXEIAKEION ..ot eateaatteeaettaaattsaattsaastssassssassssasssnsnnnss 25

B ERGEBINIISSE ..o e 26
0 N 1N 1574 U 101 N 26
3.2. LIPOPROTEINPROFIL ..utuiuieuieneaseuseensensenensensensasensensassnsensenssnsensensssensensssensensanens 27
3.3. METABOLISCHE STUDIEN ....cuuceuituieuieueesensenressensensensessssnssnsessessssnssnsessssnsensennes 28
3.3.1. VLDL-ProdUKEIONSSTUGIE v.vueeienieniesiienieeseseensensenensensensasensensansnsensensnsensenss 28

0 T N [ a0 1Y) =3 10 [ |1 29
3.3.2.1. VLDL-Triglyzerid-ABDauStUuQie ...............ccueeeeemsuseiissssssasssssisssssssissssnnsns 29
3.3.2.2. VLDL-Apolipoprotein-AbbausStuaie ..............cuveeeuueeeeueeesrisiissaassisansnnannn, 30
3.3.2.3. VLDL-Abbaustudie verschiedener VLDL ............cueuveeeeeierierieeiiviisiesiennan, 31
3.3.2.4. VLDL-Abbaustudie mit rekombinantem APO AV .........eeeeueeeerveevsieivsnnnan, 32

R I N 1] S 51T [ ] 34
B ZUSAMMENFASSUNG ..o e e eas 38
6. LITERATURVERZEICHNIS ..eeiiii ettt ettt et reanneeenn 39
LEBEN S L AUF ..o e e e e e 45
EIDESSTATTLICHE VERSICHERUNG ...ttt anenas 47



VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN

Apo
Aqua dest.
AV het
AV KO
AV Tg
Bp
BSA
CDTA
CETP
DNA
DMSO
FCHL
HDL
IDL
Kb
kDa
KHK
LCAT
LDL
LPL
NaCl
PBS
PCR
PHP
RNA
rpm
TBE
TE
TG
VLDL
Wt

Apolipoprotein

Aqua destillatum

Apo AV heterozygote Maus

Apo AV defiziente Maus

Apo AV transgene Maus
Basenpaare

Bovines Serumalbumin
Trans-1,2-Diaminocyclohexan-NNNN.Tetraessigsaure
Cholesterylester-Transferprotein
Desoxyribonucleinacid
Dimethylsulfoxid

Familidare Kombinierte Hyperlipoproteinamie
High density lipoprotein
Intermediate density lipoprotein
Kilobasen

Kilodalton

Koronare Herzkrankheit
Lecithin-Cholesterin-Acetyl-Transferase
Low density lipoprotein
Lipoproteinlipase

Natriumchlorid

Phosphate buffered saline
Polymerase chain reaction
Postheparinplasma

Ribonuclein acid

Rounds per minute
Tris-Borsaure-EDTA

Tris-EDTA

Triglyzeride

Very low density lipoprotein
Wildtyp-Maus

VI



ARBEITSHYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG

Plasma-Triglyzeride werden in Mausen durch Apolipoprotein AV (Apo AV) reduziert. Dieser
Effekt konnte auf einem beschleunigten Katabolismus, auf einer verminderten hepatischen
Produktion oder auf einer verminderten intestinalen Resorption von Chylomikronen (CM)
bzw. Lipoproteinen sehr niedriger Dichte (VLDL) beruhen. Diese Arbeit untersucht den
Effekt von Apo AV im homolog defizienten Mausmodell anhand von metabolischen
Studien, mit denen sich fiir VLDL bzw. CM die Produktion bzw. der Abbau bestimmen
lasst. Anhand dieser Experimente war eine weitere Aufklarung des Mechanismus der Apo

AV vermittelten Triglyzerid-Senkung zu erwarten.

VII



Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1. FETTSTOFFWECHSELSTORUNGEN UND IHRE KLINISCHE BEDEUTUNG

Die Arteriosklerose ist eine chronisch inflammatorische Systemerkrankung, die mit
Verhartung, Verdickung, Elastizitdtsverlust und Lichtungseinengung der Arterien
einhergeht. Sie ist die Hauptursache fiir die koronare Herzkrankheit (KHK), die periphere
arterielle Verschlusskrankheit und zerebrovaskuldre Erkrankungen. Ihre Folgen sind die
haufigsten Ursachen fir Morbiditat und Mortalitat in der Bundesrepublik Deutschland und
der gesamten westlichen Welt (Bruckenberger 2004; Bundesamt 2005). Neben den
Fettstoffwechselstérungen sind Nikotinabusus, Diabetes mellitus und Hypertonie die
wichtigsten beeinflussbaren; familidre Disposition, Lebensalter und mannliches Geschlecht
die unbeeinflussbaren Risikofaktoren der Arteriosklerose (Assmann et al. 2002; Grundy et
al. 1998; Smith et al. 2000). Zu den haufigen Stérungen des Fettstoffwechsels zahlen
Hypertriglyzeriddmie, LDL (Low-density-Lipoprotein)-Erhéhungen und HDL (High-density-
Lipoprotein)-Erniedrigungen als eigenstandige Risikofaktoren der Arteriosklerose. Eine
Metaanalyse zeigt, dass ein Anstieg der Triglyzeride (TG) im Blut um 1 mmol/I (89 mg/dl)
das kardiovaskuldre Risiko bei Mannern um 31 Prozent und bei Frauen um 76 Prozent
erhoht (Hokanson and Austin 1996). Des Weiteren scheinen aus Triglyzeriden stammende
freie Fettsdure eine Schlisselrolle in der Entstehung und Foérderung des Metabolischen
Syndroms (eine Kombination aus Fettsucht, Neigung zu Diabetes mellitus, erhéhtem
Blutdruck und Blutfetterhéhung) einzunehmen. Neben diversen exogenen Faktoren wie
Alkoholkonsum, Medikamenteneinnahme und falscher Ernahrungsweise kdnnen auch
endogene Faktoren Hypertriglyzeridamien verursachen. Auf molekularer Ebene sind hier
vor allem Veranderungen bzw. Polymorphismen von Apolipoproteinen, Transfer- bzw.
Carrierproteinen, Rezeptorstrukturen oder Enzymen, die in den Lipidmetabolismus
involviert sind, zu nennen. Insbesondere sind die Einflisse von genetischen Variationen
im Apolipoprotein AI/CIII/AIV/AV Lokus auf den Plasmatriglyzeridspiegel vielfach
beschrieben (Groenendijk et al. 2001; Hubacek 2005; Talmud et al. 2002).
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1.2. LIPOPROTEINSTOFFWECHSEL

Lipide liegen im wassrigen Milieu des Blutes nicht in freier Form vor, sondern werden im
Verbund mit spezifischen Proteinen, den Apolipoproteinen, transportiert. Apolipoproteine
Ubernehmen, unterstitzt von Phospholipiden, mit ihren hydrophilen und hydrophoben
Kettenabschnitten die Funktion als Emulgatoren, Aktivatoren, Inhibitoren, Stabilisatoren
und Rezeptorliganden fiir apolare Lipide (TG und Cholesterinester [CE]). Ihre Bildung
erfolgt vor allem in der Leber und in der Darmmukosa. Die groBmolekularen Lipid-Protein-
Komplexe werden als Lipoproteine bezeichnet. In diesen Transportpartikeln sind die
hydrophilen Anteile der Protein- und Phospholipidmolekiile zur Wasserphase hin
ausgerichtet und von einer Hydrathille umgeben. Die apolaren Lipide werden in das
hydrophobe Innere der Partikel eingelagert und in dieser Form transportiert. Nicht
Durch

Ultrazentrifugation kénnen Lipoproteine aufgrund verschiedener spezifischer Gewichte in

veresterte freie Fettsduren sind im Plasma an Albumin gebunden.

funf Hauptgruppen unterteilt werden: Chylomikronen (CM), Very-low-density-Lipoproteins
(VLDL), Intermediate-density-Lipoproteins (IDL), Low-density-Lipoproteins und High-
1955).

verschiedenen Lipide in den Lipoproteinen ist Tab.1 zu entnehmen.

density-Lipoproteins (Havel et al. Die anteilige Zusammensetzung der

Lipoproteinklasse CM VLDL IDL LDL HDL
Dichte (g/ml) < 0,93 0,93-1,006 | 1,006-1,019 | 1,019-1,063 | 1,063 - 1,210
Hauptfunktion Transport Transport Transport Chol- Reverser

exogener endogener endogener Transport zu Chol-
Lipide Lipide Lipide allen Zellen Transport
Apolipoproteine Al ALV, AV, | Al, AV, B100, | B100, CIII, E B100 AI, AIII, AlV,
B48, CII, CII, CIII, E Ay, CII, CIII,
CIlL, E E
Zusammensetzung | TG 86%, TG 55%, TG 23%, TG 6%, TG 3%,
Chol 3% Chol 12% Chol 29% Chol 42% Chol 13%

Tab. 1: Eigenschaften der wichtigsten Plasmalipoproteine. Chylomikronen (CM), Very-low-density-
Lipoproteins (VLDL), Intermediate-density-Lipoproteins (IDL), Low-density-Lipoproteins (LDL) und High-
density-Lipoproteins (HDL). Triglyzeride (TG), Cholesterin (Chol), Zusammensetzung in % der Trockenmasse.
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Die Proteinkomponenten der Lipoproteine werden in unterschiedliche Haupttypen und

zum Teil in verschiedene Subtypen (z.B. ApoAl — ApoAV) unterteilt. Die Charakteristika

der wichtigsten Apolipoproteine sind in folgender Tabelle zusammengefasst.

Apolipoprotein

Funktionen

Al

Strukturkomponente des HDL, LCAT-Aktivator

All Inhibitor der Lipoproteinlipase und der hepatische Lipase

ALV Triglyzeridstoffwechsel, LCAT-Aktivator

AV Triglyzerid-Senkung (Pennacchio et al. 2001)

B48 Strukturprotein von CM; Ligand am LRP-1

B100 Strukturprotein von VLDL, IDL und LDL; Ligand des LDL-
Rezeptors

CI Inhibitor Bindung verschiedener Lipoproteine an den LDL-
Rezeptor und an den LRP; LCAT-Aktivator

CII Aktivator der Lipoproteinlipase

CIII Inhibitor der Lipoproteinlipase, evtl. Hemmung der
hepatischen Aufnahme von Chylomikronen und VLDL-
Remnants

E Ligand bei der Bindung verschiedener Lipoproteine an den

LDL-Rezeptor, an LRP-1 und mdglicherweise an einen

eigenen hepatischen Apo-E-Rezeptor

Tab. 2: Charakteristika der wichtigsten Apolipoproteine. HDL: High-density Lipoprotein; LDL: Low-
density Lipoprotein, IDL: Intermediate-density Lipoprotein; VLDL: Very low-density Lipoprotein; LCAT: Lecithin-
Cholesterin-Azyl-Transferase,; LRP: LDL-Rezeptor related protein.
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Der Stoffwechsel der Lipoproteine wird in einen exogenen und einen endogenen Weg
sowie das reverse Cholesterin-Transport-System unterteilt. Uber den exogenen Weg
werden die mit der Nahrung aufgenommenen Lipide transportiert. In der
Dinndarmmukosa werden sie zundchst mit Apolipoproteinen (Apo Al, Apo AIV, Apo B48)
komplexiert. Die so entstandenen Chylomikronen werden an die Lymphe abgegeben und
gelangen Uber den Ductus thoracicus unter Umgehung der Leber in den vendsen
Kreislauf. Nach ihrer Sekretion werden Apo C-Proteine aus den HDL auf die
Chylomikronen (bertragen. Apo CII dient als Kofaktor der endothelialen Lipoproteinlipase
(LPL), welche Triglyzeride der Chylomikronen an den kapilldren GefaBwandzellen im Fett-
und Muskelgewebe hydrolysiert. Die dadurch entstandenen freien Fettsduren kénnen im
Anschluss von den entsprechenden peripheren Zellen aufgenommen werden. Im Verlauf
dieser Lipolyse nehmen die Chylomikronen Apo E aus den HDL auf und geben Apo AlI,
Apo AIV und Apo C an die HDL ab. Die nun Cholesterinester- und Apo E-reichen, kleinen
Chylomikronen werden Chylomikronen-Remnants genannt und gelangen zusammen mit
der sich vom Endothel gelésten LPL zur Leber. Apo E, Apo B48 sowie Lipoproteinlipase
vermitteln eine Bindung von Chylomikronen-Remnants an Proteoglykane und schlieBlich
ihre Aufnahme Uber das LDL-Rezeptor related protein-1 (LRP-1) (Beisiegel et al. 1991). In
den Hepatozyten werden die Chylomikronen-Remnants lysosomal abgebaut. Apo E und
Lipoproteinlipase kdnnen recycled werden (Heeren et al. 2001). Zusammengefasst
werden also die durch die Nahrung aufgenommenen Triglyzeride in Form von Fettsauren
an das Fett- und Muskelgewebe geliefert und das ebenfalls durch die Nahrung
aufgenommene Cholesterin wird der Leber zugefiihrt. Dort wird es entweder fiir die
Gallensaurebiosynthese verwendet, in Biomembranen eingebaut oder als Lipoprotein—
gebundenes Cholesterin wieder zurlick in den Blutkreislauf sezerniert. Alternativ dazu
kann das von der Leber aufgenommene Cholesterin auch als freies Cholesterin Uber die
Galle ausgeschieden werden.

Das periphere Gewebe wird im Hungerzustand Uber den endogenen Weg mit
Triglyzeriden und Cholesterin versorgt. Dieser Weg beginnt mit der VLDL-Produktion in
der Leber. Das in den Hepatozyten produzierte Apo B100 wird mit einer kleinen Menge
endogen synthetisierter bzw. aus Chylomikronen aufgenommener Triglyzeride und
Cholesterin komplexiert. In einem zweiten Schritt werden bevorzugt de novo
synthetisierte Phospholipide eingebaut. Im Blut nehmen die VLDL Apo E und Apo C aus
HDL auf und Ubertragen Phospholipide im Austausch gegen freies Cholesterin auf HDL.
Lipoproteinlipase hydrolysiert etwa 90% der Triglyzeride in den VLDL, dabei wird der

groéBte Teil der Apo Cs und ein Teil des freien Cholesterins in HDL zurlicktransferiert. Die
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nun kleineren Lipoproteine werden als VLDL-Remnants bezeichnet, sie sind relativ reich
an Cholesterinestern und Apo E. Sie werden - vermittelt durch Apo E und LPL - ber LDL-
und LRP-Rezeptoren in die Leber aufgenommen und metabolisiert. Ein Teil der VLDL
Remnants wird durch weitere Interaktionen, u.a. mit der LPL und der hepatischen Lipase,
Uber die Zwischenstufe IDL zu LDL konvertiert. Auf ihrem Weg zu LDL verliert die VLDL
seinen Apo E Anteil und nimmt aus HDL-Cholesterinester auf. LDL enthalten als einziges
Apoprotein Apo B100, ihre Hauptfunktion ist die Verteilung von Cholesterin auf alle
Korperzellen. Die LDL-Aufnahme in die Zellen erfolgt Uber LDL-Rezeptor-vermittelte
Endozytose, wobei vor allem Apo B100 als Rezeptorligand des LDL-Rezeptors dient. Nach
lysosomaler Degradation der LDL-Partikel gelangt das freie Cholesterin ins Zytoplasma.
Seine Konzentration im Zytoplasma reguliert unter anderem die Expression der LDL-
Rezeptoren und damit auch die H6he des Cholesterin-Spiegels im Plasma.

Beim reversen Cholesterintransport nehmen die Lipoproteine mit hoher Dichte (HDL) eine
Schliisselstellung ein. HDL-Partikel bestehen aus einer Vielzahl von in GréBe, Dichte und
Apolipoproteingehalt variierenden Untergruppen. Sie entstehen durch Komplexbildung von
Phospholipiden und Apolipoproteinen (Apo AI, AII, AIV, AV und Apo E). Freies Cholesterin
wird zum Teil von Makrophagen via ABC-Al1 auf HDL Ubertragen und dort durch die
Lezithin-Cholesterol-Azyl-Transferase (LCAT) verestert (Bodzioch et al. 1999; Brooks-
Wilson et al. 1999). Die Cholesterinester-Aufnahme in die Leber verlauft auf
verschiedenen Wegen. Es konnen ganze HDL-Partikel rezeptorvermittelt in die
Hepatozyten aufgenommen werden. Des Weiteren besteht die Mdglichkeit einer selektiven
Cholesterinester-Aufnahme aus dem Kern des HDL, ohne Aufnahme von Apolipoproteinen,
unter Mitwirkung des so genannten Scavenger-Rezeptor SR-B1 (Rinninger et al. 1999).
Ein anderer Teil des veresterten Cholesterins wird durch die Cholesterolester-
Transferprotein (CETP) vermittelte Abgabe an Apo B-enthaltene Lipoproteinklassen (LDL)
zur Leber zuriickgefiihrt. Nach neueren Erkenntnissen spielt der ABC-Al-Transporter eine
entscheidende Rolle bei der Regulation des HDL-Plasmaspiegels und beeinflusst die
selektive hepatische Aufnahme von HDL-Cholesterolester (McNeish et al. 2000; Ragozin et
al. 2005; Singaraja et al. 2006).
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Abb. 1: Stoffwechsel der Lipoproteine. Das exogene und das endogene System beginnen mit der
Sekretion triglyzeridreicher Lipoproteine, den Chylomikronen (CM) und VLDL. In beiden Systemen werden die
Triglyzeride in der Peripherie durch die endotheliale Lijpoproteinlipase (LPL) hydrolysiert. Es entstehen
Lipoproteine mit hohem Gehalt an Cholesterinestern, die Chylomikronen-Remnants (CM-R) und die Low-density
Lipoproteine (LDL). Sie werden durch rezeptorvermittelte Endozytose abgebaut. Der reverse
Cholesterintransport befordert Cholesterin aus den peripheren Geweben zur Leber. Die Leber ist das einzige
Organ, das gréBere Mengen Cholesterin ausscheiden kann. Am reversen Cholesterintransport sind High-density
Lipoprotein (HDL), Lecithin-Cholesterin-Azyl-Transferase (LCAT) und Cholesterolester-Transferprotein (CETP).
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1.3. APOLIPOPROTEIN AV
Das Apolipoprotein AV (Apo AV) wurde im Jahre 2001 durch vergleichende

Sequenzanalysen (Pennacchio et al. 2001) und als Regenerationsprotein der friihen Phase
der Leber entdeckt (van der Vliet et al. 2001).

1.3.1. Genlokus und Charakteristika des Apo AV

Auf Chromosom 1123 befindet sich 27 kbp distal (3') von Apo ALV das Apo AV-Gen. Es
liegt also in unmittelbarer Nahe des Apo AI/CIII/AIV-Lokus und kann deshalb mit zu
diesem Gencluster hinzugerechnet werden. Der starke Einfluss dieses Genlokus auf mit
dem Lipidstoffwechsel assoziierte Parameter bei Menschen und Mausen ist bereits vielfach
beschrieben worden (Groenendijk et al. 2001; Talmud et al. 2002).

Von besonderer Bedeutung ist hierbei das Apo CIII, ein von der Leber und Intestinum
sezerniertes Polypeptid, welches Bestandteil der HDL, VLDL und Chylomikronen ist und
die Lipoproteinlipase, die hepatische Lipase und die hepatische Aufnahme der Reste von
triglyzeridreichen Partikeln hemmen kann (Kinnunen and Ehnolm 1976; Krauss et al.
1973; McConathy et al. 1992; Wang et al. 1985). So korreliert ein hoher Apo CIII Spiegel
positiv mit Triglyzeridwerten im Plasma (Ito et al. 1990).

ATG APO AV
‘g_. “N
Exon1 Exon 2 Exon 3 3-UTR

Abb. 2: Schematische Darstellung der Struktur des humanen Apo AV-Gens. Die translatierten
Regionen sind schwarz. Die zwei unterschiedlichen Ldngen der untransiatierten 3-Region (3-UTR)
veranschaulichen die verschiedenen GréBen der zwei Apo AV-Transkripte.
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Das murine Apo AV ist ein aus 368 Aminosauren bestehendes Protein und besitzt mit
anderen Apolipoproteinen signifikante Ahnlichkeiten, insbesondere mit den murinen Apo
Al und Apo AIV (jeweils zu 25% homolog). 366 Aminosauren bilden das humane Apo AV,
es ist zu 71% identisch mit dem murinen Apo AV und besitzt ebenfalls eine ausgepragte
Homologie mit dem humanen Apo AIV (Pennacchio et al. 2001). Das 39 kDa groBe
Protein Apo AV wird ausschlieBlich in der Leber synthetisiert und kommt, im Gegensatz zu
den anderen Apolipoproteinen z.B. Apo AI (1200-1400mg/l), bei normolipamischen
Subjekten nur in einer sehr geringen Plasmakonzentration (0,05-0,5 ug/ml) vor (Baroukh
et al. 2004). Hier ist Apo AV mit VLDL und HDL assoziiert.

1.3.2. Apo AV als Leberregenrationsprotein

Eine tierexperimentelle Analyse von Genen, die an der Leberregeneration beteiligt sind,
zeigte im Rahmen einer partiellen Hepatektomie von Ratten nach 6 Stunden eine
Hochregulation eines bis dato unbekannten Proteins Apo AV. Da der Apo AV-
Plasmaspiegel schnell wieder sank, ging man davon aus, dass das frei zirkulierende Apo
AV eine sehr geringe Halbwertszeit besitzt. Wahrend der gesamten
Leberregenerationsphase blieb jedoch der Plasmaspiegel der Apo AV enthaltenden
Lipoproteine annahrend konstant, was eine spezifische Funktion des Apo AV bei der
friihen Phase der hepatischen Regeneration wahrscheinlich macht. Die Autoren vermuten
eine Apo AV vermittelte Stimulation der Lipidaufnahme in die Hepatozyten zur
Unterstiitzung der de novo Synthese von Biomembranen (van der Vliet et al. 2001). Eine
vollstdndige Aufklarung der genauen Funktion des Apolipoproteins AV bei der

Leberregeneration ist noch nicht publiziert.

1.3.3. Die Wirkung von Apo AV auf den Triglyzeridspiegel

Bisherige Daten von Menschen und Mausen weisen darauf hin, dass die wichtigste
Eigenschaft von Apo AV die Senkung der Plasmatriglyzeride ist. Experimente an genetisch
veranderten Madusen zeigten, dass Apo AV transgene Tiere einen um zwei Drittel
niedrigeren und Apo AV Knockout Mause einen vierfach héheren Triglyzeridspiegel als die
jeweilige Kontrollgruppe haben (Pennacchio et al. 2001). Bei Wildtyp Madusen mit
adenoviral Uberexprimiertem Apo AV fand man wesentlich erniedrigte Triglyzerid- und
Cholesterin-Plasmaspiegel vor (van der Vliet et al. 2002). Verschiedene Studien weisen
auch auf einen Zusammenhang zwischen Punktmutationen (SNPs) im Apo AV-Gen und
Plasmatriglyzeridwerte und der Familidren Kombinierten Hyperlipoproteindmie (FCHL) hin
(Evans et al. 2003; Pennacchio et al. 2001; Pennacchio and Rubin 2003; Talmud et al.
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2005; Tang et al. 2006). Des Weiteren ist ein starker Einfluss von PPARa auf die
Expression des Apo AV-Gens mehrfach beschrieben worden (Prieur et al. 2003; Vu-Dac et
al. 2003). PPARa (peroxisome proliferator-activated receptor a) ist ein Zellkernrezeptor,
welcher die Triglyzeride im Plasma durch Variation der Transkriptionsrate von in den
Fettstoffwechsel involvierten Genen senken kann (Hertz et al. 1995; Schoonjans et al.
1996; Staels et al. 1995). So wird z.B. wird die hepatische Produktion von Apo CIII
inhibiert und moglicher Weise die Expression der Lipoproteinlipase bzw. die
Transkriptionsrate des Apo AV-Gens durch PPARa stimuliert. GroBe Bedeutung erhalt
dieser Zellkernrezeptor unter anderem durch seine Aktivierung durch die zur Therapie des
Metabolischen Syndroms und zur allgemeinen Triglyzeridsenkung eingesetzten Fibrate
(Cziraky 2004; Fruchart and Duriez 2006; Scott 2003).

Der molekulare Mechanismus der Triglyzeridsenkung durch Apo AV war zu Beginn der
Studie ungeklart. Eine Senkung der Plasma-Triglyzeride kdnnte entweder durch eine
verminderte Produktion oder durch einen beschleunigten Abbau triglyzeridreicher
Lipoproteine zustande kommen. Da Apo AV eine hohe Affinitdt zu Lipiden und eine
niedrige Elastizitat besitzt wurde vermutet, dass Apo AV den zweiten Schritt der VLDL-
Zusammensetzung durch Bindung an Lipide und zelluldre Membranen beeintrachtigt und
es dadurch zu einer reduzierten VLDL-Produktion in der Leber kommt (Weinberg et al.
2003). Weiterhin kénnte Apo AV den Abbau von triglyzeridreichen Lipoproteinen im
Plasma durch Aktivierung der Lipoproteinlipase oder durch Beeinflussung der

Konzentration bzw. Funktion anderer Apolipoproteine beschleunigen.

1.3.4. Lipoproteinlipase und plasmatische TG-Hydrolyse

Die Lipoproteinlipase als zentrales Enzym der plasmatischen Triglyzerid-Hydrolyse
erscheint als Angriffspunkt des Apo AV wahrscheinlich. Sie ist ein homodimer vorliegendes
Glykoprotein und vermittelt die Hydrolyse von Triglyzeriden aus Chylomikronen und VLDL.
Hierbei ist sie an heparansulfatreiche Proteoglykane der Kapillarendothelien gebunden.
Die bei der Hydrolyse entstehenden freien Fettsauren kdnnen von den Parenchymzellen
der Organe aufgenommen und assimiliert werden. Die Lipoproteinlipase findet sich vor
allem im Fettgewebe, im Herzen, in der Lunge und in der Skelettmuskulatur. Im
Hungerzustand wird die Expression der Lipoproteinlipase im Fettgewebe vermindert, im
Herz und in der Skelettmuskulatur gesteigert (Ubersichten in Goldberg 1996; Zechner
1997). Weiterhin ist die Lipoproteinlipase strukturell an der zelluldren Aufnahme von
Lipoproteinen und der selektiven Cholesterinester-Aufnahme beteiligt (Beisiegel et al.
1991; Olivecrona et al. 1995). Homozygote Defizienz der LPL-Aktivitat flihrt zur Chylomi-
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krondmie. Heterozygote Mutationen im LPL-Gen wurden mit der FCHL und der koronaren
Herzkrankheit assoziiert (Ubersichten in Brunzell 1995; Goldberg and Merkel 2001). LPL
ist nur in ihrer dimeren Form aktiv und benétigt Apo CII als einen essentiellen Cofaktor
(Ubersicht in Brunzell 1995). Ihre Aktivitit kann durch Apo CIII gemindert werden.

1.3.5. Die Wirkung von Apo CI11 auf den Triglyzeridspiegel

Tierexperimentelle Studien belegten, dass ein hoher Apo CIII-Spiegel mit hohen
Plasmatriglyzeriden korreliert (Aalto-Setala et al. 1992; Aalto-Setala et al. 1996). Da Apo
CIII und Apo AV eine genau gegensatzliche Wirkung auf die Plasmatriglyzeride besitzen,
wurde u.a. vermutet, dass die Wirkung von Apo AV durch Apo CIII vermittelt wird. Daflr
spricht, dass bei Mausen Modifikationen an diesem Genlokus haufig zu Veranderungen in
benachbarten Genregionen fiihrten (Vergnes et al. 2000; Weinstock et al. 1997). Apo AV
transgene Mause (Apo AV tr) haben einen um 40% verminderten und Apo AV defiziente
Mause (Apo AV KO) einen um 90% erhoéhten Apo CIII-Plasmaspiegel (Pennacchio et al.
2001). Dagegen sprechen /n vitro Studien (Schaap et al. 2004) und Experimente an
Mausen, die doppelt defizient bzw. transgen fir Apo CIII und Apo AV sind (Baroukh et al.
2004). Sie legen nahe, dass die Wirkung von Apo AV auf die Triglyzeridspiegel zumindest
zum Teil unabhangig von Apo CIII ist.

1.3.6. Hepatische VLDL-Produktion und mogliche Beeinflussung durch ApoAV

Die hepatische VLDL-Produktion beginnt mit der Synthetisierung von Apo B100 im rauen
ER mit nachfolgender Sekretion in Form eines VLDL-Precursor-Partikels in das ER-Lumen.
Dort wird es mit Triglyzeriden, die ihrerseits aus dem glatten ER stammen, zu VLDL
komplexiert (Dixon and Ginsberg 1992). Fir die initiale Akkumulation der Triglyzeride und
die AnschlieBenden Transfer auf Apo B scheint ein microsomales Transferprotein (MTP)
von essentieller Bedeutung zu sein (Kulinski et al. 2002; Millar and Packard 1998). Die
naszierenden VLDL-Partikel werden durch Glykosylierung, Acetylierung, Phosphorylierung,
sowie durch Ausbildung von Disulfidbriicken modifiziert und in sekretorischen Vesikeln in
den Disse “schen Raum sezerniert. Abhéangig von der Beladung mit Triglyzeriden werden
groBe, triglyzeridreiche und weniger dichte VLDL1, sowie dichtere, triglyzeridarmere
VLDL2 in den Hepatozyten gebildet (Millar and Packard 1998). Im weiteren Verlauf
nehmen die VLDL zusatzlich Apo AV, Apo E- und Apo C-Molekiile auf, die zum einen als
Cofaktoren der LPL die Hydrolyse der Triglyzeride aktivieren bzw. inhibieren (Apo CII bzw.
Apo CIII), zum anderen aber eine vorzeitige Entfernung aus der Zirkulation verhindern

(Apo CI, Apo CIII). Apo AV, das eine gewisse strukturelle Ahnlichkeit mit dem

10
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mikrosomalen Triglyzerid-Transferprotein besitzt (Beckstead et al. 2003), kdnnte aufgrund
seiner physikalischen Eigenschaften die Zusammensetzung von VLDL oder Chylomikronen
durch Bindung an Lipide und Zellmembranen beeinflussen und hierdurch die Produktion

triglyzeridreicher Lipoproteine senken (Weinberg et al. 2003).

11



Einleitung

1.4. ZIEL DER ARBEIT

Ziel der hier vorliegenden Arbeit ist es, den molekularen Mechanismus der Apo AV
vermittelten Triglyzeridsenkung weiter zu erforschen. Es wurde ein bereits etabliertes
Mausmodell mit homolog Apo AV defizienten Tieren (Apo AV KO) verwendet (Pennacchio
et al. 2001).

Bei den Apo AV defizienten Mdusen, so genannten Knockout Tieren, wurden die Apo AV
codierenden Exons durch das Neomycin-Resistenz-Gen ersetzt.

Zunachst wurde das Lipoproteinprofil von Plasmaproben der Mause mittels FPLC und
Ultrazentrifugation mit anschlieBendem Triglyzerid- bzw. Cholesterolassay erstellt. Da in
dem etablierten Tiermodell Veranderungen der Lipoprotein-Produktion und/oder des —
Abbaus zu erwarten sind, wurden metabolische Studien durchgefiihrt, mit denen sich fir
VLDL bzw. CM die Produktion bzw. der Abbau bestimmen lasst. Es erfolgte die
Charakterisierung durch Abbau- und Organaufnahmestudien mit radioaktiv markierten
bzw. mit Apo AV inkubierten VLDL und Chylomikronen. Des Weiteren wurde eine VLDL-
Produktionsstudie mit radioaktiv markiertem Glyzerol durchgefiihrt. Durch diese
Experimente war zu erwarten, dass der Mechanismus der Apo AV vermittelten TG-

Senkung weiter aufgeklart wird.

12



2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. MATERIAL

2.1.1. Chemikalien

Alle Chemikalien wurden

in der hochsten erhdltlichen Reinheit verwendet.

Material und Methoden

Nicht

aufgefiihrte Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich, Deisenhofen oder Merck, Darmstadt

bezogen.

Chemikalie Hersteller

Agarose Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe
Ammoniumsulfat Sigma, Deisenhofen

Borsaure Merck, Darmstadt

Bromphenolblau Merck, Darmstadt

Chloroform Merck, Darmstadt

Cholesterin und TG, Standardlésung fiir
Assays

Roche Diagnostics, Mannheim

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma, Deisenhofen

Dithioreitol (DTT)

Sigma, Deisenhofen

Ethanol

Merck, Darmstadt

Essigsaure (Eisessig)

Merck, Darmstadt

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Sigma, Deisenhofen

Ethidiumbromid

Sigma, Deisenhofen

Glycin Karl Roth, Karlsruhe
Harnstoff Sigma, Deisenhofen
Heptan Merck, Darmstadt
Histoacryl-Gewebekleber Braun-Aesculap, Tuttlingen
Isopropanol Merck, Darmstadt

Kaliumbromid

Sigma, Deisenhofen

Kaliumhydrogenphophat

Sigma, Deisenhofen

Magnesiumchlorid

Sigma, Deisenhofen

Mercaptoethanol

Merck, Darmstadt

Methanol

Merck, Darmstadt

MOPS=(3-(N-Morpholino)
Propansulfansaure)

Sigma, Deisenhofen

Natriumchlorid

J.T. Baker, Holland

Natriumhydrogenphoshat

Sigma, Deisenhofen

N-Laurylsarcosin Sigma,Deisenhofen
Salzsaure Merck,Darmstadt
Saccharose Sigma, Deisenhofen

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Sigma, Deisenhofen

Szintilationsflissigkeit, Ultima Gold

Packard, Holland

Trans-1,2-Diaminocyclohexan-
NNN; Tetraessigsaure (CDTA)

Merck, Darmstadt

Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan (TRIS)

Sigma, Deisenhofen

Wasser

Wasser wurde mit einem BiDest der Firma
F. Géssner, Hamburg doppelt destilliert und
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autoklaviert.

2.1.2. Enzyme und Proteine

Enzym/Protein

Hersteller

Bovines Serum Albumin (BSA)

Sigma, Deisenhofen

Proteinase K

Roche, Mannheim

Taq DNA Polymerase

Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe

2.1.3. Nucleotide

Nucleotid

Hersteller

Desoxyadenosintriphosphat (dATP),
Desoxycytidintriphosphat (dCTP),
Desoxyguanosintriphosphat (dGTP),
Desoxythymidintriphosphat (dTTP),
alle fiir PCR

Roche, Mannheim

Marker fiir 100 bp

Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe

Primer mA5Swt/1FW
Primer mA5wt/2BW
Primer AVNeo/1FW
Primer AVNeo/2BW

MWG Biotech AG, Ebersberg

2.1.4. Narkosemittel

Narkosemittel

Hersteller

Ketamin, 50 mg/ml

Atarost, Twistringen

Rompun 2 %

Bayer Vital, Leverkusen

Diethylether

Merck, Darmstadt

2.1.5. Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Heparinisierte Hdmatokritkapillaren

Hirschmann, Eberstadt

Mikrotiterplatten

Nunc, Wiesbaden

PCR-R6hrchen

Simport, Kanada

Phenolfeste Rohrchen

Nunc, Wiesbaden

Starkwandige Reagenzglasréhrchen
(Assistent)

Francke, Hamburg

VerschlieBbare Reaktionsgefale

Eppendorf, Hamburg

Zentrifugationsréhrchen

Beckman, Miinchen

2.1.6. Gerate

Gerat

Hersteller

Betacounter Tri-carb, 1600 TR

Packard, Frankfurt

FPLC®-Anlage

Amersham-Biosciences, London, UK

Fraktionssammler

Pharmacia LKB, Upsala Schweden

Feinwaage

Sartorius, Gottingen

Gel-Elektrophoresekammer

Biorad, Miinchen

Gammaconter Cobra II

Packard, Frankfurt a. M.

Hamiltonspritze

Carl Roth, Karlsruhe

Heizblock Thermostat 5320

Eppendorf, Kdln
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Laborzentrifuge Universal 16 R Hettich, Tuttlingen
Miktotiterplattenlesegerat MRX 2 Dynex Technologies, Frankfurt a. M.
PCR-Thermocycler TP48 Biometra, Gottingen

Powersupply Power Ease 500 Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe

Superose 6 Saule

Pharmacia LKB, Upsala Schweden

Ultraturrax T25 basic

IKA-werke, Staufen

Ultrazentrifuge TL 100

Beckman, Minchen

Ultrazentrifuge Model L5-50 Beckman, Miinchen

Videodokumentationsgerat flir Agarose-Gele | Intas, Géttingen

2.1.7. Standard-Pufferldsungen

Puffer Inhaltsstoffe
PCR-Puffer 11 % DMSO, 19 mM NHSO,, 76 mM Tris pH 8,8, 7,6 mM MgCl,,
(Stammpuffer 11 mM DTT, 193 mg/ml BSA, 23 mM
fur alle PCR- Desoxynukleosidtriphosphat.
Reaktionen)
Ansatz fiir 50 ml PCR-Puffer:
5,68 ml DMSO, 0,945 ml NHSO,, 3,8 ml Tris, 380 ul 1 M MgCl,,
570 ul 1 M DTT, 9,65 ml 1 mg/ml BSA und 115 pl
Desoxynukleosidtriphosphat werden gemischt und mit sterilem,
gefiltertem Aqua dest. auf 50 ml aufgefilllt.
Phosphat Buffered 8 g NaCl, 0,2 g KCl, Na,HPO,, 0,24 g KH,PO4in 1 Liter Aqua
Saline (PBS) dest.
TBE-Puffer (10-fach 108 g Trisbase, 55 g Borsaure, 40 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 in 1
konzentriert) Liter Aqua dest.
TE-Puffer 500 pl 1 M Tris-HCL pH 7,6 und 100 pl 0,5 M EDTA pH 8,0 in

50 ml Aqua dest.
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2.2. METHODIK

2.2.1. Tierhaltung und Versuchsgenehmigungen

Die Mduse wurden in pathogenarmen Rdumen der Versuchstierhaltung des UKE
untergebracht. Um Infektionsfreiheit zu gewahrleisten, wurden alle Mauslinien vor
Aufnahme in die Tierhaltung einem Embryotransfer unterzogen. Bei allen verwendeten
Tieren waren samtliche Serologien negativ, insbesondere wurde auf Seronegativitat des
Maus-Hepatits-Virus (MHV) geachtet.

Freier Zugang zu Wasser und Futter, einer normalen Nager-Diat, wurde gewahrleistet.
Alle Tierversuche wurden von der Behdrde fir Umwelt und Gesundheit genehmigt, bzw.
bei dieser angezeigt. Es bestanden Genehmigungen nach §7 TierSchG (20/99) und §6
TierSchG (UKE-VTH-Aktenzeichen A65, A66). Organentnahmen hatten das interne

Registrierzeichen Org 163 der Universitat Hamburg.

2.2.2. Apo AV Knockout Mause

Bei diesen Tieren, bezogen vom Genome Sciences Department, Lawrence Berkeley
National Laboratory, Berkeley, USA, wurden 3 Apo AV codierende Exons durch das
Neomycin-Resistenz-Gen ersetzt (Pennacchio et al. 2001).

Samtliche Kreuzungsschritte wurden mit dem Inzuchtstamm FVB durchgefiihrt, um
schrittweise einen weitgehend genetisch homogenen Hintergrund zu schaffen. Um die
Versuchsbedingungen weiter zu verbessern, wurden stets Geschwistertiere miteinander

verglichen.

2.2.3. Kreuzungsstrategie

Die heterozygoten Mause (Apo AV +/-) wurden zunachst mit Wildtyp-Mausen (Wt; Apo AV
+/+) verpaart. Es wurde erwartet, dass die Halfte der Nachkommen heterozygot
bezliglich der Apo AV Defizienz und die anderen 50% Wildtyp Tiere sein wiirden. Um eine
Homozygotie bezliglich des Neo-Gens (Apo AV -/-), also ein vollstandiges Fehlen des Apo
AV Gens zu erreichen, wurden heterozygote Tiere miteinander verpaart. Nach den
Mendelschen Regeln erwartete man bei den Nachkommen folgende Genotypen: 50%
heterozygote (Apo AV +/-), 25% knockout (Apo AV -/-) und 25% Wildtyp (Apo AV +/+)
Tiere. Um eine bessere Quote fiir /7 vivo Experimente zu erlangen, wurden nun Apo AV
heterozygote und knockout Tiere verpaart. Aus diesem Verpaarungsschema sollten nun
50% heterozygote und 50% knockout Tiere hervorgehen.
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Apo AV +/+ (€)) Apo AV +/-
Apo AV +/- + Apo AV +/+
Apo AV +/- @D) Apo AV +/-
25% Apo AV -/- l 50% Apo AV +/-
l 25% Apo AV +/+ l
Apo AV -/- a Apo AV +/-
50% Apo AV -/- + 50% Apo AV +/-

Abb. 3: Kreuzungsschema zur Generierung der gewtinschten Genotypen. Um Apo AV defiziente
Méuse (Apo AV -/-) zu erzeugen, wurden Apo AV heterozygote Tiere (Apo AV +/-) in drei
Kreuzungsschritten mit folgenden Tieren verpaart 1. Wildtyp(Apo AV +/+), 2. heterozygote (Apo AV
+/+) und 3. knockout Tiere(Apo AV -/-). Daraus entstanden Mause mit homozygoter und mit
heterozygoter Apo AV Defizienz (zu erwartende Haufigkeit von jeweils 50 %).

2.2.4. Genotypisierung

2.2.4.1. Prinzjp

Die Genotypisierung der Mause erfolgte durch DNA-Gewinnung und Reinigung aus einer
Schwanzspitzenbiopsie, anschlieBender PCR und Analyse der PCR-Produkte mittels
AgaroseGel-Elektrophorese. Um die DNA aus den Zellen zu l6sen, wurden vor der DNA-
Extraktion die Zellmembranen durch einen Lysis-Puffer zerstdrt und die Proteine durch

Proteinase K verdaut.
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2.2.4.2. Schwanzbiopsie Entnahme

Um die Mause mit Ether zu narkotisieren wurden sie in ein abdeckbares GefaB3 gesetzt,
welches Ether-getrankte Zellstofftlicher enthielt. Anhand der Atemfrequenz und -tiefe
konnte die Narkosetiefe gesteuert werden: Bei tiefer Atmung mit niedriger Frequenz ist
eine ausreichende Narkosetiefe erreicht. Die Mduse wurden am Schwanz aus dem
Ethertopf genommen, und mit einem Skalpell 5 mm der Schwanzspitze entfernt. Noch
narkotisiert wurde jede Maus am Ohr mit einer Ohrlochzange markiert, damit sie fiir die
nachfolgenden Versuche identifizierbar blieb. Die durch die Biopsie entstandene Wunde

wurde mit Histoacryl-Gewebekleber versorgt.

2.2.4.3. Verdau der Schwanzbiopsie

Der Lysis-Puffer wurde wie folgt hergestellt:

Fir eine zweifache Konzentration wurde 480 g Harnstoff in ca.150-200 ml Aqua dest. auf
einer Heizplatte unter Rihren gel6st. AnschlieBend wurden nacheinander 33 ml 30 %igen
Sarkosyls, 200 ml 1 M Tris-CL pH 8.0, 80 ml 5 M NaCl und 40 ml 0,5 M EDTA pH 8,0
hinzugefligt und mit Aqua dest. auf 1000 ml aufgeflllt. Die Endkonzentrationen des
Puffers setzten sich wie folgt zusammen: Harnstoff 2 M; Sarkosyl 0,25 %; Tris-CL pH 8,0,
0,05 M; NaCl 0,1 M; EDTA 5 mM.

Die Schwanzspitze wurde in 400 pl Lysis-Puffer mit 40 pl 14 mg/ml Proteinase K lber
Nacht im Heizblock bei 56 °C verdaut.

2.2.4.4. DNA-Extraktion

Phenol und Chloroform wurden im Verhadltnis 1:1 gemischt und 400 pl davon in das die
verdaute Schwanzspitze enthaltene ReaktionsgefaB gegeben. Dieses wurde gevortext und
5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die oberste Phase des Gemisches wurde
abgenommen, in 1 ml Ethanol gegeben und kraftig geschiittelt. Hierbei fiel die
genomische DNA aus und konnte mittels der Hamatokritkapillare aus dem Ethanol in 200
Wl TE-Puffer Uberfiihrt werden. Die genomische DNA ist bei 4 °C liber mehrere Wochen
stabil und kann durch PCR untersucht werden.

2.2.4.5. PCR

2.2.4.5.1. Apo AV-WT-PCR
Zur Bestimmung des Maus-Apo AV-WT-Gens (Apo AV +/+ und Apo AV +/-) wurde eine

bereits etablierte 2-Primer-PCR verwendet.
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In Gegenwart des intakten Maus-Apo AV-WT-Gens amplifizieren die

Primer mAVwt/1FW (5' -ACA GTT GGA GCA AAG GCG TGA T-3") und

Primer mAVwt/2BW (5' —CTT GCT CGA AGC TGC CTT TCA G-3')

eine Bande von 516 Basenpaaren (bp). Bei einem Reaktionsvolumen von 26,5 ul wurden
20 pl PCR-Puffer, je 1 ul der Primer mAVwt/1FW und mAVwt/2BW (10 pmol/ul), 0,5 pl
Tag DNA Polymerase, und 4 pl genomische DNA aus der Schwanzspitze eingesetzt. Die
Proben wurden 1 min bei 95 °C denaturiert, dann folgten 35 Zyklen a 1 min bei 95 °C, 1
min bei 53 °C und 3 min bei 72 °C. Die PCR-Produkte wurden bis zur Gel-Elektrophorese
bei 4° C aufbewahrt.

Marker Kein Wildtyp-Gen Wildtyp-Gen

\

100bp —»

Abb. 4.: PCR fir das Wildtyp-Gen: Es wurde ein 100bp Marker verwendet, dessen starkste Bande
die GréBe von 600bp aufweist. Berl vorliegen des Wildtyp-Gens (Apo AV +/+ und Apo AV +/-) ist eine
516bp groBe Bande vorhanden.

2.2.4.5.2. Apo AV-Neo-PCR

Zum Nachweis des Neomycin-Resistenz-Gens (Apo AV +/- und Apo AV -/-) wurde eine 2-
Primer-PCR angewendet.

Primer AVNeo/1FW (5' =CTT TTT GTC AAG ACC GAC CTG-3") und

Primer AVNeo/2BW (5' —AAT ATC ACG GGT AGC CAA CGC-3")

amplifizieren in Gegenwart des Neomycin-Resistenz-Gens eine Bande von 545 bp. Bei

einem Reaktionsvolumen von 25,5 pyl wurden 20 pl PCR-Puffer, je 0,5 pl der Primer
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AVNeo/1FW und AVNeo/2BW (10 pmol/ul), 0,5 pl Tag DNA Polymerase, und 4 ul
genomische DNA aus der Schwanzspitze eingesetzt. Die Proben wurden 1 min bei 95 °C
denaturiert, dann folgten 35 Zyklen a 1 min bei 95 °C, 1 min bei 53 °C und 3 min bei 72
°C.

Marker Kein Neo-Gen Neo-Gen

\

600bp ——»
<+—— 545pp

100bp —

Abb. 5: PCR fur das Neo-Gen.: Es wurde ein 100bp Marker verwendet, dessen stérkste
Bande die GrélBe von 600bp aufweist. Bei vorliegen des Neo-Gens (Apo AV +/- und Apo AV
-/-) ist eine 545bp grolle Bande vorhanden.

2.2.4.6. Gel-Elektrophorese

Zur Analyse der PCR-Produkte wurde ein 1,5 %iges Agarosegel verwendet. Fir das Gel
wurden 100 ml TBE-Puffer mit 1,5 g Agarose in der Mikrowelle fiir 2 min bei 600 W erhitzt
und anschlieBend 5 pl 10 mg/ml Ethidiumbromid zugegeben. Das Gemisch wurde in eine
Gelkammer mit einem 15- oder 20-zéhnigen Kamm gegossen. Nach circa 20 min war das
Gel fest, nun konnte der Kamm gezogen und das Gel in die Elektrophoresekammer gelegt
werden. Diese wurde soweit mit TBE-Puffer geflillt, dass das Gel vollstandig bedeckt war.
In die erste Tasche wurden 13 pl eines 100 bp Markers (1:10 verdinnt mit
Bromphenolblau-Puffer) zur GréBenbestimmung der Banden hineingegeben. In die
folgenden Taschen wurden nun 13 pl der PCR-Probe pipettiert, die zuvor mit 3 pl
Bromphenolblau-Puffer vermischt wurden (flir den BPB-Puffer 16st man eine Spatelspitze

BPB in Aqua dest. und verdinnt hiermit 87%iges Glycerin auf 80%).
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Bei einer Spannung von 100-120 V wurde das Gel fiir mindestens 1h laufen gelassen und
anschlieBend wurden die Banden unter UV-Licht durch Interkalation der DNA mit
Ethidiumbromid sichtbar gemacht und das Gel fotografiert.

2.2.5. Lipoproteinprofil

2.2.5.1. Blutentnahme

Zur Blutentnahme wurden erwachsene Tiere mit Ether in eine Kurzzeitnarkose versetzt.
Mittels einer heparinisierten Hamatokritkapillare wurde das Blut durch Punktion des
retroorbitalen Venenplexus gewonnen. Bei Blutentnahmen von mehr als 100 pl wurden je
100 pl Blut 2 pl 0,5 M EDTA (pH 7,5) zur Antikoagulation hinzugefiigt. AnschlieBend
wurde das Plasma durch Zentrifugation (5 Minuten bei 7000 rpm) von den korpuskuldren
Bestandteilen des Blutes getrennt und abgenommen.

Fur die Nichternblutentnahme wurde den Mausen nach 8 Stunden Fasten (8.00 - 16.00
Uhr) Blut abgenommen. Mause fressen vorwiegend in der Dunkelphase. Fasten Uber
Nacht ware unphysiologisch, da die Tiere am nachsten Morgen 24 Stunden nichts
gefressen hatten. Daher entspricht ein Fasten tagsiliber bei Mausen am ehesten einer

Nichternblutenthahme beim Menschen.

2.2.5.2. Prinzip der Ultrazentrifugation

Zur sequentiell Auftrennung von Lipoproteinen in einer Dichte von 1,006 g/ml und 1,062
g/ml wurde Plasma ultrazentrifugiert (Havel et al. 1955). 60 uyl PBS wurde in
Ultrazentrifugenrdhrchen vorgelegt und mittels einer Hamilton-Spritze mit 60 pl Plasma
unterlegt. Die Ultrazentrifugation wurde fiir 2,5 h bei 42000 rpm in einem Swing out Rotor
Typ SW41 durchgefiihrt. Nach diesen 2,5 h befand sich in den oberen 60 pl die VLDL und
in den unteren LDL, IDL und HDL. Mit einer Hamilton-Spritze wurde die untere Phase in
ein neues Ultrazentrifugenréhrchen Uberfihrt.

Die obere Phase mit den VLDL wurde zur weiteren Verwendung in ein verschlieBbares

ReaktionsgefaB tberfihrt.

2.2.5.3. Fast Performance Liquid Chromatography

Um die Lipoproteine entsprechend der GroBe aufzutrennen, wurde die Gelfiltration nach
der Methode von Rudel et al eingesetzt (Rudel et al. 1986). Dazu wurde eine Fast
performance liquide chromatography (FPLC®)-Anlage (Amersham-Biosciences) mit einer
Superose®-6-Saule (Pharmacia LKB, Upsala Schweden) verwendet, die einen fir
Plasmalipoproteine optimalen Trennbereich von 5-5000 kDa besitzt. Gut 200 ul des zuvor
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gepoolten Plasmas wurden in ein automatisches Probenentnahmegerdt injiziert. Die
Probenschleife mit einem Gesamtvolumen von 200ul wurde automatisch befiillt und das
restliche Plasma in einen Abfallbehalter geleitet. Das Plasma wurde auf die Sdule geleitet
und mit einer Flussrate von 0,5 ml/min in FPLC-Puffer (1 mM Tris-HCl, 10 mM NaCl, 1 mM
EDTA, pH 8,0) aufgetrennt. Das Probengemisch trennte sich durch unterschiedliche
Flussgeschwindigkeit nach GréBe der verschiedenen Komponenten an den Gelmolekiilen.
Das so entstandene Eluat wurde in 0,5-ml-Fraktionen gesammelt. AnschlieBend wurden
die Proben bei 4 °C aufbewahrt und in den Fraktionen Cholesterin und Triglyzeride

photometrisch bestimmt.

2.2.5.4. Bestimmung von Cholesterin und Triglyzeriden

Das Prinzip des Triglyzerid- bzw. Cholesterin-Assays beruht auf einem enzymatischen
Farbtest, wobei die Extinktion des in der Reaktion entstehenden rétlichen Farbstoffes
proportional zur Triglyzerid- bzw. Cholesterin-Konzentration ist. Eine Standardreihe im
Dreifachansatz, aus der sich spdter der Triglyzerid- bzw. Cholesterin-Gehalt der
Plasmaproben errechnen lieB, wurde auf jede verwendete Mikrotiterplatte aufgetragen.

Es wurden 5 pl Plasma bzw. 10 pl Probe nach Lipoprotein-Zentrifugation im
Dreifachansatz eingesetzt. Der jeweilige Standard der Reagenzien (200 mg/ml bei der
Cholesterin-Bestimmung und 250 mg/ml bei der Triglyzerid-Bestimmung) wurde auf 50
und 100 mg/ml verdinnt und jeweils 5 pl im Dreifachansatz eingesetzt. Jede Probe wurde
mit 200 pl der Triglyzerid- bzw. Cholesterin-Reagenzien (Standardlésungen flir Assays;
Roche Diagnostics, Mannheim) in der Mikrotiterplatte gemischt. AnschlieBend wurden die
Assays inkubiert 5 min bei 37 °C (Cholesterin) bzw. 30 min bei Raumtemperatur
(Triglyzerid). Die Extinktion des roétlichen Farbstoffes wurde photometrisch bei einer
Wellenlange von 540 nm bestimmt. Aus der Standardreihe wurde eine Eichkurve erstellt
und der Proportionalitatsfaktor errechnet. Somit konnte aus der Extinktion der Proben
durch Multiplikation mit dem Proportionalitatsfaktor der Triglyzerid- bzw. Cholesterin-

Gehalt in mg/ml berechnet werden.
2.2.6. Metabolische-Studien

2.2.6.1. Prinzjp

In dem etablierten Tiermodell sind Veranderungen der Lipoprotein-Produktion und/oder
des —Abbaus zu erwarten. Es wurden metabolische Studien durchgefiihrt, mit denen sich
fir VLDL bzw. CM die Produktion bzw. der Abbau bestimmen lasst. In der

Produktionsstudie wurde die plasmatische Hydrolyse durch Tyloxapol inhibiert,
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anschlieBend erfolgte eine intravendse Injektion radioaktiv markierten Glyzerins.
Turnoverstudien erfolgten entweder mit /n vitro markierten humanen Chylomikronen eines
Apo CII-defizienten Spenders bzw. murinen VLDL oder mit /7 vivo markierten VLDL, die

zum Teil mit rekombinantem Apo AV versetzt waren.

2.2.6.2. VLDL-Produktionsstudie

Sechs Mause je Genotyp wurden 5 h vor Beginn des Experiments gefastet. Den mit Ether
narkotisierten Mausen wurde die zur Injektion vorgesehene Stelle rasiert und eine 10%ige
Triton WR 1339-Lésung (500 mg/kg Tyloxapol, Sigma, Deisenhofen) zur Inhibition der
plasmatischen Hydrolyse in die Schwanzvene injiziert. Zur Untersuchung der hepatischen
VLDL-Produktion wurden nach 2 min 100 uCi [*H]-Glyzerin (Amersham, Arlington Heights,
USA) intravends injiziert. Zu verschiedenen Zeitpunkten (0, 30, 60 und 120 min) erfolgten
Blutentnahmen durch Punktion des retroorbitalen Venenplexus, wiederum in Narkose.
Zunachst wurden die Gesamt-Triglyzeride des Plasmas bestimmt, anschlieBend erfolgte
eine Extraktion des Lipidanteils nach der Methode von Dole et a/. (Dole 1956). Um die
Radioaktivitat speziell in der VLDL-Fraktion bestimmen zu kdnnen, wurde eine
Lipoproteinzentrifugation (2,5 h bei 42000 rpm in einem Swing out Rotor Typ SW41)

durchgefuihrt und die Radioaktivitat in der so erhaltenen VLDL-Fraktion gemessen.

2.2.6.3. Turnoverstudien

Zur Untersuchung des Umsatzes von Triglyzeriden wurde VLDL /n vivo markiert. Hierflir
wurden 500 pCi an Albumin gebundene [1-*H]-Palmitinsdure (Amersham, Arlington
Heights, USA) in die Schwanzvene von Mdusen des entsprechenden Genotyps injiziert.
Nach 60 min wurde eine Blutentnahme durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die VLDL per
Ultrazentrifugation gewonnen und fiir einen Versuch mit rekombinantem Apo AV
inkubiert.

Um den Abbau von Lipoprotein-Partikeln zu untersuchen, wurden humane Chylomikronen
eines Apo ClI-defizienten Spenders oder murine VLDL verschiedener Genotypen in vitro
mit '*’Iod markiert. Die Markierungen wurden freundlicherweise von Herrn PD Dr. rer.
nat. J. Heeren (Institut flir Biochemie und Molekularbiologie II, Molekulare Zellbiologie,
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf) durchgefiihrt.

Bei allen durchgefiihrten Abbaustudien wurden die Mause (7-8/Gruppe) 6 h vor Beginn
des Experiments gefastet.

Um die Abbaurate von Triglyzeriden aus VLDL zu untersuchen wurden /n vivo markierte

Apo AV defiziente >*H-VLDL den Knockout M&usen und der heterozygoten
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Vergleichsgruppe injiziert. 1, 2, 5, 10, 20 und 30 min nach der Injektion wurde unter
Narkose Blut aus dem retroorbitalen Plexus entnommen, zentrifugiert und dessen
Radioaktivitat gemessen. Nach den 30 min wurden die Mause mit Ketaxyl (Dosierung: 10
Hl/g Korpergewicht) narkotisiert. Zur Blutentnahme wurde hier der rechte Ventrikel
punktiert. AnschlieBend wurde nach Offnung des rechten Vorhofs das GefaBsystem der
Maus Uber den linken Ventrikel langsam mit 10 ml einer Lésung (PBS mit 1 U Heparin/ml,
37°C) perfundiert. Es wurden Herz, 4 Muskelbiopsate aus Ober- und Unterschenkel, 4
Leberlappen, Milz, Lunge, Fettgewebe und Niere enthommen und gewogen und danach in
passende Counterréhrchen Uberfiihrt.

Zur Untersuchung der Abbaurate von der Proteinkomponente, wurden murine Apo AV
defiziente VLDL-Apolipoproteine in vitro mit ***Iod markiert (Pittman and Taylor 1986).
Nach Injektion der VLDL in Apo AV defiziente und heterozygote Tiere, wurde der
retroorbitale Plexus nach 2, 5, 10, 20 und 30 min punktiert. Nach Injektion der Ketaxyl-
Narkose wurden die Organe wie oben beschrieben entnommen.

Um den Einfluss moglicher anderer verdnderter Apolipoproteine, an der
Triglyzeridsenkung zu untersuchen, wurde VLDL /n vivo in Wildtyp-, Apo AV transgenen-
und Apo AV defizienten Mdusen markiert. Die verschiedenen VLDL wurden Wildtyp
Mdausen injiziert. Nach 1, 2, 5, 10 und 20 min erfolgte eine Punktion des retroorbitalen
Plexus.

Um den Unterschied des Abbaus triglyzeridreicher Lipoproteine sehr geringer Dichte
selektiv mit und ohne Apo AV ermitteln zu kénnen, wurden /in vivo markierte Apo AV
defiziente *H-VLDL entweder mit PBS oder 30 pg/ml rekombinantem Apo AV inkubiert. Die
Herstellung erfolgte freundlicherweise von Herrn PD Dr. rer. nat. J. Heeren (Institut fiir
Biochemie und Molekularbiologie 1II, Molekulare Zellbiologie, Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf).

Die radioaktiven VLDL mit und ohne rekombinantem Apo AV wurden zwei Gruppen von
Knockout Mausen injiziert. 1, 2, 5, 10, 20 und 30 min nach der Injektion wurde Blut aus

dem retroorbitalen Plexus entnommen, zentrifugiert und dessen Radioaktivitat gemessen.

2.2.6.4. Messung der Radioaktivitat

Zur Messung der *H-Counts wurden die Organe in 2 ml Solvable (Packard Instruments,
Frankfurt) aufgelést. Die gelésten Organe und die Plasmaproben wurden in
entsprechenden Rdhrchen mit 10 ml Szintillationsfllissigkeit pipettiert und anschlieBend
zweifach fiir je 2 Minuten gemessen. Die '*I-Messung in den entsprechenden Réhrchen

erfolgte zweifach flir je eine Minute in einem Gammacounter.
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2.2.6.5. Lipidextraktion

Bei doppelt markierten Partikeln erfolgte die Extraktion der Lipide aus Plasma nach der
Methode von Dole et al (Dole 1956). Die Mengenangaben wurden an die geringen
Volumina der Mausorgane angepasst. Zunachst wurde die Extraktionslésung aus 78 %
Isopropanol (800 ml), 20 % Heptan (200 ml) und 2 % 1 M H,SO, (20 ml), also insgesamt
1020 ml hergestellt.

Dem Plasma wurden 100 pl PBS hinzugefiigt. AnschlieBend wurde die Extraktionslésung
(1000 pl) zu den Proben gegeben und das Gemisch 30 Sekunden auf hdchster Stufe
gevortext. Danach wurden erst Heptan (400 pl) und dann Wasser (600 pl) hinzupipettiert.
Die Proben wurden 10 min stehen gelassen, dabei entstanden zwei Phasen. Von der
oberen Phase, welche die geldsten Lipide enthielt, wurden 300 pl abgenommen und in

Betacounter-Rohrchen transferiert.
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3. ERGEBNISSE

3.1. MAUSZUCHT

Um die gewiinschten Genotypen zu erhalten, wurden zunachst fiinf Verpaarungen mit
heterozygoten (Apo AV +/-) Madusen durchgefiihrt. Aus dieser Zucht resultierten 49
Jungtiere (Mannchen und Weibchen), davon waren 11 Mduse homozygot Apo AV
defizient. In einem zweiten Kreuzungsschritt wurden heterozygote (Apo AV +/-) mit
knockout Mausen (Apo AV -/-) verpaart. In 11 Wirfen waren 117 Jungtiere Wie nach den
Mendelschen Regeln erwartet werden konnte, waren die Nachkommen wie folgt verteilt:
51,3% heterozygote (Apo AV +/-) und 48,7% knockout (Apo AV -/-) Tiere. Hieraus
resultiert bei heterozygotem Genotyp (Apo AV +/-) eine verminderte Expression von
murinem Apo AV und eine vollsténdige Defizienz bei homozygoten Tieren (Apo AV -/-).
Bei letzteren beobachtet man circa 4fach erhéhte TG Werte gegeniiber der Wildtyp
Kontrollgruppe (Apo AV +/+).

Apo AV +/- @ Apo AV +/-
22,4% Apo AV -/- l 51% Apo AV +/-
l 26,6% Apo AV +/+ l
Apo AV -/- a Apo AV +/-
48,7% Apo AV -/- + 51,3% Apo AV +/-

Abb. 6: Ergebnisse der Mauskreuzungen. Im zweiten Kreuzungsschritt wurden Apo AV
heterozygote Tiere (Apo AV +/-) mit Apo AV knockout Tieren (Apo AV -/-) verpaart. Daraus entstanden
Méuse mit homozygoter (Haufigkeit von 48,4%) und mit heterozygoter (Haufigkeit von 51,3%) Apo AV-
Defizienz.
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3.2. LIPOPROTEINPROFIL

Um das Lipoproteinprofil der Apo AV defizienten Mause zu bestimmen, wurde gepooltes
Plasma mittels FPLC getrennt. AnschlieBend wurde der Triglyzerid- und Cholesteringehalt
der einzelnen Fraktionen durch enzymatische Farbtests bestimmt. Im Lipoproteinprofil
fand man in der héchsten Fraktion bei Apo AV KO Mausen (31 mg/dl) im Vergleich zu Wt-
Mausen (13 mg/dl) in der VLDL-Fraktion deutlich erhohte Triglyzeride (s. Abb.7). Der
Cholesteringehalt zeigte zwischen Wildtyp und knockout Mausen in der VLDL-Fraktion
einen signifikanten Unterschied (Wt-Mduse 1 mg/dl vs. Apo AV KO Mause 3,4 mg/dl). In
der HDL-Fraktion fand sich bei Apo AV KO Mdusen ein Cholesteringehalt von 12mg/dl im
Vergleich zu 14,5 mg/dl bei Wt-Mausen, in dieser Fraktion zeigte sich kein signifikanter
Unterschied (s. Abb. 8).

Triglyzeridbestimmung fur Plasmaproben nach dem FPLC-Lauf

35
VLDL
=130 - 1 —e— Wildtyp-Mause
c\m 25 | —O— Knockout-Mause

Konzentratio
[E=Y
o
L

Fraktion

Abb. 7: Triglyceridbestimmung der Plasmaproben nach FPLC-Lauf. In der VLDL-Fraktion der
Knockout Méause wurde eine mehr als doppelt so hohe Konzentration der Triglyzeride gemessen als in
denen der Wildtyp Tiere.
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Cholesterinbestimmung fur Plasmaproben nach dem FPLC-Lauf

16 HDL
5 147 —e— Wildtyp-Mause
? 121 —O— Knockout-Mause

Fraktion

Abb. 8: Cholesterinbestimmung der Plasmaproben nach FPLC-Lauf. In der VLDL-Fraktion
zejgte sich bei Apo AV KO Méusen eine signifikant erhéhte Cholesterinkonzentration. Der
Cholesteringehalt in der HDL-Fraktion ist bei Wt-Méausen deutlich erhoht.

3.3. METABOLISCHE STUDIEN

3.3.1. VLDL-Produktionsstudie

Um die hepatische VLDL-Produktionrate zu ermitteln, wurden 2 min nach Triton-Injektion
100 uCi [*H]-Glyzerin in die Schwanzvene appliziert. Vor der Glyzerin-Injektion sowie 30,
60 und 120 min danach wurde den Apo AV het und Apo AV KO Mausen Blut entnommen.
Nach Zentrifugation wurde die Triglyzeridkonzentration im Plasma photometrisch
bestimmt. Hierauf folgten eine Lipidextraktion, eine Lipoprotein-zentrifugation, sowie eine
Radioaktivitatsmessung der VLDL-Fraktion, um die selektiven VLDL-Triglyzeride als MaB
fur die Neuproduktion ermitteln zu kdnnen.

Es zeigte sich, dass die Radioaktivitat der VLDL-Triglyzeride von Apo AV KO Mausen nach
60 min signifikant mit 31% Uber den gemessenen Werten von Apo AV het Tieren lagen
(Radioaktivitdt nach 60 Min. in cpm/pl: 3509,0+£739,2 bei Apo AV KO Madusen,
2677,5+£526,7 bei Apo AV het Mausen).

Bei der Konzentration der Triglyzeride waren die Werte fiir 30 und 60 min signifikant
(Triglyzeride nach 30 min in mg/dl: Apo AV KO 709,2+113,1, Apo AV het 462,2+93,4;
nach 60 min in mg/dl: Apo AV KO 995,1+258,9, Apo AV het 720,4+121,6). Diese
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Beobachtungen koénnten darauf deuten, dass Apo AV die hepatische TG-Synthese
(Glyzerol-Einbau) vermindern kénnte. Die bei Apo AV KO gefundenen erhdhten Plasma-TG
waren dann Folge dieser erhdhten Produktion. Andererseits waren keine Unterschiede im
Anstieg der Gesamt-VLDL-TG-Produktion zwischen Apo AV KO und Apo AV het Tieren
festzustellen. Dies macht einen fundamentalen Anteil von Apo AV bei einer eventuellen

Inhibition der TG-Produktion in der Leber unwahrscheinlich.

—— Apo AV het —&— Apo AV het
, 1600
9 oo Apoavko —0- Apo AV KO
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Abb. 9: VLDL-Produktionsstudie. PH]-Glyzerin wurde Apo AV heterozygoten und knockout Méusen
Injiziert. Apo AV defiziente Tiere zeigten beziglich der Plasma Werte fiir Radioaktivitdt und
Triglyzeridkonzentration signifikante Erhohungen. (*p<0,05; **p<0,01; com: counts per minute).

Alle erhobenen Daten sind Mittelwert £ SD.

3.3.2. Turnoverstudien

3.3.2.1. VLDL-Triglyzerid-Abbaustudie

Der folgende Versuch diente der Untersuchung der Abbaurate von Triglyzeriden in
Lipoproteinen sehr geringer Dichte. Um VLDL-Triglyzeride in vivo zu markieren, wurde
Apo AV defizienten Mausen [1->H]-Palmitinsaure injiziert. Die so radioaktiv markierten und
Apo AV defizienten VLDL wurden isoliert und anschlieBend Apo AV KO Mausen und der
heterozygoten Vergleichsgruppe injiziert. 1, 2, 5, 10, 20 und 30 min nach der Injektion
wurde Blut aus dem retroorbitalen Plexus entnommen, zentrifugiert und dessen
Radioaktivitat gemessen. Beide Gruppen zeigten einen zwei-phasig exponentiellen Abfall
der Triglyzeride. Die kurze Halbwertszeit der VLDL-Triglyzeride bei Apo AV defizienten
Tieren (19,8 min) ist signifikant Ianger als bei den zu vergleichenden Geschwistertieren
(3,4 min, s. Abb. 10). Die entnommenen Organe der Vergleichsgruppen wiesen bezliglich
der Aufnahme von Fettsauren aus VLDL-Triglyzeriden keine signifikanten Unterschiede
auf.
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Abb. 10: VLDL-Triglyzerid-Abbau im Plasma und in Organen. In vivo markierte VLDL-Triglyzeride
wurden Apo AV het und Apo AV KO Maéusen injiziert. Die Halbwertszeit der Plasma-VLDL-Triglyzeride bei
Apo AV defizienten Mdéusen ist signifikant ldnger als bel den zu vergleichenden Geschwistertieren
*p<0,05; **p<0,001). Der Abbau der VLDL-Triglyzeride in Organen zeigt zwischen den
Vergleichsgruppen keine signifikanten Unterschiede (cpm. counts per minute; He: Herz; Lu: Lunge; Le:
Leber; Mi: Milz; Fe: Fett: Ni: Niere; Mu: Muskel). Alle erhobenen Daten sind Mittelwert £+ SD.

3.3.2.2. VLDL-Apoljpoprotein-Abbaustudie

Flr diesen Versuch zur Untersuchung der Abbaurate von ganzen VLDL-Partikeln, wurden
Apo AV defiziente VLDL /n vitro mit *Iod markiert. Nach Injektion der VLDL in Apo AV
defiziente und heterozygote Tiere wurde der retroorbitale Plexus nach 2, 5, 10, 20 und 30
min punktiert. Die Radioaktivitdtsmessung des gewonnenen Plasmas ergab fir knockout
Tiere einen bei 5, 10 und 30 min signifikant langsameren Abbau der VLDL im Vergleich zu
ihren heterozygoten Vergleichstieren. Die Menge an radioaktiver VLDL sank bei Apo AV
defizienten Tieren mit einem Ausgangswert von 2786 cpm/ul auf 1114 cpm/ul. Bei der
heterozygoten Vergleichgruppe betrug der Ausgangswert 2553 cpm/pl und sank innerhalb
von 30 Minuten auf 853 cpm/pl (s. Abb. 11). Die entnommenen Organe der
Vergleichsgruppen wiesen bezliglich der Organaufnahme der VLDL nur in der Leber einen
deutlichen Unterschied auf (Apo AV KO 272+62 cpm/mg vs. Apo AV het 343+ 41
cpm/mg). Diese Daten weisen auf eine Apo AV vermittelte beschleunigte hepatische

Aufnahme von VLDL hin.
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Abb. 11: VLDL-Apolipoprotein-Abbau im Plasma. In vitro markierte VLDL-Apoljpoproteine wurden
heterozygoten und Knockout Mausen injiziert. Der Abbau der Plasma-VLDL bei Apo AV defizienten Méausen
Ist signifikant ldnger als bei den zu vergleichenden Geschwistertieren. Der Abbau der VLDL in Organen
zeigt zwischen den Vergleichsgruppen auler in der Leber keine signifikanten Unterschiede (*p<0,05;
**n<0,01; com: counts per minute; He: Herz; Lu: Lunge; Le: Leber; Mi: Milz; Fe: Fett; Ni: Niere; Mu.
Muskel). Alle erhobenen Daten sind Mittelwert £ SD.

In beiden VLDL-Abbaustudien konnte man sehen, dass Apo AV KO Tiere einen signifikant

langsameren plasmatischen Katabolismus von Lipoproteinen sehr geringer Dichte haben,

sowie eine deutlich geringere hepatische Aufnahme fir Lipoproteine besitzen als ihre

Vergleichsgruppe.

3.3.2.3. VLDL-Abbaustudie verschiedener VL.DL

Aufgrund der unmittelbaren Nahe des Apo AV-Genlokus zu dem Gencluster von Apo
AI/CIII/AIV kdnnte bei Mausen die bezliglich des Apo AV Gens verandert sind auch
andere Apolipoproteine den Abbau von VLDL beeinflussen Um diese zu priifen wurde der
folgende Versuch durchgefiihrt. Der Triglyzeridanteil der VLDL wurde /in vivo in Wildtyp,
Apo AV transgenen und Apo AV defizienten Mdausen markiert. So erhielt man VLDL mit
normalem murinen Apo AV, VLDL mit Uberexprimiertem humanen Apo AV und Apo AV
defiziente VLDL. Die verschiedenen VLDL wurden Wildtyp Mausen injiziert. Nach 1, 2, 5,
10 und 20 min erfolgte eine Punktion des retroorbitalen Plexus. Messung der
Radioaktivitat des Plasmas ergab keine Unterschiede zwischen den Abbauraten der
verschiedenen VLDL. Einzig signifikant ist der Unterschied zwischen transgener und
knockout VLDL fur den 5 min Wert (*p<0,05).
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Abb. 12: Turnoverstudie mit verschiedener VLDL. VLDL mit
normalem Apo AV, lberexprimiertem Apo AV und ohne Apo AV
wurden Wildtyp Méusen injiziert. Es sind keine Unterschiede in der
VLDL-Abbaurate zu sehen. Samtliche Daten wurden in Relation zum 1
min Wert in Prozent angegeben (*p<0.05). (WT: Wildtyp, AV Tg: Apo
AV transgen, AV KO. Apo AV Knockout)

3.3.2.4. VLDL-Abbaustudie mit rekombinantem Apo AV

Der folgende Versuch beschaftigte sich mit der Frage ob die Apo AV vermittelte
Beschleunigung der Triglyzerid-Hydrolyse /in vivo eine direkte Wirkung des Apo AV ist oder
durch Veranderung der Komposition anderer Lipoproteine zustande kommt. An TG
markierte VLDL wurden wie beschrieben hergestellt. Die Apo AV defizienten VLDL wurde
entweder mit PBS oder 30 ug/ml rekombinantem Apo AV inkubiert und knockout Mdusen
injiziert. In den Mausen war die Abbaurate der mit Apo AV versetzten VLDL signifikant
schneller (Halbwertszeit 3,7 min) im Vergleich zu der Abbaurate Apo AV defizienter VLDL
(Halbwertszeit von ca. 40 min, s. Abb. 13).
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Abb. 13: VLDL-Turnoverstudie mit rekombinantem
Apo AV. In knockout Méausen mit Apo AV versetzter VLDL
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Abbaurate Apo AV defizienter VLDL. Samtliche Daten wurden
in Relation zum 2 min Wert in Prozent angegeben (*p<0.05;
**p<0.01).
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Diskussion

4. DISKUSSION

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den molekularen Mechanismus der Apo AV
vermittelten  Triglyzeridreduktion im Plasma weiter zu erforschen. Zahlreiche
wissenschaftliche Arbeiten an Menschen und Mausen weisen darauf hin, dass die
wichtigste Eigenschaft von dem im Jahre 2001 entdeckten Apo AV die Senkung der
Plasmatriglyzeride ist. In vivo Studien an genetisch veranderten Mausen zeigten, dass Apo
AV transgene Tiere einen um zwei Drittel niedrigeren und Apo AV knockout Mduse einen
vierfach hoheren Triglyzeridspiegel als die jeweilige Kontrollgruppe haben (Pennacchio et
al. 2001). Darliber hinaus sind Punktmutationen im Apo AV-Gen mit einer signifikanten
Erhéhung der Triglyzeridkonzentration im menschlichen Blutplasma und mit der Familiar
Kombinierten Hyperlipoproteindmie (FCHL) in Zusammenhang gebracht worden (Evans et
al. 2003; Pennacchio et al. 2001; Pennacchio and Rubin 2003; Talmud et al. 2005; Tang
et al. 2006). Der molekulare Mechanismus der Apo AV vermittelten Beschleunigung der
Triglyzerid-Hydrolyse war zu Beginn der Studie nicht bekannt. Eine Reduktion der
plasmatischen Triglyzeridkonzentration kdnnte durch verminderte hepatische VLDL-
Produktion und verminderte intestinale Chylomikronen-Absorption, durch Beschleunigung
des Katabolismus triglyzeridreicher Partikel oder durch kombinierte Effekte zustande
kommen. Um dieser Fragestellung weiter nachzugehen wurden Apo AV knockout Mduse
verwendet, die kein murines Apo AV besitzen (Pennacchio et al. 2001). Es wurden
Lipoproteinprofile erstellt und /7 vivo Studien durchgeflihrt, mit denen die Auf- und
Abbauraten von radioaktiv markierten Triglyzeriden in triglyzeridreichen Partikeln mit
denen von Apo AV heterozygoten-Kontrollgruppen verglichen werden konnten.

Im erstellten Lipoproteinprofil zeigten sich zwischen Wildtyp und knockout Mausen
betrachtliche Unterschiede bezliglich der Triglyzeridkonzentration in der VLDL-Fraktion.
Apo AV defiziente Tiere besitzen gegeniiber Wildtyp-Mausen einen um fast zwei Drittel
erhohten VLDL-Triglyzeridspiegel. Diese Daten deuten an, dass der triglyzeridsenkende
Effekt des Apo AV bei den triglyzeridreichen VLDL deutlich wird. In anderen Experimenten
unserer Arbeitgruppe wurde ein dhnlicher Effekt auf Chylomikronen nachgewiesen. Dies
deckt sich mit der erst postexperimentell publizierten Arbeit von O'Brien et al., in welcher
eine Assoziation von ApoAV mit den triglyceridreichen Lipoproteinen VLDL und

Chylomikronen sowie HDL nachgewiesen werden konnte (O'Brien et al. 2005).

Apo AV konnte aufgrund seiner physikalischen Eigenschaften (hohe Affinitat zu Lipiden,

niedrige Elastizitdt) die Zusammensetzung durch Bindung an Lipide und zelluldre
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Membranen von VLDL und Chylomikronen beeinflussen und dadurch die Produktion
triglyzeridreicher Partikel senken (Weinberg et al. 2003). Gestitzt wird diese Hypothese
dadurch, dass gewisse strukturelle Ahnlichkeiten zwischen dem Apo AV Protein und einem
mikrosomalen Triglyzerid-Transferprotein festgestellt worden sind (Beckstead et al. 2003).
In vitro Studien von Schaap et al. zeigten bei Mdusen mit adenoviral-induzierter
Uberexpression von murinem Apo AV eine 30%ige Verringerung der VLDL-Produktinsrate
(Schaap et al. 2004). Da die Produktion der Proteinkomponenten des VLDL nicht
verandert wurde, vermuteten die Autoren eine Apo AV-vermittelte Hemmung des
Lipidtransfers auf Apo B100, dem zweiten Schritt der hepatischen VLDL-

Zusammensetzung.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine /n vivo VLDL-Produktionsstudie an Apo AV knockout
Tieren und einer heterozygoten Kontrollgruppe durchgefiihrt. Obwohl 60 Minuten nach
Injektion des Tritons und des [°H]-Glyzerins ein erhdhter Glyzerol-Einbau in TG bei AV-
Defizienz nachgewiesen wurde, wurde die Gesamt-VLDL-TG-Produktion nicht signifikant
beeinflusst (Parallelitdt der Kurven). Dies macht einen fundamentalen Anteil von AV bei

einer eventuellen Inhibition der TG-Produktion in der Leber unwahrscheinlich.

In einer VLDL-Triglyzerid-Abbaustudie (ber 30 Minuten fand sich eine dramatisch
verlangsamte plasmatische Abbaurate der injizierten VLDL-Triglyzeride bei Apo AV
defizienten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe (p<0,001).

Die Messung der Organaufnahmen zeigten keine signifikanten Unterschiede. Am ehesten
ist hier von geringgradigen Unterschieden unterhalb der Nachweisgrenze auszugehen. In
einer Abbaustudie von VLDL-Apolipoproteinen fand sich ebenfalls eine extrem
verlangsamte plasmatische Elimination bei Apo AV knockout Tieren. Bei der
Radioaktivitdtsmessung der Organe war nur in der Leber (+26%) eine signifikante
Erhéhung der Aufnahme nachweisbar (p<0,05). Der Katabolismus von VLDL und
Chylomikronen ist unter Apo AV Anwesenheit deutlich beschleunigt, wobei Triglyzeride
noch schneller abgebaut werden als ganze Lipoproteine. Aus diesen Ergebnissen kdnnte
man folgern, dass Apo AV die Effizienz der plasmatischen Triglyzerid-Hydrolyse
resultierend aus einer gesteigerten Konversion von VLDL und Chylomikronen in ihre
jeweiligen Remnants erhéht. Letztendlich wiirde dieses zu einer effizienteren Clearance in
der Leber fiihren. Andere Arbeitsgruppen kamen zu dhnlichen Ergebnissen, so konnten
Schaap et al. an Mausen mit adenoviraler Expression von murinem Apo AV eine Reduktion

der Plasmatriglyzeride sehen durch eine Inhibition der VLDL-Triglyzerid-Produktion

35



Diskussion

(Schaap et al. 2004). Fruchart-Najib et al. berichteten liber einen verstarkten Abbau von
VLDL in Apo AV / Apo CIII doppelt-transgenen Mdusen im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen
(Fruchart-Najib et al. 2004). Im Jahr 2005 belegte die Arbeitsgruppe von Marcais, dass
eine seltene Punktmutation Q139X im Apo AV-Gen zu einer schweren
Hypertriglyzeriddmie der betroffenen Personen flihrt. Dies fiihrten die Autoren auf eine
Suppression der plasmatischen Lipolyse triglyzeridreicher Lipoproteine zuriick (Marcais et
al. 2005). Weitere Arbeiten unserer Areitsgruppe belegten, dass die intestinale
Triglyzeridabsorption und Chylomikronenproduktion sowie die hepatische VLDL-Produktion
von Apo AV unbeeinflusst bleiben (Merkel et al. 2005).

Eine plausible Erkldarung fiir die molekularen Mechanismen der Apo AV-induzierten
Beschleunigung der plasmatischen Hydrolyse kdnnte eine Interaktion von Apo AV mit
proteoglykangebundener Lipoproteinlipase sein. Apo AV kdnnte eine Art Vermittlerrolle
zwischen triglyzeridreichen Lipoproteinen und endothelstédndiger LPL einnehmen (Merkel
et al. 2005).

In einer weiteren Turnoverstudie wurden Wildtyp Tieren radioaktiv markierte VLDL von
Mausen verschiedenen Genotyps (transgen, Wildtyp und Knockout) injiziert. Nach 20
Minuten waren keine signifikanten Unterschiede in den Abbauraten der verschiedenen
VLDL messbar. Erstaunlicherweise wurden die Apo AV defizienten VLDL schneller
abgebaut als die der Transgenen. Dieses Uberraschende Ergebnis konnte dadurch
zustande kommen, dass die /n vivo produzierten VLDL durch die genetischen Variationen
der Tiere dahingehend verandert wurden, dass andere Komponenten dieser Lipoproteine
die Abbaurate unabhangig von Apo AV beeinflussen. Eine weitere Méglichkeit ware, dass
KO-VLDL vermehrt hydrolysierbare Triglyzeride besitzen, die abgebaut werden kdénnen, im

Gegensatz zu transgenen-VLDL.

Da alle bisherigen Abbaustudien mit Tieren, die genetisch veranderte Plasma-Lipoproteine
haben, durchgefiihrt worden sind, kénnen die gesehenen Effekte durch Veranderungen
von Produktionsrate oder Plasmaspiegel anderer Apolipoproteine verursacht sein. Zudem
ist auch bekannt, dass Apo AV transgene Mause (Apo AV tr) einen um 40% verminderten
und Apo AV defiziente Mause einen um 90% erhoéhten Apo CIII-Plasmaspiegel aufweisen
(Pennacchio et al. 2001). Um nun die direkte Wirkung von Apo AV nachzuweisen und
andere Beeintrachtigungen auszuschlieBen wurde die folgende Studie durchgefiihrt. In
vivo markiertes Apo AV defizientes VLDL wurde /in vitro mit rekombinanten Apo AV

assoziiert und anschlieBend AV knockout Mausen injiziert. Einer Kontrollgruppe wurde das
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radioaktive VLDL ohne rekombinantes Apo AV verabreicht. Die Konzentration des
rekombinanten Apo AV war physiologisch um den Faktor 1:100 niedriger als die anderer
Apolipoproteine. Unter diesen Umstanden beschleunigt Apo AV die Turnoverrate von
Triglyzeriden aus Lipoproteinen sehr geringer Dichte deutlich. Dies bewies einen direkten

Einfluss von Apo AV auf die Hydrolyse, wie aus anderen Studien zu vermuten war.

Die vorliegende Arbeit hat zur Aufklarung der molekularen Mechanismen der Apo AV
induzierten Senkung der plasmatischen Triglyzeride mit beigetragen. Die erhobenen
Daten zeigen, dass Apo AV die plasmatische Triglyzeridkonzentration durch
Beschleunigung der Hydrolyse von Lipoproteinen sehr geringer Dichte senken kann. Die
hepatische VLDL-Produktion wird durch Apo AV geringfligig gesenkt, dieser Effekt scheint
jedoch nicht von physiologischer Bedeutung zu sein. Diese Ergebnisse bieten neben den
grundlagenwissenschaftlichen Aspekten auch neue Ansadtze bei der Friiherkennung,

Prophylaxe und Therapie von Fettstoffwechselstérungen und der Arteriosklerose.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Apolipoprotein AV wurde im Jahr 2001 durch
vergleichende Sequenzanalyse und als ein mit der frilhen Phase der Leberregeneration
assoziiertes Protein entdeckt. Apo AV ist assoziiert mit Anderungen im Triglyzeridspiegel
und mit der Familidren Kombinierten Hyperlipoproteindmie. /nn vivo Studien an genetisch
veranderten Madusen zeigten, dass Apo AV transgene Tiere einen um zwei Drittel
niedrigeren und Apo AV knockout Mause einen vierfach hdheren Triglyzeridspiegel als die

jeweilige Kontrollgruppe haben.

Zur Untersuchung der molekularen Mechanismen der Apo AV vermittelten Senkung der
plasmatischen Triglyzeride wurden /n vivo Studien mit Apo AV defizienten Mausen und
Kontrollen durchgefiihrt. Hierdurch konnten Auf- und Abbauraten von radioaktiv
markierten Lipoproteinen sehr geringer Dichte zwischen knockout Mausen und

heterozygoten Kontrollgruppen verglichen werden.

Im erstellten Lipoproteinprofil zeigten sich zwischen Wildtyp und Apo AV knockout Mausen
betrachtliche Unterschiede beziiglich der Triglyzeridkonzentration in der VLDL-Fraktion.
Apo AV defiziente Tiere besitzen gegeniiber Wildtyp Mausen einen um fast zwei Drittel

erhdhten VLDL-Triglyzeridspiegel.

In der anschlieBenden Produktionsstudie zeigte sich, dass die hepatische VLDL-Produktion
durch Apo AV geringfiigig gesenkt wird, dieser Effekt scheint jedoch nicht von
physiologischer Bedeutung zu sein. Abbaustudien mit VLDL-Triglyzeriden und -
Apolipoproteinen ergaben eine deutliche Beschleunigung der plasmatischen Elimination
dieser Partikel in Gegenwart von Apo AV, wobei Triglyzeride noch schneller abgebaut
werden als ganze Lipoproteine. Bezliglich der Organaufnahme zeigte sich nur in der Leber
eine signifikante Erhdhung der Aufnahme VLDL-Apolipoproteinen.

Die Apo AV-vermittelte Reduktion der Plasmatriglyzeride beruht demnach auf einer
Akzeleration der Hydrolyse triglyzeridreicher Partikel. Die hepatische VLDL-Produktion wird
durch AV nicht beeintrachtigt.

Diese Ergebnisse sind von potenzieller Bedeutung fir die Aufkldarung der Entstehung von
Fettstoffwechselstérungen und der Arteriosklerose beim Menschen und erdffnen neue
Mdglichkeiten fiir einen Therapieansatz.
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