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Einleitung 

1 Einleitung 
 
1.1 Einführung in die Thematik 
Die Atherosklerose wurde 1957 von der World Health Organization (WHO) als „variable 

Kombination von Intimaveränderungen, bestehend aus herdförmigen Ansammlungen von Lipiden, 

komplexen Kohlenhydraten, Blut und Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen, 

verbunden mit Veränderungen der Arterienmedia“ definiert. Die mit diesen morphologischen 

Veränderungen einhergehenden funktionalen Auswirkungen sind die Hauptursache für koronare 

Herzkrankheit (KHK), periphere arterielle Verschlusskrankheit sowie cerebrovaskuläre 

Erkrankungen. Damit sind Atherosklerose und ihre Folgen die wichtigsten Ursachen von Mortalität 

und Morbidität in den Industrieländern. In Deutschland wurde 2003 der Tod bei fast jedem zweiten 

Verstorbenen (46,4%) durch eine Erkrankung des Kreislaufsystems ausgelöst (Bundesamt 2005). 

Die Ätiologie und kausale Pathogenese der multifaktoriell bedingten Atherosklerose sind dennoch 

trotz intensiver Bemühungen noch nicht vollständig verstanden. Unter den bekannten 

Risikofaktoren stehen neben arteriellem Hypertonus, Diabetes mellitus und Nikotinabusus vor 

allem Fettstoffwechselstörungen im Mittelpunkt internationaler Forschungen. Diese können sowohl 

durch exogene Faktoren wie Ernährung, Adipositas, Alkoholkonsum und Medikamenteneinnahme 

als auch durch endogene Faktoren beeinflußt werden. Zu letzteren zählen auf molekularer Ebene 

vor allem Veränderungen in Struktur und Funktion von Enzymen, Apolipoproteinen, Rezeptoren 

und Transferproteinen. Neben der schon seit längerem bekannten Lipoproteinlipase (LPL) ist seit 

kurzem auch das Apolipoprotein ApoA5 Gegenstand zahlreicher Untersuchungen.  

Der LPL wird als zentrales Enzym im Metabolismus der Plasmalipide eine bedeutende Rolle in der 

Beeinflussung der Triglyzerid (TG)-Spiegel im Plasma zugeschrieben. Durch ihre Funktion als 

geschwindigkeitsbestimmendes Enzym bei der initialen Hydrolyse der TG von Chylomikronen und 

Lipoproteinen sehr geringer Dichte (VLDL) trägt sie wesentlich zur Senkung der Plasma-TG bei 

und reguliert den Energiefluss zum Gewebe, indem sie den Organen Fettsäuren als Energiequelle 

zur Verfügung stellt (Greenwood 1985, Weinstock et al. 1997b). Das heterozygote Vorkommen 

von Mutationen der LPL in der Bevölkerung wird mit einer Häufigkeit von bis zu 7% angegeben 

und ist mit Familiärer Kombinierter Hyperlipoproteinämie (FCHL) sowie KHK assoziiert; 

Übersicht in (Merkel et al. 2002a).  

Das kürzlich entdeckte Apolipoprotein ApoA5 hat sich in tierexperimentellen, klinischen und 

epidemiologischen Studien ebenfalls als bedeutendes Element in der Beeinflussung der 

plasmatischen TG-Spiegel herausgestellt. Letztere gelten als wichtiger und unabhängiger 

Risikofaktor für kardiovaskuläre Erkrankungen (Hokanson u. Austin 1996). Neben erhöhten TG-

Spiegeln konnte auch eine Assoziation von Mutationen im Bereich des ApoA5-Gens mit FCHL 

nachgewiesen werden (Evans et al. 2003, Pennacchio et al. 2001, Pennacchio u. Rubin 2003). 
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Sowohl LPL als auch ApoA5 haben damit als genetische Faktoren in der Beeinflussung des TG-

Metabolismus eine mögliche medizinische Bedeutung bei der Korrektur von Hypertriglyzeridämie 

und der damit assoziierten KHK. Die Auswirkungen von Veränderungen von LPL und ApoA5 

wurden unabhängig voneinander bereits beschrieben. Dennoch sind hierdurch keine Aussagen zur 

Interaktion zwischen beiden, sowohl auf molekularer Ebene als auch unter physiologischen 

Bedingungen, möglich. Neben parallel laufenden in vitro-Studien waren in dieser Arbeit die 

Mechanismen der Interaktion zwischen ApoA5 und LPL in vivo Gegenstand der Untersuchungen. 

 

1.2 Einteilung und Metabolismus der Lipoproteine 

Für die Verteilung der mit der Nahrung aufgenommenen und zum Teil im Körper selbst 

synthetisierten Lipide wie TG, Cholesterol (Chol), Cholesterolester (CE) und Phospholipide ist 

deren Transport im Blutplasma erforderlich. Aufgrund ihrer jedoch überwiegend hydrophoben 

Eigenschaften ist hierzu vor allem eine Bindung an spezifische Transportproteine 

(Apolipoproteine) nötig. Die dabei entstehenden Lipoproteinkomplexe variieren stark in ihrer 

Zusammensetzung und ihrem Lipid-Protein-Verhältnis und können daher entsprechend ihrer 

Dichte durch Ultrazentrifugation aufgetrennt und klassifiziert werden. Man unterscheidet die 

besonders lipidreichen Chylomikronen, very low density lipoproteins (VLDL), intermediate 

density lipoproteins (IDL), low density lipoproteins (LDL) und high density lipoproteins (HDL). 

(Havel et al. 1955) 

Den Apolipoproteinen unterliegen wichtige Funktionen bei der Entstehung, dem Transport und 

dem Metabolismus der Lipoproteine. Sie zeichnen sich durch einen großen Gehalt an amphiphilen 

Helices aus, deren hydrophile Seitenketten in Richtung Plasma ausgerichtet sind, wohingegen die 

hydrophobe Seite dem apolaren Kern der Lipoproteine zugewandt ist. Auf diese Weise können sie 

die Wasser- und Lipidlöslichkeit der Lipoproteine und ihrer Bestandteile vermitteln. 

Neben ihrer Funktion als Strukturelement (z.B. ApoA1 bei HDL, ApoB100 bei VLDL und LDL, 

ApoB48 bei Chylomikronen) sind die Apolipoproteine auch Aktivatoren verschiedener im 

Lipidstoffwechsel beteiligter Enzyme. So aktivieren ApoA1, ApoC1 und ApoD die Lecithin-

Cholesterin-Acyltransferase (LCAT). ApoC2 ist ein äußerst wichtiger Aktivator der LPL, ApoC3 

inhibiert diese. Durch ihre Ligandenfunktion an spezifischen Rezeptoren vermitteln ApoB100 und 

ApoE ihre Internalisierung und damit ihren weiteren Stoffwechsel. (Löffler u. Petrides 1998) 

Einteilung, Zusammensetzung und Funktionen der Lipoproteine sind aus folgender Tabelle 

ersichtlich. 
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Lipoprotein                    Chylomikronen          VLDL                IDL               LDL              HDL 

 
 
Apolipoproteine              B48,B100,A1,       B100,E,A1,         B100,E           B100           A1,A2,A4, 
                                          A4,A5,E,C               C,A5                                                            A5,C,E 
 
Zusammensetzung    TG         86%                    55%                  23%              6%                  3% 
in % Trockenmasse  Chol        3%                     12%                  29%              42%               13% 
 
Lipid-/ Protein-                       99/1                   90/10                80/20            78/22              50/50 
Verhältnis 
 
Haupttransport-              exogene Lipide       endogene           endogene       Chol ins         Chol zur 
funktion                                                            Lipide                Lipide          Gewebe           Leber 
                                                                                                                                               (revers) 
 
Tab. 1: Einteilung, Zusammensetzung und Funktionen der Lipoproteine 
 
 
Der Stoffwechsel der Lipoproteine kann in einen exogenen und einen endogenen Weg gegliedert 

werden, wobei jedoch vielfältige Interaktionen zwischen den beteiligten Partikeln auftreten. 

Der exogene Weg beschreibt zunächst den Transport von mit der Nahrung aufgenommenen TG 

und Chol ins extrahepatische Gewebe und schließlich auch in die Leber. Dazu werden die in der 

Nahrung enthaltenen TG und CE durch die Magen- und vor allem Pankreaslipase gespalten. Die 

dabei entstehenden Fettsäuren, Monoacylglycerine und freies Cholesterin werden durch einfache 

Diffusion in die Mucosazelle der duodenalen Schleimhaut aufgenommen. Im glatten 

endoplasmatischen Retikulum erfolgt nun die Reveresterung der Fettsäuren und CE-Bildung. Nach 

Assoziation mit ApoB48, ApoA1 und ApoA2 im Golgi-Apparat der Mucosazelle werden die so 

entstandenen Chylomikronen in Sekretgranula verpackt und per Exozytose in den extrazellulären 

Raum abgegeben. Von hieraus erfolgt ihr Transport über die Lymphe und den Ductus thoracicus in 

den Blutkreislauf. Dort nehmen die Chylomikronen ApoC und ApoE von HDL in ihrer Oberfläche 

auf. Dabei ist besonders ApoC2 als Aktivator der LPL von Bedeutung. Letztere ist an den 

Endothelzellen der Kapillaren und an der Plasmamembran extrahepatischer Zellen lokalisiert und 

stellt nach Spaltung der in den Chylomikronen enthaltenen TG die freigesetzten Fettsäuren dem 

Gewebe für dessen Stoffwechsel zur Verfügung. Die nach ausreichender Hydrolyse von den Zellen 
abgelöste LPL gelangt mit den nach weiteren Interaktionen, vor allem mit HDL, übrig gebliebenen 

Chylomikronenresten (Chylomikronen Remnants), die nun vor allem CE, ApoE und ApoB 

enthalten, zur Leber. Dort binden die Chylomikronen Remnants zunächst über ApoE und LPL an 

Proteoglycane auf der Oberfläche der Hepatozyten und werden dann vermittelt über den LDL-

Rezeptor und das LDL-Rezeptor related protein (LRP) internalisiert. Der Abbau der 

Chylomikronen Remnants erfolgt in den Lysosomen der Hepatozyten, wobei ApoE und LPL 

wiederverwertet werden (Heeren et al. 2001). 
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Der endogene Stoffwechsel der Lipoproteine beginnt mit Synthese von VLDL in der Leber. Sie 

sind TG-reich und enthalten des weiteren Chol, CE und Phospholipide. Diese Bestandteile werden 

zum einen endogen synthetisiert, zum anderen stammen sie aus dem Abbau der Chylomikronen 

Remnants. Nach Assemblierung mit ApoC1-3, ApoB100 und ApoE im Golgi-Apparat erfolgt ihre 

Sekretion ins Blut. Ähnlich den Chylomikronen entstehen auch hier nach ApoC2-aktivierter 

plasmatischer TG-Hydrolyse und Interaktionen mit HDL, bei denen freies Chol, Phospholipide und 

Apolipoproteine (ApoC2, ApoC3 und ApoE) übertragen werden, VLDL Remnants, die von der 

Leber über den LDL-Rezeptor und das LRP aufgenommen werden. Aus einem Teil von ihnen 

erfolgt nun mittels LPL und hepatischer Lipase die Konvertierung zu LDL. Letztere enthalten 

kaum TG, sondern vor allem Chol und ApoB100. Ihre Hauptfunktion ist der Transport von Chol 

ins extrahepatische Gewebe, wo es von den Zellen zumeist als wichtiger Membranbestandteil 

benötigt wird. Die Aufnahme erfolgt dort nach Bindung an den LDL-Rezeptor, wobei ApoB100 als 

Ligand fungiert, per Endozytose. In sekundären Lysosomen entsteht nach der Einwirkung von 

lysosomaler saurer Lipase freies Chol, welches das Lysosom verlässt und zum endoplasmatischen 

Retikulum gelangt. Dort reguliert es indirekt über verschiedene Ansatzpunkte den Chol-Spiegel im 

Plasma. Zum einen aktiviert es die Acyl-CoA-Cholesterin-Acyltransferase, die das Chol durch 

Reveresterung in seine Speicherform überführt, zum anderen nimmt es Einfluss auf die Expression 

des LDL-Rezeptors sowie die Transkription der Hydroxymethylglutaryl (HMG)-CoA-Reduktase, 

deren reduzierte Aktivität die Chol-Biosynthese vermindert. Für den reversen Transport von Chol 

aus dem extrahepatischen Gewebe zurück zur Leber ist HDL verantwortlich. Seine discoidalen 

Vorstufen stammen aus Leber, Darm und dem Metabolismus von Chylomikronen und VLDL. Sie 

sind reich an Phospholipiden, CE und ApoE und ApoA. ApoA1 bindet von der Leber synthetisierte 

LCAT, mit dessen Hilfe und durch das Cholesterolester-Transferprotein (CETP) steigt der Gehalt 

an CE weiter. Die HDL-Partikel nehmen dadurch ihre runde Form an und können gleichzeitig 

Chol, welches sie von anderen Lipoproteinklassen und peripheren Zellen, insbesondere 

Makrophagen übernehmen in ihrer Oberfläche einlagern. Von der Leber werden nun zum einen 

ganze HDL rezeptorvermittelt aufgenommen, zum anderen erfolgt eine selektive Aufnahme von 

CE mit Hilfe des Rezeptor SR-B1.  

 

1.3 Eigenschaften und Funktionen der Lipoproteinlipase 

1.3.1 Eigenschaften der Lipoproteinlipase 

Die LPL ist ein zentrales Enzym im Metabolismus der Plasmalipide. Der größte Teil ist an der 

luminalen Seite der Endothelzellen der Gefäße an Proteoglycane gebunden und stellt über die 

intravaskulär katalysierte Hydrolyse von TG aus TG-reichen Lipoproteinen wie Chylomikronen 

und VLDL dem Gewebe Energie in Form von Fettsäuren zur Verfügung. Daneben findet sich auch  

zirkulierende LPL in geringer Konzentration im Plasma (Peterson et al. 1985, Vilella et al. 1993). 

Die genomische Sequenz der humanen LPL ist auf dem Chromosom 8p22 lokalisiert. Das Gen 
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besteht aus etwa 30 Kilobasen (Kb) und ist in 10 Exons untergliedert, wobei zwischen den bereits 

untersuchten Spezies wie auch zur hepatischen Lipase und Pankreaslipase starke Homologien 

bestehen (Kirchgessner et al. 1987, Sparkes et al. 1987, Wang u. Schotz 2002). Die komplementäre 

DNA der LPL codiert für 475 Aminosäuren (AS), wobei 27 AS als Signalpeptid wirken (Brunzell 

u. Deeb 2001). Untersuchungen an Zellkulturen von Adipozyten haben gezeigt, dass die LPL 

zunächst in Form eines inaktiven Proenzyms im endoplasmatischen Retikulum gebildet wird. Nach 

anschließender Glycosylierung und Aktivierung im Golgi-Apparat erfolgt die Sekretion in den 

extrazellulären Raum (Garfinkel u. Schotz 1987). 

LPL wird vor allem in Muskel- und Fettgewebe exprimiert, denen eine wichtige Rolle im 

Stoffwechsel der Lipoproteine zugeschrieben wird. Des weiteren konnte aber auch eine Expression 

in Herz, Nervensystem, Nieren, Nebennieren, Pankreas und Makrophagen nachgewiesen werden. 

Unter besonderen Umständen scheint auch die Leber LPL zu exprimieren; so findet sich beim 

Neugeborenen als Zeichen hierfür Messenger Ribonucleinsäure (mRNA) in der Leber; Übersicht in 

(Brunzell u. Deeb 2001). Mit zunehmender peripherer Bildung geht diese jedoch zurück (Chajek et 

al. 1977) und LPL wird in adulter Leber nicht mehr exprimiert (Semenkovich et al. 1989). Durch 

exogene Faktoren, wie nach Tumorimplantation (Masuno et al. 1984) oder Gabe von 

Tumornekrosefaktor (TNF) (Enerback et al. 1988), beziehungsweise Aktivierung von peroxisome 

proliferator-activated receptor α (PPARα) (Fruchart et al. 1999) lässt sich jedoch eine erneute 

Expression in der Leber induzieren.    

Nach der Synthese und Sekretion der LPL wird ein Teil von der Zelle reinternalisiert und 

intrazellulär degradiert (Sprecher et al. 1996, Wu et al. 1996), der andere Teil löst sich von der 

Zelloberfläche und bindet sich schließlich über Heparansulfate an kapillären Endothelzellen 

(Olivecrona et al. 1995). Diese Bindung ans Endothel ist durch intravenöse Gabe von Heparin zu 

lösen (Hahn 1943).  

1.3.2 Die katalytische und nichtkatalytische Funktion der Lipoproteinlipase 

Die Funktionen der LPL waren in den letzten Jahren Gegenstand vieler Untersuchungen. Es lassen 

sich dabei zunächst zwei Bereiche unterscheiden, die katalytische und die nichtkatalytische 

Funktion. 

Erstere umfasst die plasmatische Hydrolyse von TG. Die LPL erfüllt damit als Gatekeeper, 

Gatekeeper-Hypothese (Greenwood 1985), für die Aufnahme von Fettsäuren in die Organe eine 

wichtige Rolle im Katabolismus von Chylomikronen und VLDL sowie in der Energieverteilung. 

Neben der Senkung der TG-Spiegel führt sie auf bislang nicht genau geklärte Weise zu einer 

reziproken Erhöhung des Plasmaspiegels von HDL (Goldberg 1996). Für die katalytische Funktion 

ist ein N-terminal gelegenes aktives Zentrum verantwortlich, welches aus drei AS besteht, Ser132, 

Asp156 und His241 (Dugi et al. 1992, Faustinella et al. 1991). Die katalytische Aktivität ist im 

weiteren abhängig von der Bildung eines Homodimers und dem Vorhandensein von ApoC2 als 

Cofaktor; Übersicht in (Brunzell u. Deeb 2001, Havel et al. 1973, LaRosa et al. 1970). 
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Inhibitorische Wirkung haben dagegen ApoC1 und ApoC3 (Brown u. Baginsky 1972) sowie ApoE 

(van Dijk et al. 1999). Neben diesen physiologischen Mechanismen ist auch eine pharmakologische 

Inaktivierung der LPL durch Tetrahydrolipstatin (THL) möglich (Lookene et al. 1994).    

Die Auswirkungen von Veränderungen der katalytischen Aktivität wurden anhand 

tierexperimenteller Studien untersucht. Bei genereller Überexpression von LPL durch Aktivierung 

organunspezifischer Promotoren zeigten sich den Funktionen der LPL entsprechend verminderte 

VLDL-TG und erhöhte HDL-Chol-Spiegel im Plasma (Shimada et al. 1993, Zsigmond et al. 1994). 

Auf der anderen Seite entwickelten Mäuse, die keine LPL exprimieren (LPL0) nach der Geburt 

eine massive Hypertriglyzeridämie und präsentierten eine verminderte Lipidaufnahme ins Gewebe. 

Die Tiere versterben innerhalb von 24 Stunden postnatal (Coleman et al. 1995, Weinstock et al. 

1995). Eine Erklärung hierfür gab ein Mausmodell mit alleiniger Expression von LPL in der Leber, 

was zum Überleben der Tiere führte (Merkel et al. 1998). Diese LPL scheint die Verteilung der TG 

dahingegen beeinflusst zu haben, dass diese vermehrt zur Leber gelenkt und ihre Fettsäuren dort 

zur Synthese von VLDL und Ketonkörpern genutzt wurden. Letztere stellen eine alternative 

Energiequelle zur Glukose in der Peripherie dar und konnten so den Zustand postnatalen 

Energiemangels bei hochfetthaltiger Diät durch mangelnde Glukoseverfügbarkeit auffangen 

(Merkel et al. 1998). 

Neben der beschriebenen katalytischen Funktion zeigte sich bei in vitro-Untersuchungen, dass LPL 

nichtenzymatisch die zelluläre Bindung und Aufnahme TG-reicher Lipoproteine zu vermitteln 

vermag. So bleibt ein Teil der endothelialen LPL nach der Hydrolyse an die Chylomikronen 

respektive deren Remnants gebunden (Felts et al. 1975) und trägt in Leberperfusionsstudien an 

Ratten zur hepatischen Aufnahme dieser Lipoproteine bei (Skottova et al. 1995). Auf der 

Grundlage, dass auch katalytisch inaktive LPL die Bindung von Chylomikronen an das LRP in 

Hepatozyten und Fibroblasten verstärken konnte (Beisiegel et al. 1991), wurde ebenfalls eine 

gesteigerte Bindung und zelluläre Aufnahme von Lipoproteinen durch direkte LPL-Rezeptor-

Interaktion belegt; Übersicht in (Beisiegel 1995). Des weiteren wurde nachgewiesen, dass LPL in 

der Lage zu sein scheint, die Bindung zwischen Lipoproteinen und Heparansulfat-Proteoglycanen 

zu vermitteln (Olivecrona u. Olivecrona 1995). In tierexperimentellen Studien an Mäusen konnte 

aufgezeigt werden, dass peripher synthetisierte inaktive LPL als strukturelle Komponente von TG-

reichen Lipoproteinen nach Nahrungsaufnahme deren hepatische Aufnahme signifikant erhöht, 

wohingegen die Aufnahme in anderen Organen weitgehend unbeeinflusst blieb (Heeren et al. 

2002). Ebenso führte inaktive LPL allein zu einer verstärkten selektiven CE-Aufnahme, die 

Hydrolyse und Aufnahme ganzer Lipoproteinpartikel scheint dagegen nur in Anwesenheit aktiver 

LPL im gleichen Gewebe möglich (Merkel et al. 2002b). 
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1.3.3 Die Rolle der Lipoproteinlipase bei der Entstehung von Familiärer Chylomikronämie, 

Familiärer Kombinierter Hyperlipoproteinämie und Arteriosklerose 

Aufgrund der zentralen Rolle im Stoffwechsel der Plasmalipide wurden Veränderungen im LPL-

Gen und deren klinischen Auswirkungen beim Menschen untersucht. Es sind inzwischen etwa 100 

Mutationen im Gen und mehrere in dessen Promotorregion bekannt (Merkel et al. 2002a), die mit 

Störungen der katalytischen Aktivität, Dimerisation, Heparin-Bindung oder des Transports 

einhergehen. Als einzig bekannte führt dabei die mit bis zu 20% in der Bevölkerung vertretende 

Ser447stop zu einer gesteigerten LPL-Aktivität (Humphries et al. 1998). Unter den inhibitorisch 

wirksamen Mutationen kommt Asn219Ser in der kaukasischen Bevölkerung mit 2-5% 

heterozygoten Trägern am häufigsten vor (Wittekoek et al. 1998).  

Ein kompletter Ausfall der katalytischen Aktivität durch homozygote oder kombinierte 

heterozygote Mutationen führt beim Menschen zur Familiären Chylomikronämie. Die Erkrankung 

tritt mit einer Prävalenz von 1:1 Million ohne Geschlechter- oder Bevölkerungspräferenz auf und 

manifestiert sich meist bereits im Kindesalter, aber auch ein Erscheinen in der Schwangerschaft 

oder bei exzessiver Nahrungsaufnahme insbesondere langkettiger Fettsäuren ist möglich (Benlian 

et al. 1996, Brunzell u. Deeb 2001, Fredrickson et al. 1978). Es kommt dabei zu einer 

Akkumulation von Chylomikronen mit TG-Spiegeln im Plasma von >1000mg/dl und einer 

Verminderung der HDL-Chol-Spiegel. Anamnestisch werden rezidivierende Bauchschmerz-

attacken aufgrund von Pankreatitiden berichtet, die unter anderem auf eine Ischämie bei massiver 

Triglyzeridämie  zurückgeführt werden. Daneben kommt es zu eruptiven Xanthomen, Gedächtnis-

verlust und Hepatosplenomegalie. Hinweis gebend ist ein rahmiger Überstand aus Chylomikronen 

nach Inkubation des Plasmas über Nacht bei 4°C. Diagnostisch beweisend ist eine fehlende oder 

stark verminderte LPL-Aktivität im Serum nach Injektion von Heparin (Nilsson-Ehle u. Schotz 

1976). Auch eine Bestimmung der LPL-Proteinmasse mittels ELISA ist möglich (Peterson et al. 

1992), wobei jedoch abhängig von der Mutation sowohl erniedrigte als auch normale und sogar 

erhöhte Werte auftreten können.  

Einige heterozygote Mutationen der LPL sind scheinbar mit einem erhöhten Risiko für FCHL und 

KHK assoziiert. Es kommt zu einer verminderten TG-Hydrolyse und erniedrigten HDL im Plasma. 

Auch wenn einem derartigen Lipoproteinprofil eine verstärkte Neigung zu Arteriosklerose 

zugeschrieben wird, konnte eine Assoziation dennoch nicht für alle untersuchten Mutationen in 

Studien nachgewiesen werden (Merkel et al. 2002a). Demnach ist der Einfluss von LPL und ihren 

Veränderungen auf arteriosklerotische Gefäßveränderungen bis heute nicht vollständig geklärt. 

So führt LPL über die Senkung der TG-Spiegel im Plasma zu einem Lipoproteinprofil mit anti- 

atherogenen Eigenschaften. Dazu scheint ebenfalls die Erhöhung des HDL-Chol beizutragen. Die 

antiatherogene Wirkung von HDL wird sowohl auf den Rücktransport von Chol aus dem 

extrahepatischen Gewebe zur Leber als auch darauf zurückgeführt, dass HDL aufgrund seines 

hohen Gehalts an ApoE in der Lage ist, LDL im extrahepatischen Gewebe kompetitiv vom LDL- 
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Rezeptor zu verdrängen. Unterstützt werden diese Beobachtungen dadurch, dass eine LPL-

Defizienz beim Menschen mit vor allem postprandial erhöhten Lipidspiegeln einhergeht und somit 

Entstehung und Voranschreiten einer Arteriosklerose begünstigen könnte. Im Tiermodell konnte 

dementsprechend eine verminderte Atherogenese bei LPL-Überexpression nachgewiesen werden 

(Fan et al. 2001, Shimada et al. 1996, Yagyu et al. 1999). 

Im Gegensatz dazu zeigten andere Studien eine erhöhte LPL-Aktivität in atherosklerotischen 

Bereichen im Vergleich zu normaler Aorta bei Kaninchen (Zilversmit 1979). Aufbauend auf dem 

Nachweis, dass Fettsäuren in vitro endotheliale Monolayer unterbrechen (Hennig et al. 1984) 

konnte auch eine verstärkte Permeabilität von Arterien durch LPL-vermittelte Hydrolyse von 

VLDL bestätigt werden (Rutledge et al. 1997). Dies könnte den Eintritt von LDL in die Gefäßwand 

erleichtern. Daneben wirkt LPL über seine Bindungsfähigkeit zu Proteinen an der Zelloberfläche 

von Endothelien wie Heparansulfat-Proteoglykanen (HSPG) und gleichzeitige Bindung von 

Lipoproteinen als Brücke zwischen beiden (Goldberg 1996, Olivecrona et al. 1995) und könnte auf 

diese Weise zu einer lokalen Retention von Lipoproteinen an der Gefäßwand führen (Pentikainen 

et al. 2002). Eine subendotheliale Retention war bereits in vitro nachzuweisen (Saxena u. Goldberg 

1994). Ebenfalls lassen in vivo-Studien mit heterozygoter LPL-Defizienz eine proatherogene 

Wirkung von LPL  vermuten (Semenkovich et al. 1998).  

Es scheint, dass weitere Faktoren wie zum Beispiel Adipositas und Hyperinsulinämie Einfluss auf 

die Auswirkungen von Veränderungen der LPL haben, sowie auch die Art der Mutation eine Rolle 

spielen könnte. 

 

1.4 Eigenschaften und Funktionen von Apolipoprotein A5 

1.4.1 Das Apolipoprotein-Cluster A1/C3/A4/A5 

Es konnte bereits gezeigt werden, dass viele Mitglieder der Apolipoproteinfamilie eine wichtige 

Rolle in der Beeinflussung des menschlichen Lipoproteinprofils spielen. 

In diesem Zusammenhang wurden vor allem Veränderungen im Bereich des 

Apolipoproteingenclusters A1/C3/A4/A5 gut charakterisiert, der anscheinend großen Einfluss auf 

die TG-Spiegel im Plasma hat (Groenendijk et al. 2001, Talmud et al. 2002). Dieser Lokus 

befindet sich auf dem menschlichen Chromosom 11q23 (Bruns et al. 1984). 

Das durch ihn exprimierte ApoA1 wird vornehmlich in der Leber und zu geringeren Mengen auch 

intestinal synthetisiert. Als größte Apolipoproteinkomponente der HDL-Fraktion spielt es eine 

Schlüsselrolle im Chol-Rücktransport aus dem Gewebe. Variationen in diesem Genabschnitt 

nehmen daher vor allem auf den HDL-Chol-Spiegel Einfluss (Groenendijk et al. 2001).  

ApoC3 wird ebenfalls von der Leber und intestinal synthetisiert (Brewer et al. 1974) und taucht im 

Plasma als Komponente von Chylomikronen, VLDL und HDL auf (Lenich et al. 1988). Seine 

Konzentration korreliert positiv mit dem TG-Spiegeln im Plasma (Kashyap et al. 1981, Schonfeld 

et al. 1979). Diese Wirkung auf den TG-Spiegel wurde in vitro mit der Inhibierung der LPL und 
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hepatischen Lipase durch ApoC3 erklärt (Kinnunen u. Ehnolm 1976, Krauss et al. 1973, 

McConathy et al. 1992, Wang et al. 1985). Außerdem haben Leberperfusionsstudien gezeigt, dass 

sich durch ApoC3 die hepatische Aufnahme von TG-reichen Lipoproteinen und deren Remnants 

verringert (Shelburne et al. 1980, Windler u. Havel 1985). Zur weiteren Untersuchung dienten 

Mäuse mit transgener Überexpression von ApoC3, deren Plasma-TG erhöht waren (Aalto-Setala et 

al. 1992). Verbunden mit der vermehrten ApoC3-Konzentration im Plasma zeigte sich eine 

reduzierte Clearance von VLDL und Chylomikronen Remnants, was auf eine verringerte Bindung 

von TG-reichen Lipoproteinen an den LDL-Rezeptor (van Barlingen et al. 1996) und an HSPG 

(Yang et al. 1993) zurückgeführt wurde. Im Gegensatz dazu wurde bei ApoC3-knockout-Mäusen 

eine Senkung der Plasma-TG um 30% beobachtet (Maeda et al. 1994). 

ApoA4 wird vor allem intestinal synthetisiert (Groenendijk et al. 2001). Da es die LCAT aktiviert 

(Steinmetz u. Utermann 1985), vermutet man seine Funktion in der Lipidabsorption und im 

Assembling der Chylomikronen (Weinberg 2002). 

Die Bedeutung des Genclusters und definierter Mutationen in diesem Bereich wird daran deutlich, 

dass sie sowohl beim Menschen als auch bei der Maus mit stark veränderten Plasmalipidprofilen 

einhergehen.  

1.4.2 Eigenschaften des ApoA5 

Durch vergleichende Sequenzanalyse der genomischen DNA von Mensch und Maus wurde 

kürzlich ein neues Apolipoprotein: ApoA5 entdeckt (Pennacchio et al. 2001). Parallel dazu wurde 

es auch von einer anderen Gruppe als Leberregenerationsprotein beschrieben (van der Vliet et al. 

2001). 

ApoA5 ist etwa 27 kBp distal des ApoA4 auf dem menschlichen Chromosom 11q23 lokalisiert. Es 

liegt damit in einer Region, die während der Evolution weitgehend erhalten blieb und die Bereiche 

enthält, welche für Apolipoproteine charakteristisch sind. Bei der Maus besteht die genomische 

Sequenz aus 4 Exons, deren daraus abgelesene Aminosäuresequenz von 368 AS signifikante 

Ähnlichkeit zu bereits bekannten Apolipoproteinen aufweist, zum Beispiel zu Maus-ApoA4 (24% 

Gleichheit, 49% Ähnlichkeit). Beim Menschen befindet sich in diesem Bereich eine ähnliche 

Region, die für 366 AS kodiert: 71% Gleichheit und 78% Ähnlichkeit mit Maus-ApoA5. 

Transkripte von 1,3 und 1,9 Kb Länge wurden in der Leber von Mensch und Maus nachgewiesen 

(Pennacchio et al. 2001). Eine intestinale Expression, wie bei vielen anderen Apolipoproteinen 

konnte nicht gezeigt werden. Von der Leber wird ApoA5 ins Plasma abgegeben, wo es mit Hilfe 

immunologischer Methoden in den VLDL- und HDL-Fraktionen nachgewiesen werden konnte 

(Pennacchio et al. 2001). Die Konzentration von ApoA5 im Plasma ist jedoch sehr gering, sie 

beträgt bei Ratten etwa 1 μg/ml (van der Vliet et al. 2001) und beim Menschen 0,05-0,5 μg/ml 

(Baroukh et al. 2004). 
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1.4.3 Funktionen des ApoA5 

Bei genetisch veränderten Mäusen sind die Plasma-Spiegel des ApoA5 negativ mit den TG im 

Plasma korreliert. So konnte bei Mäusen in vivo durch die transgene Überexpression von 

menschlichem ApoA5 eine Senkung der Plasma-TG auf ein Drittel derer der Kontrollgruppe 

erreicht werden (Pennacchio et al. 2001). Ebenso führte adenoviral-vermittelte Expression von 

ApoA5 zu einer Senkung des Plasma-TG um 70% und des Gesamt-Chol um 40% (van der Vliet et 

al. 2002). Damit ist ApoA5 das erste Apolipoprotein, bei dem eine Überexpression in Lage zu sein 

scheint, den TG-Spiegel zu senken. Im Gegensatz dazu führte das komplette Fehlen von ApoA5 in 

Knockout-Mäusen zu 4fach höheren TG-Werten im Plasma, wobei sich diese Veränderung durch 

gesteigerte VLDL-Spiegel ergab (Pennacchio et al. 2001). 

Die genauen Mechanismen, die diesen Auswirkungen zugrunde liegen sind bislang noch nicht 

vollständig geklärt. Ein direkter Effekt auf die intestinale Lipidresorption konnte nicht gezeigt 

werden und ist aufgrund der fehlenden intestinalen Expression von ApoA5 auch eher 

unwahrscheinlich. Stattdessen wurde eine Beeinträchtigung des zweiten Schritts der VLDL-

Synthese vermutet, was wiederum mit einer beschriebenen verminderten hepatischen VLDL-

Produktion verbunden sei (Weinberg et al. 2003). Auch bei Wildtyp-Tieren mit adenoviraler 

Überexpression von ApoA5 zeigte sich eine Verringerung der Produktionsrate von VLDL-TG 

(Schaap et al. 2004). Unterschiede in der hepatischen VLDL-TG-Produktionsrate konnten jedoch 

nicht in weiteren Studien mit ApoA5 transgenen Mäusen bestätigt werden (Fruchart-Najib et al. 

2004). Man fand zwar auch hier erniedrigte VLDL-Spiegel, führte diese aber auf einen gesteigerten 

Katabolismus zurück, der mit einer direkten Aktivierung der LPL durch physikalische Interaktion 

erklärt wurde (Fruchart-Najib et al. 2004). Dies unterstützten Beobachtungen, dass in vitro 

rekombinantes ApoA5 in der Lage war, dosisabhängig die Aktivität der LPL auf bis das 2,3fache 

zu steigern (Schaap et al. 2004). Im weiteren wäre eine Funktion als Rezeptorligand, wie bei 

anderen Apolipoproteinen denkbar. Auch könnte die Aufnahme von Remnants ins Gewebe durch 

ApoA5 gesteigert werden, indem es als Brückenprotein zwischen TG-reichen Lipoproteinen und 

HSPG an der Zelloberfläche vermittelt. Daneben könnte ApoA5 in der Lage sein, den Plasma-

Turnover TG-reicher Lipoproteine zu steigern. Sowohl bei transgener als auch bei adenoviraler 

Überexpression von ApoA5 wurden vor kurzem ein schnellerer VLDL-TG-Turnover sowie eine 

deutlich reduzierte TG-Antwort nach Fettbelastung beobachtet (Fruchart-Najib et al. 2004, Schaap 

et al. 2004). Dies wäre zum einen mit einer direkten Aktivierung der LPL erklärbar, zum anderen 

wäre auch eine indirekte Wirkung des ApoA5 über die Beeinflussung von Funktion oder 

Konzentration anderer Apolipoproteine wie zum Beispiel ApoC3 denkbar, zumal bekannt ist, dass 

Veränderungen im Bereich des Genclusters A1/C3/A4/A5 auch häufig benachbarte Gene in ihrer 

Expression beeinflussen (Vergnes et al. 2000, Weinstock et al. 1997a). Unterstützt wird diese 

These durch Beobachtungen, dass in ApoA5ko-Tieren der Spiegel von ApoC3 um 90% erhöht, 

wohingegen er bei ApoA5tr-Tieren um 40% verringert war (Pennacchio et al. 2001). Dass die 
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Funktion von ApoA5 aber zumindest in Teilen unabhängig von ApoC3 zu sein scheint, lassen 

Versuche in vitro (Schaap et al. 2004) wie auch tierexperimentelle Studien an ApoA5tr- kombiniert 

mit ApoC3tr-Mäusen (Baroukh et al. 2004) vermuten.  

1.4.4 Die Rolle von ApoA5 bei der Entstehung von FCHL und Arteriosklerose 

Auch wenn bis zum heutigen Stand die genauen Mechanismen der Funktionen des ApoA5 noch 

nicht vollständig aufgeklärt sind, so zeigen die bisherigen Ergebnisse doch die Relevanz dieses 

Apolipoproteins im Lipidstoffwechsel. In der letzten Zeit wurden mehrere Variationen in Form von 

single nucleotide polymorphisms in dem Bereich des ApoA5-Gens beschrieben und deren 

Auswirkungen auf das menschliche Lipoproteinprofil in verschiedenen ethnischen Gruppen 

untersucht (Austin et al. 2004, Baum et al. 2003, Hubacek et al. 2004, Pennacchio et al. 2001, 

Talmud et al. 2002). Dabei zeigten sich Assoziationen mit erhöhten Plasma-TG und FCHL (Evans 

et al. 2003, Pennacchio et al. 2001, Pennacchio u. Rubin 2003), was auf eine durchaus wichtige 

Rolle des ApoA5 in der Regulation des TG-Metabolismus schließen lässt. Letzterer ist wiederum 

eng mit der Entstehung und dem Voranschreiten von atherosklerotischen Gefäßveränderungen 

verbunden. In epidemiologischen Studien an Myokardinfarktpatienten zeigte sich eine signifikante 

Häufung von homozygoten Trägern bestimmter ApoA5-Polymorphismen, was zu der 

Schlussfolgerung führte, dass Veränderungen im ApoA5-Gen neben dem TG-Spiegel im Plasma 

auch das myokardiale Infarktrisiko beeinflussen (Hubacek et al. 2004). 

Klinisch könnte damit die Feststellung von Polymorphismen als prognostischer Indikator für 

Hypertriglyzeridämie genutzt werden sowie auch Modulationen von ApoA5 möglicherweise zur 

Reduktion dieses Risikofaktors der KHK denkbar wären.  

In der proximal des ApoA5 lokalisierten Promotorregion fanden sich auf PPARα und farnesoid X 

Rezeptor ansprechende Elemente, die zu einer Hochregulation des ApoA5-Gens führten (Prieur et 

al. 2003, Vu-Dac et al. 2003). Es ist bekannt, dass die pharmakologische Aktivierung von PPARα 

zu einer deutlichen Senkung der Plasma-Spiegel TG-reicher Lipoproteine führt (Kersten et al. 

2000, Staels et al. 1998). Auch Fibrate, die in der klinischen Therapie der Hypertriglyzeridämie 

weit verbreitet sind, beeinflussen die Expression von im Lipidmetabolismus beteiligten Genen 

durch Aktivierung von PPARα (Issemann u. Green 1990). Untersuchungen an menschlichen 

Hepatozyten bestätigten ApoA5 als PPARα-Zielgen, wobei die Behandlung mit Fibraten zu einer 

starken Induktion von ApoA5 mRNA führte (Vu-Dac et al. 2003). Auf diese Weise scheinen 

Fibrate neben einer Induktion der LPL (Schoonjans et al. 1996) und der Herunterregulation der 

ApoC3-Expression (Staels et al. 1995) auch ApoA5 als wichtigen Mediator zur Senkung der 

Plasma-TG beim Menschen zu nutzen. 
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1.5 Ziel der Arbeit 

Die Zielsetzung dieser Arbeit war es, die Interaktion von ApoA5 und LPL in vivo am Mausmodell 

zu untersuchen. In früheren Studien wurde bereits die klinische Bedeutung von ApoA5 und LPL im 

Lipidstoffwechsel deutlich. Sowohl Polymorphismen von ApoA5 als auch Mutationen im LPL- 

Gen sind beim Menschen mit FCHL assoziiert. Nachdem in metabolischen Studien die TG- 

senkende Funktion von ApoA5 in vivo mittels ApoA5-defizienten und transgenen Tieren gezeigt 

wurde, sollten in dieser Arbeit die Interaktion zwischen ApoA5 und LPL unter physiologischen 

Bedingungen in vivo betrachtet werden. Hierzu wurde die Abhängigkeit der Effekte des ApoA5 

von dem Vorhandensein von aktiver LPL untersucht, indem bei ApoA5-transgenen Tieren sowie 

Wildtyp-Mäusen die plasmatische Clearance von radioaktiv markierten 3H-TG-VLDL sowie deren 

Organaufnahme beobachtet wurden. Bei je der Hälfte der Tiere pro Genotyp war die mauseigene 

LPL zuvor mit Tetrahydrolipstatin (THL) inhibiert worden. 

Im folgenden wurden zur weiteren Klärung des Mechanismus der Interaktion zwei Mauslinien 

etabliert, zum einen mit Überexpression muskelspezifischer humaner LPL vor ApoA5-defizienten 

Hintergrund (hLPL A5ko), zum anderen Tiere mit einer transgenen Expression von ApoA5 bei 

LPL-Defizienz (LPL A5tr). Für die Kreuzung standen jeweils zwei bereits beschriebene 

Mauslinien zur Verfügung. Beide neu etablierten Linien wurden hinsichtlich ihres 

Lipoproteinprofils untersucht.  
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Material und allgemeine Arbeitsmethoden 

2.1.1 Chemikalien 

Die gesamten verwendeten Chemikalien entsprachen den höchsten erhältlichen Qualitätsstandards. 

Nicht aufgeführte Chemikalien wurden von Sigma, Deisenhofen oder Merck, Darmstadt bezogen.   

Agarose                                                                     Invitrogen, Karlsruhe  

Bromphenolblau                                                        Merck 

Chloroform                                                                Merck 

Dimethylsulfoxid  (DMSO)                                      Sigma 

Dithiothreitol (DTT)                                                 Sigma 

Ethylendiamin-Tetracetat (EDTA)                             Sigma 

Enzymatischer Farbtest für Cholesterin # 1489437  Roche/Hitachi, Mannheim       

Enzymatischer Farbtest für Triglyzeride # 1488899  Roche/Hitachi            

Ethidiumbromid                                                        Sigma 

Harnstoff                                                                   Sigma 

Histoacryl-Gewebekleber                                        Braun/Aesculab 

Kaliumbromid                                                           Merck 

Kaliumhydrogenphosphat                                         Merck 

Magnesiumchlorid                                                    Sigma 

Natriumchlorid                                                         J.T.Baker, Deventer, Holland 

Natriumhydrogenphosphat                                       Merck 

Phenol                                                                       Invitrogen 

Sarkosyls                                                                   Sigma 

Solvable                                                                    PerkinElmer, Boston, USA  

Szintillationsflüssigkeit                                            Packard, Groningen, Holland 

2.1.2 Standard-Pufferlösungen 

Bromphenolblau-Puffer              

500 μl 10%iges Bromphenolblau und 6 ml Glycerol (wasserfrei) in 13,5 ml Wasser. 

 
Lysispuffer 

Um eine 2fache Konzentration zu erhalten, wurde 480 g Harnstoff in ca. 200 ml Wasser unter 

Rühren auf einer Heizplatte aufgelöst. Danach wurden 33 ml 30%ige Sarkosyls, 200 ml 1 M Tris- 

HCl pH 8,0, 80 ml 5 M NaCl und 40 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 hinzugefügt und mit Wasser auf 1 l 

aufgefüllt. 
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Demnach setzt sich der Puffer aus folgenden Endkonzentrationen zusammen: Harnstoff 2 M, 

Sarkosyls 0,25%, 0,05 M Tris-HCl pH 8,0, NaCl 0,1 M und EDTA 5mM. 

 
Phosphate Buffered Saline (PBS)     

8 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,917 g Na2HPO4, 0,2 g KH2PO4 in 1 l Wasser. 

 
Tris-Borsäure-EDTA- (TBE-) Puffer 

108 g Tris-Base, 55 g Borsäure, 40 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 in 1 l Wasser ergibt 10fach 

konzentrierten Puffer. 

 
Tris-EDTA- (TE-) Puffer 

500 μl 1 M Tris-HCl pH 7,6 und 100 μl 0,5 M EDTA pH 8,0 in 50 ml Wasser, anschließend steril 

filtriert. 

 
PCR-Puffer 

Es wurde ein aus folgenden Substanzen zusammengesetzter Stammpuffer für die Durchführung 

aller PCR-Reaktionen angesetzt: 

11% DMSO, 19 mM NHSO4, 76 mM Tris pH 8,8, 7,6 mM MgCl2, 11 mM DTT, 193 mg/ml BSA 

und 23 mM dNTP. 

Für die Herstellung von 50 ml Puffer wurden 5,68 ml DMSO, 0,945 ml 1 M NHSO4, 3,8 ml Tris, 

380 μl 1 M MgCl2, 570 μl 1 M DTT, 9,65 ml 1 mg/ml BSA und 115 μl dNTP eingesetzt, gemischt 

und mit Wasser auf 50 ml aufgefüllt sowie anschließend steril filtriert. 

2.1.3 Enzyme und Proteine 

Bovines Serum Albumin (BSA)                          Sigma 

Heparin                                                               Liquemin, Hoffmann La-Roche, Grenzach-Whylen 

1-3H-Palmitinsäure                                       Amersham-Biosciences 

Proteinase K                                                        Roche 

Taq-Polymerase                                     Invitrogen  

Tetrahydrolipstatin                                          Orlistat, La Roche 

2.1.4 Oligonukleotide 

dNTP-Mix                                                 Invitrogen 

100-Bp-Marker                                            Invitrogen 

Die für die PCRs bezogenen Oligonukleotide wurden von MWG-Biotech AG, Ebersberg bezogen. 
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2.1.5 Verbrauchsmaterial 

Sterile Labormaterialien wurden von den Firmen Beckton-Dickinson, Heidelberg, Sarstedt, 

Nümbrecht und Nunc, Wiesbaden bezogen. 

Heparinisierte Hämatokritkapillaren                 Hirschmann, Eberstadt 

Mikrotiterplatten                                              Nunc 

PCR-Röhrchen                                             Simport, Beloeil-Quebec, Canada 

Zentrifugationsröhrchen                              Beckmann, München 

2.1.6 Geräte 

Autoklav Varioklav                                 H+P Labortechnik, Oberschleißheim                                    

Betacounter Tricarb 1600 TR                     Packard 

BiDest Optilab Plus UV                          AW Technik GmbH, Hamburg 

Elektrophoresekammer                              Biorad 

Feinwaage                                                 Biorad 

Hamilton- Spritze                                       Ito-Corporation, Fuji, Japan 

Heizblock Thermostat 5320                         Eppendorf, Hamburg 

Laborzentrifuge Biofuge fresco                         Heraeus 

Mikrotiterplatten-Lesegerät MRX 2           Dynatech Laboratories 

PCR-Thermocycler                                           Biometra, Göttingen 

PH-Meter 140                                                 Corning 

Powersupply Power Ease 500                        Invitrogen, Groningen 

Magnetrührer IKAMAG RH                      Jahnke&Kunkel IKA Labortechnik, Staufen 

Ultrazentrifuge mit Rotor LP 42 Ti                Beckmann 

Videodokumentationsgerät für Agarosegele       Itas, Stuttgart 

Vortexer Duo press to mix                              Labinco            

2.1.7 Sterilisation 

Hitzestabile Geräte, Gebrauchsmaterialien und Lösungen wurden im Autoklaven mittels 

gesättigtem, unter Druck stehenden Wasserdampf sterilisiert. Dieser Vorgang wurde in feuchter 

Hitze bei 121°C und 2 bar für 30 min durchgeführt. Zur Sterilisation von Lösungen, die 

hitzeempfindliche Substanzen enthalten, wurden diese mit einem 0,2 μm Filter gereinigt. Das 

genutzte Wasser wurde mit dem BiDest doppelt destilliert und anschließend autoklaviert oder steril 

filtriert. 
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2.2 Tiere 

2.2.1 Allgemeines 

Die Tiere wurden in der pathogenarmen Umgebung („specific pathogen free“: SPF) der 

Versuchstierhaltung des UKE gehalten und waren, was die üblichen Serologien betrifft, 

insbesondere bezüglich des Maushepatitisvirus (MHV) negativ. Eine derartige Reinheit konnte 

durch einen Embryotransfer gesichert werden, dem die Mauslinien vor Aufnahme in die 

Versuchstierhaltung unterzogen wurden. Aufgrund des weitgehend gemischten genetischen 

Hintergrundes und der Tatsache, dass keine Inzuchtstämme zur Verfügung standen, wurden alle 

Untersuchungen mit Geschwisterkontrollen durchgeführt und die Verpaarungen dementsprechend 

angelegt.  

Außerhalb der für die Experimente notwendigen Konstellationen hatten die Mäuse freien Zugang 

zu Wasser und Futter. Für letzteres nutzte man eine normale Nagerdiät („chow“ mit 4,5% Energie 

aus Fett). 

2.2.2 Genehmigung der Tierversuche   

Für die Tierversuche wurden die Richtlinien der Federation of American Societies for 

Experimental Biologie (FASEB) eingehalten. 

Es bestanden Genehmigungen nach §7 TierSchG (20/99, 51/02, 14/05) und §6 TierSchG (UKE-

VTH-Aktenzeichen A65, A66). Organentnahmen hatten das interne Registrierzeichen Org 163 und 

288 der Universität Hamburg. 

2.2.3 Mauslinien 

Für die Abbaustudie und die Kreuzungen standen vier bereits beschriebene Mauslinien zur 

Verfügung. Entsprechend ihrem jeweiligen genetischen Hintergrund wurden die Mäuse der Linien 

LPL1 und hLPLtr mit C57Bl/6-Tieren und Mäuse der Linien ApoA5ko und ApoA5tr mit FVB-

Tieren verpaart.  

2.2.3.1 LPL1      

Diese Mauslinie wurde an der Rockefeller University, New York, USA von J.L. Breslow etabliert 

und von dort bezogen. Mit Hilfe von Gen-Targeting in embryonalen Stammzellen konnte das Exon 

2 des Maus-LPL-Gens durch das Neomycin-Resistenz-Gen ersetzt werden. Diese heterozygote 

Defizienz von mLPL hat eine geringere Expression von LPL zur Folge (Weinstock et al. 1995). 
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2.2.3.2 hLPLtr   

Diese Linie stammt von R. Zechner, Graz und zeigt eine muskelspezifische Expression des 

humanen LPL-Transgens. Dazu wurde ein humanes LPL-Minigen in befruchtete Eizellen injiziert. 

Die Expression des Transgens in Herz- und Skelettmuskulatur und nicht in anderen Geweben 

konnte durch Verwendung des Muskel-Kreatin-Kinase- (Mck-) Promotors ermöglicht werden 

(Johnson et al. 1989), (Mck-LPL, (Levak-Frank et al. 1997)). 

2.2.3.3 ApoA5ko   

Die hier für die weiteren Zuchten genutzte Mauslinie stammt von L.A. Pennacchio, Berkeley, 

USA. Diese Tiere können aufgrund der Deletion von drei Exons des ApoA5-Lokus kein ApoA5 

exprimieren und sind stattdessen durch Nachweis des Neomycin-Resistenz-Gens zu identifizieren  

(Pennacchio et al. 2001). 

2.2.3.4 ApoA5tr   

Wie die vorherige Mauslinie wurde auch diese von L.A. Pennacchio etabliert und bezogen. Hier 

wurde zusätzlich zum mauseigenen ApoA5 das humane ApoA5-Gen durch Mikroinjektion eines 

BAC’s in befruchtete Mauseier eingebracht. Der Einsatz des Transgens führt zu einer 

Überexpression von ApoA5 in der Leber, wo auch das mauseigene ApoA5 exprimiert wird 

(Pennacchio et al. 2001). 

2.2.4 Kreuzungsstrategien 

2.2.4.1 hLPL A5ko: Mäuse mit und ohne humane LPL als Transgen vor unterschiedlichem 

ApoA5-Hintergrund   

Für die weiteren Untersuchungen wurde eine neue Mauslinie mit Hilfe zweier bereits etablierten 

und oben beschriebenen Linien aufgebaut.  

Dazu wurden in einem ersten Schritt homozygote ApoA5 defiziente Mäuse der Linie ApoA5ko mit 

Tieren der Linie hLPLtr gekreuzt, welche bei Wildtypverhältnissen am ApoA5-Lokus die humane 

LPL als Transgen exprimieren. Diese Kreuzung ergibt Tiere, die alle heterozygot für ApoA5 sind 

und dabei je zur Hälfte das Transgen tragen. 

Im folgenden Schritt wurden nun diese beiden Gruppen miteinander verpaart. Bei dieser Züchtung 

entstehen 6 verschiedene Genotypen mit folgender prozentualer Verteilung: je 12,5% 

ApoA5wt/hLPLtr, ApoA5wt, ApoA5ko/hLPLtr und ApoA5ko sowie je 25% ApoA5het/hLPLtr 

und ApoA5het. 

Eine Übersicht über diese beschriebenen Zuchtschritte zeigt Abbildung 1. 
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1. Kreuzungsschritt 

                                        A5ko                                            hLPLtr  
                                                                      
  
                                    50%  A5het                          50%  hLPLtr / A5het 
 

2. Kreuzungsschritt 

                                        A5het                                        hLPLtr / A5het 
                                                                      
 
                                  12,5%  A5wt                        12,5%  hLPLtr / A5wt  
                                    25%   A5het                         25%   hLPLtr / A5het 
                                  12,5%  A5ko                        12,5%  hLPLtr / A5ko            
 

 
Abb. 1: Mauslinie hLPL A5ko: Kreuzungsstrategie zur Generierung von Mäusen mit und ohne 
Expression von humaner LPL vor dem Hintergrund von ApoA5-Defizienz. hLPLtr: transgene 
Expression humaner LPL; A5wt: Vorhandensein beider ApoA5-Allele; A5het: ein ApoA5-Lokus wurde 
durch das Neomycin-Gen ersetzt; A5ko: ApoA5-Defizienz. Die Prozentzahlen geben die Erwartungswerte 
der Genotypenverteilung der jeweiligen Generation wieder. 

2.2.4.2 LPL A5tr: Mäuse mit und ohne Überexpression von ApoA5 vor unterschiedlichem 

LPL-Hintergrund 

Für die Etablierung einer zweiten Mauslinie mit einem zu der zuvor beschriebenen Linie 

komplementären genetischen Hintergrund wurden ebenfalls zwei bereits vorhandene Linien 

genutzt. 

Im ersten Schritt verpaarte man die für LPL heterozygoten Tiere der LPL1-Linie mit Mäusen der 

ApoA5tr-Linie, die das ApoA5-Transgen tragen und dabei keine Veränderungen am LPL-Lokus 

aufweisen, miteinander. Aus dieser Zucht ergeben sich 4 verschiedene Genotypen zu jeweils 25%: 

LPL2, LPL2/ApoA5tr, LPL1 und LPL1/ApoA5tr. 

Für den 2.Schritt wurden nun nur die Tiere mit heterozygoter Expression von LPL (LPL1) genutzt. 

Dabei verpaarte man jeweils Mäuse ohne ApoA5-Transgen mit welchen, bei denen das Transgen 

nachgewiesen werden konnte. Es entstehen bei dieser Kreuzung theoretisch 6 verschiedene 

Genotypen: LPL2, LPL2/ApoA5tr, LPL0, LPL0/ApoA5tr (jeweils 12,5%) sowie LPL1 und 

LPL1/ApoA5tr (jeweils 25%). Da Tiere mit homozygoter Deletion der LPL (LPL0) jedoch wie in 

der Einleitung beschrieben bereits innerhalb von 24 Stunden postnatal versterben, erhöht sich der 

Prozentsatz der anderen Genotypen bis zur Adoleszenz von jeweils 12,5% auf 16,7% 

beziehungsweise von 25% auf 33,3%. 

Eine Übersicht über die dargelegten Zuchten gibt Abbildung 2. 
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1. Kreuzungsschritt 
                                       LPL1                                      LPL2 / A5tr 
                                                                      
   
                                 25%  LPL2                          25%  LPL2 / A5tr 
                                 25%  LPL1                          25%  LPL1 / A5tr 
 
2. Kreuzungsschritt 
                                       LPL1                                     LPL1 / A5tr 
                                                                      
  
                                 12,5%  LPL2                       12,5%  LPL2 / A5tr 
                                    25%  LPL1                          25%  LPL1 / A5tr 
                                 12,5%  LPL0  †                   12,5%  LPL0 / A5tr  † 
 

 
Abb. 2: Mauslinie LPL A5tr: Kreuzungsstrategie zur Generierung von Mäusen mit und ohne 
transgener Expression von ApoA5 vor dem Hintergrund von LPL-Defizienz. Anzahl der mLPL-Gene: 
LPL2: Wildtyp-Konstellation; LPL1: heterozygotes Vorhandensein von LPL; LPL0: LPL-Defizienz; A5wt: 
Wildtyp-Konstellation des ApoA5-Lokus; A5tr: transgene Expression von ApoA5. Die Prozente geben die 
erwartete Verteilung der Genotypen in der jeweiligen Generation an. † Die entsprechend gekennzeichneten 
Genotypen versterben aufgrund ihrer LPL-Defizienz innerhalb von 24 Stunden postnatal. 
 
 

2.3 Genotypisierung der Mäuse 

2.3.1 Prinzip 

Zur Bestimmung der verschiedenen sich aus den Zuchten ergebenden Genotypen wurde jeder Maus 

DNA-fähiges Material mittels Schwanzbiopsie entnommen, isoliert, gereinigt und durch PCR und 

folgende Agarosegelelektrophorese analysiert. 

2.3.2 Schwanzbiopsie 

Nach Einleitung einer Kurzzeitnarkose mit Ether wurde den Mäusen ein ca. 5 mm  langes Stück 

vom Schwanzende abgenommen. Dazu wurden die Tiere zusammen mit in Ether getränktem 

Zellstoff in ein Gefäß gesetzt. Nachdem eine ausreichende Narkosetiefe, zu beurteilen anhand tiefer 

Atmung mit niedriger Frequenz erreicht war, konnte den Tieren mit einem Skalpell ein 

entsprechendes Stück der Schwanzspitze abgenommen und anschließend die entstandene Wunde 

mit Histoacryl-Gewebekleber versorgt werden. In diesem Rahmen wurden die Tiere auch mit einer 

Ohrlochzange markiert, was deren individuelle Wiedererkennung im folgenden ermöglichte.    
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2.3.3 Verdau der Schwanzbiopsien 

Die entnommenen Biopsien wurden zum Verdau in ein verschließbares Reaktionsgefäß mit 400μl 

1fachem Lysispuffer sowie 50 μl 15 mg/ml Proteinase K gegeben und über Nacht bei 50°C im 

Heizblock leicht geschüttelt. Der Lysispuffer zerstört dabei die Zellmembranen und die Proteinase 

verdaut die Proteine, so dass sich die DNA aus den Zellen löst. 

2.3.4 DNA-Extraktion 

Zur Extraktion der genomischen DNA wurden zunächst Phenol und Chloroform im Verhältnis1:1 

gemischt und bis zur Auftrennung in zwei Phasen für etwa 30 min kühl gelagert. Danach konnten 

je 400 μl der oberen wässrigen Phase abgenommen und in das Reaktionsgefäß mit der verdauten 

Schwanzspitze überführt werden. Nach dem Vortexen der Gefäße für etwa 20 sec wurden sie bei 

10.000 rpm und 4°C für 5 min zentrifugiert. Anschließend konnten 200-400 μl der oberen Phase in 

ein zweites mit 1000 μl Ethanol gefülltes Reaktionsgefäß gegeben werden, in dem nach leichtem 

Schütteln ein DNA-Strang sichtbar wurde. Letzterer wurde wiederum unter Zuhilfenahme einer 

Hämatokrit-Glaskapillare in ein weiteres mit 200 μl TE-Puffer gefülltes Reaktionsgefäß überführt. 

Nach etwa 30 min bei Raumtemperatur löst sich die genomische DNA wieder und kann dann bei 

4°C über mehrere Monate bis zur Genotypisierung aufbewahrt werden. 

2.3.5 PCR 

2.3.5.1 Mauslinie hLPL A5ko 

Zur Erfassung der Transgenität als auch der Bestimmung der ApoA5-Konstellation war die 

Verwendung von drei verschiedenen PCRs nötig: 

2.3.5.1.1 PCR zur Bestimmung des hLPL-Transgens 

Mittels einer bereits etablierten 2-Primer-PCR konnte das Vorhandensein des Mck-LPL-Transgens 

überprüft werden. Durch Sequenzierung des Mck-LPL-Minigens wurden die 3’-Sequenzen des 

Mck-Promotors gewonnen (unpublizierte Daten von Merkel 1998).  

Zur Reaktion wurden der promotorspezifische upstream-Primer (5’-CAC AGG GGC TGC CCC 

CCG GTG ACA TCA AG-3’) und der downstream-Primer (5’-CCT GTT ACC GTC CAG CCA 

TGG ATC ACC-3’) eingesetzt. Jeweils 0,5 μl der Primer (100 pmol/μl)  wurden mit 17,75 μl des 

PCR-Puffers und 0,25 μl der Taq-Polymerase vermischt und zu 4 μl der genomischen DNA aus der 

Schwanzspitzenbiopsie gegeben. Durch Erhitzen auf 95°C für 2 min denaturiert die DNA, es 

folgen 40 Zyklen a 45 sec bei 94°C und 3 min bei 72°C und abschließend ein Herunterkühlen auf 

eine Temperatur von 4°C, bei der das PCR-Produkt bis zur Gelelektrophorese aufbewahrt wurde. 

Bei Vorhandensein des Transgens wurde dabei ein Fragment in der Größe von 477 Bp erwartet 

(Merkel et al. 2002b). 
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2.3.5.1.2  PCR zur Bestimmung des Genotyps am ApoA5-Lokus 

Zur Differenzierung zwischen reinem Wildtyp, knockout und heterozygotem Vorhandensein des 

ApoA5-Gens wurden zwei bereits etablierte PCRs verwendet. 

Das Wildtypallel konnte mit dem upstream-Primer (5’-ACA GTT GGA GCA AAG GCG TGA T-

3’) und dem downstream-Primer (5’-CTT GCT CGA AGC TGC CTT TCA G-3’) nachgewiesen 

werden. Bei der Elektrophorese sieht man bei Vorhandensein des Wildtypallels eine Bande bei 516 

Bp. 

Bei dem Knockoutallel wurde das ursprüngliche Gen durch das Neomycin-Gen ersetzt, welches 

mittels einer weiteren PCR nachgewiesen werden kann. Hierzu wurden ein upstream-Primer (5’-

CTT TTT GTC AAG ACC GAC CTG-3’) und ein downstream-Primer (5’-AAT ATC ACG GGT 

AGC CAA CGC-3’) genutzt. Man erwartet hier eine Bande bei 545 Bp. 

Sowohl in der Wildtyp- als auch in der Knockout-PCR wurden je 20 μl des PCR-Puffers, 0,5 μl 

Taq-Polymerase und jeweils 0,25 μl der beiden entsprechenden Primer (100 pmol/μl) mit 4 μl 

DNA vermischt. Nach dem Erhitzen auf 95°C für 1 min, folgen 35 Zyklen mit jeweils 1 min bei 

95°C, 1 min bei 53°C und 3 min bei 72°C sowie ein abschließendes Abkühlen auf 4°C (Pennacchio 

et al. 2001). 

2.3.5.2 Mauslinie LPL A5tr 

Zur Bestimmung der entstehenden Genotypen kamen zwei PCRs zur Verwendung. 

2.3.5.2.1 PCR zur Bestimmung des ApoA5-Transgens 

Zur Testung auf die Anwesenheit von ApoA5 als Transgen wurde eine etablierte 2-Primer-PCR 

genutzt. Der upstream-Primer (5’-CCC GCT GCA GTC CCC AGA AT-3’) und der downstream-

Primer (5’-CAG GGT CGA GGG CTC TTG TCC T-3’) amplifizieren bei Anwesenheit des 

Transgens eine Bande mit einer Größe von 148 Bp. Für die Reaktion wurden je 0,5 μl Primer (100 

pmol/μl) und Taq-Polymerase, 20 μl PCR-Puffer und 4 μl DNA eingesetzt. Dem Erhitzen auf 95°C 

für 1 min folgen 35 Zyklen mit je 1 min bei 95°C, 1 min bei 53°C und 3 min bei 72 °C und 

abschließendes Kühlen bei 4°C (Pennacchio et al. 2001). 

2.3.5.2.2 PCR zur Bestimmung des Genotyps am LPL-Lokus 

Die Differenzierung der Verhältnisse am LPL-Lokus erfolgte durch eine 3-Primer-PCR. 

Primer A (5’-CTC GCT GGC ACC GTT GAG CCT CGT TAC-3’) und Primer B (5’-ACT GGA 

GCG CGG TGG AGC GCC GTA GGG CA-3’) dienen dabei dem Nachweis eines intakten Maus-

LPL-Gens, welches ein Fragment von 250 Bp zeigt. Primer A und Primer C (5’-GCG GGG CGG 

GGG GGA ACT TCC TGA CTA GGG G-3’) ergeben eine Bande bei 405 Bp, wobei Primer C 

spezifisch für das Neomycin-Gen ist. Diese Bande zeigt folglich das Fehlen des LPL-Allels an.  

In der Reaktion wurden jeweils 0,5 μl der drei Primer (100 pmol/μl) mit 24 μl PCR-Puffer und 0,5 

μl Taq-Polymerase gemischt und 4 μl DNA hinzugegeben. Nach Erhitzen auf 94°C für 2 min 
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folgten 35 Zyklen mit je 45 sec bei 94°C und 3 min bei 72°C sowie am Ende eine Abkühlung auf 

4°C. 

In der Elektrophorese ist bei Wildtypverhältnissen am LPL-Lokus dementsprechend nur eine 

Bande bei 250 Bp zu sehen, heterozygote Tiere werden am gleichzeitigen Vorhandensein beider 

Banden erkannt, wohingegen man bei einer kompletten Deletion des LPL-Gens nur eine Bande bei 

405 Bp erwarten würde (Levak-Frank et al. 1997). 

2.3.6 Gelelektrophorese 

Zur Analyse der PCR-Produkte wurde ein 1,5%iges Agarosegel verwendet. Dazu wurden 1,5 g 

Agarose in 100 ml TBE-Puffer unter Rühren mit Hilfe einer Heizplatte aufgelöst und erhitzt bis die 

Lösung klar wurde. Nach kurzem Abkühlen auf ca. 50°C konnten 5 μl 10 mg/ml Ethidiumbromid 

hinzugegeben und das Gel in die mit einem 15- oder 20- Kamm vorbereitete Kammer gegossen 

werden. Sobald das Gel durch das Abkühlen erstarrt ist, können die Kämme gezogen und das Gel 

in die Elektrophoresekammer gelegt werden. Letztere wurde mit TBE-Puffer aufgefüllt, so dass das 

Gel vollständig bedeckt ist. 

Im folgenden werden die einzelnen Taschen befüllt. Zunächst wird in die jeweils erste Tasche 15 

μl eines 100-Bp-Markers (1:10 verdünnt mit Bromphenolblau-Puffer) gegeben, um später anhand 

dieser Vergleichsbande die jeweiligen Größen der Probebanden ermitteln zu können. Danach 

wurden in die weiteren Taschen je 20 μl der PCR-Proben einpipettiert, die zuvor mit 4 μl 

Bromphenolblau- Puffer vermischt worden waren. 

Das Gel wurde anschließend bei einer Spannung von 120 V für etwa 1 Stunde laufengelassen und 

danach unter UV-Licht fotografiert.  

 
 
2.4 Lipoproteinprofil 

2.4.1 Prinzip 

Zur Auftrennung des Plasmas in die einzelnen Lipoproteinfraktionen für die nachfolgende 

Bestimmung des Chol- und TG- Anteils erfolgte eine sequenzielle Ultrazentrifugation mit einer 

Dichte von 1,006 g/ml und 1,062 g/ml (Havel et al. 1955). Dazu wurden jeweils 60 μl Plasma 

eingesetzt. Nach Auftrennung der Fraktionen in VLDL, LDL und HDL erfolgte die enzymatische 

Chol- und TG- Bestimmung mittels kommerzieller enzymatischer Farbtests. Dabei wurden alle 

untersuchten Parameter individuell für jede zu testende Maus erfasst. Dazu wurde das Protokoll 

aufgrund der kleinen Volumina, die nach der Blutentnahme zur Verfügung standen auf 96-well 

Mikrotiterplatten angepasst. 
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2.4.2 Blutentnahme 

Die Blutentnahme erfolgte im Nüchternzustand nach einer Fastenzeit von 6 Stunden. Da die Tiere 

vor allem in der Dunkelphase ihr Futter zu sich nehmen, und um diesen physiologischen 

Tagesrhythmus zu berücksichtigen, wurde die Fastenzeit morgens um etwa 8 Uhr begonnen. So 

konnten annähernd die Bedingungen einer Nüchternblutentnahme beim Menschen nachgestellt 

werden. Zur Blutentnahme wurden die Mäuse mittels Ether in eine Kurzzeitnarkose versetzt. In 

diesem Zustand konnten ca. 200 μl Blut aus dem retroorbitalen Venenplexus mit einer 

heparinisierten Hämatokritkapillare abgenommen werden. Zur Antikoagulation wurden auf je 100 

μl Blut 2 μl 0,5 M EDTA (pH 7,5) hinzugegeben. Anschließend erfolgte die Zentrifugation des 

Blutes für 10 min bei 5000 rpm unter Kühlung bei 4°C, wodurch die korpuskulären Bestandteile 

vom Plasma getrennt wurden. Letzteres konnte nun bei 4°C bis zur Ultrazentrifugation aufbewahrt 

werden. 

2.4.3 Auftrennung der Lipoproteine 

Für die Auftrennung des Plasmas in die einzelnen Fraktionen wurden zunächst 60 μl PBS in 

Ultrazentrifugationsröhrchen vorgelegt und anschließend mittels einer Hamilton-Spritze mit 60 μl 

Plasma unterschichtet. Nach einer Zentrifugation im Rotor Typ LP 41 bei 42.000 rpm für 2,5 h 

befindet sich die VLDL-Fraktion in den oberen 60 μl. Die unteren 60 μl wurden zunächst 

wiederum mit einer Hamilton-Spritze entnommen und in ein zweites Ultrazentrifugationsröhrchen 

überführt, so dass die VLDL-Fraktion nun in ein verschließbares Reaktionsgefäß pipettiert und bei 

4°C bis zur weiteren Untersuchung gelagert werden konnte. Die sich nun in dem neuen Röhrchen 

befindlichen LDL, IDL und HDL wurden mit 60 μl Kaliumbromid (Dichte 1,12 g/ml) vermischt, 

um eine Gesamtdichte von 1,062 g/ml zu erhalten. Durch die folgende Zentrifugation bei 42.000 

rpm für 6 h trennen sich LDL und IDL vom HDL. HDL befindet sich am Ende aufgrund seiner 

höheren Dichte in den unteren 60 μl, die wiederum mit einer Hamilton-Spritze entnommen und in 

einem verschließbaren Reaktionsgefäß bei 4°C aufbewahrt werden. Mit den in den oberen 60 μl 

befindlichen LDL und IDL wird dementsprechend verfahren.  

2.4.4 Bestimmung von Cholesterol und Triglyzeriden 

Die Untersuchung der einzelnen Fraktionen sowie des Gesamtplasmas auf ihren Gehalt an Chol 

und TG wurde individuell für jedes Tier mit einem kommerziellen enzymatischen Farbtest 

durchgeführt. Dabei kommt es proportional zur enthaltenen Konzentration zu einer Entwicklung 

eines rötlichen Farbstoffes, der bei 504 nm photometrisch bestimmt werden kann.  

Dazu ermittelte man zunächst pro Mikrotiterplatte mit Hilfe von Dreifachansätzen der jeweiligen 

Standards eine Eichgerade, so dass später aus der Geradengleichung jeder Extinktion eine 

Konzentration zugeordnet werden kann. Die genutzten Standard-Reagenzien (200 mg/dl bei der 

Chol-Bestimmung und 250 mg/dl bei der TG-Bestimmung) wurden dazu auf 50, 100 und 200 
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mg/dl  bei der Chol-Bestimmung beziehungsweise 50, 100 und 250 mg/dl bei der TG-Bestimmung 

verdünnt.  

Auch die Proben wurden in einem Dreifachansatz bestimmt. Es wurden jeweils 5 μl der zu 

untersuchenden Probe beziehungsweise des Standards auf die Titerplatte gegeben und anschließend 

mit 200 μl der Reaktionsflüssigkeit für TG oder Chol vermischt. Anschließend wurde der TG-

Assay bei Raumtemperatur für 30 min und der Chol-Ansatz für mindestens 5 min bei 37°C 

inkubiert. Danach konnten die Extinktionen gemessen und dementsprechend die jeweiligen 

Konzentrationen errechnet werden. 

Die Ergebnisse der TG- und Chol- Bestimmung des Grundplasmas sowie der unterschiedlichen 

Fraktionen wurden für jedes Tier individuell zusammengetragen und anschließend nach den zu 

untersuchenden Genotypen sortiert. Es erfolgten eine Errechnung von Mittelwert, 

Standardabweichung und zweiseitigem T-Test. Zeigte letzterer eine Signifikanz wird ebenfalls ein 

P-Wert aufgeführt. 

 
 
2.5 Abbaustudie mit radioaktiv markierten VLDL-Triglyzeriden 

2.5.1 Prinzip  

Um den TG-Spiegel im Plasma und dessen Turnover sowie Organaufnahme in  Abhängigkeit von 

den Funktionen des Apolipoproteins ApoA5 von der LPL zu untersuchen, wurde neben der 

Veränderung des genetischen Hintergrundes in Zuchten auch anhand zweier bestehender Linien ein 

Mangel an katalytisch aktiver LPL in vivo mittels intravenöser Injektion von Tetrahydrolipstatin 

(THL) nachgestellt. Dieses inaktiviert bereits in kleinen Konzentrationen irreversibel die LPL-

Aktivität, wobei anscheinend beide Untereinheiten des LPL-Homodimers THL binden und die 

Tetramerisation induzieren (Lookene et al. 1994). Im etablierten Tiermodell mit transgener 

Expression von humanem ApoA5 sind im Vergleich zu Wildtyp-Tieren Veränderungen im 

Lipoproteinabbau sowie in der organspezifischen Aufnahme zu erwarten. 

2.5.2 Markierung 

Als Grundlage für den eigentlichen Versuch wurden zunächst zur in vivo-Markierung von VLDL-

TG ApoA5 defizienten Mäusen der Linie ApoA5ko 500 μCi [1-3H]-Palmitinsäure assoziiert mit 

fettsäurefreiem Albumin injiziert. 60 min später erfolgte die Blutentnahme. In dieser Zeit hatten die 

Tiere die ihnen zugeführten radioaktiv markierten Fettsäuren in der Leber in ihre VLDL eingebaut. 

Nach dem Abtrennen der korpuskulären Bestandteile des Blutes konnte mittels Ultrazentrifugation 

die nun markierte VLDL gewonnen werden. Es wurde die spezifische Aktivität der VLDL 

bestimmt und die gewünschte Aktivitätsmenge in jeweils 200 μl Kochsalzlösung gelöst (Aalto-

Setala et al. 1992). 
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2.5.3 Durchführung 

Zur Untersuchung des TG-Turnovers wurden 24 Tiere eingesetzt: 12 ApoA5wt-Mäuse und 12 

ApoA5tr-Mäuse, die vor Beginn 6 h gefastet wurden. Die Tiere wurden mit Ether narkotisiert, und 

es bekamen jeweils sechs Tiere pro Genotyp 50 μl/ml THL in 100 μl DMSO als Lösungsmittel 

oder DMSO allein in die Schwanzvene injiziert. 

2 Minuten nach THL- bzw. Lösungsmittelgabe erfolgte die Injektion von 200 μl der hepatisch 

radioaktiv markierten VLDL (0,1-1x106 cpm [3H]-Palmitinsäure-TG-VLDL). 

Zur späteren TG-Bestimmung fanden nach weiteren 2, 5 und 10 min Blutentnahmen aus dem 

retroorbitalen Venenplexus statt, von deren Plasma 15 μl in Szintillationsflüssigkeit für die 

Radioaktivitätsmessung eingesetzt wurden. 

Vor der letzten Blutentnahme wurden die Tiere mit 10 μl/g Ketaxyl pro kg Körpergewicht 

narkotisiert und durch Eröffnung des rechten Vorhofs ausgeblutet und durch Injektion von 10 ml 

Perfusionslösung (PBS mit 1 U Heparin/ml) in den linken Ventrikel perfundiert. Anschließend 

konnten die Organe Herz, Lunge, 4 Leberlappen, Milz, Fett (2 Biopsate), Niere und Muskel (4 

Biopsate) entnommen und gewogen werden. Sobald sich die Organe in 1,5 ml Solvable aufgelöst 

haben, wurde jeweils 1 ml in 10 ml Szintillationsflüssigkeit für 2 min mit einem Betacounter 

gemessen. 
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3 Ergebnisse 
 
Ziel der Arbeit war die Untersuchung von Interaktionen zwischen ApoA5 und LPL in vivo. Hierzu 

wurde in einer Abbaustudie mit radioaktiv markierten VLDL-TG die Abhängigkeit der Funktionen 

des ApoA5 von dem Vorhandensein von aktiver LPL untersucht. Die Auswirkungen von 

Tetrahydrolipstatin (THL) auf den Metabolismus von VLDL-TG konnten bei ApoA5tr-Tieren 

beobachtet und mit denen bei Wildtyp-Tieren verglichen werden. 

Nach dieser pharmakologischen Inaktivierung der LPL wurden zur weiteren Untersuchung der 

Interaktionen von ApoA5 und LPL in vivo mittels bereits bestehender Mauslinien zwei neue Linien 

etabliert. Die Wirkung von exprimierter muskelspezifischer humaner LPL bei ApoA5-defizienten 

Tieren, sowie durch Kreuzung von ApoA5tr-Mäusen mit LPL1-Mäusen, die Wirkung von ApoA5 

als Transgen bei heterozygoter LPL-Defizienz wurden anhand ihres Lipoproteinprofils dargestellt. 

 
 
3.1 Tiermodell mit Expression humaner LPL bei ApoA5-Defizienz 
Ausgangspunkt der Etablierung dieser neuen Linie hLPL A5ko mit Expression muskelspezifischer 

humaner LPL vor dem genetischen Hintergrund von ApoA5 mit normalem Wildtyp sowie 

heterozygoter und homozygoter ApoA5-Defizienz waren zwei bereits beschriebene Linien, die 

miteinander verpaart wurden.    

3.1.1 PCR 

Zur Genotypisierung wurden drei bereits etablierte PCRs eingesetzt. 

Für die Differenzierung der Verhältnisse am ApoA5-Lokus kamen die A5-Wildtyp- und die A5-

Neo-PCR zum Einsatz, wobei letztere durch den Nachweis des Neomycin-Gens ein Fehlen von 

ApoA5 nachweist. Bei normalen ApoA5-Wildtyp zeigt sich bei der Wt-PCR ein Fragment mit der 

Größe von 516 Bp, wohingegen in der Neo-PCR kein Fragment zu erkennen ist. Sind die Tiere 

homozygot defizient für ApoA5, so ergibt  sich  in der Neo-PCR eine Bande in der Höhe von 545 

Bp und die Wt-PCR zeigt kein Fragment. Bei heterozygoten Tieren ist in beiden Reaktionen eine 

Bande zu sehen. 

Zur Erfassung der Transgenität der Mäuse für humane LPL wurde ebenfalls eine 2-Primer-PCR 

verwendet, bei der das Vorhandensein des Transgens beziehungsweise des Mck-Promotors, durch 

den es exprimiert wird, mit einem Fragment der Größe 477 Bp nachgewiesen wird. 

Eine Übersicht der zur Genotypisierung dieser Linie verwendeten PCRs zeigt Abbildung 3. 
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       A                                                                                                    B                                                                        
       ApoA5-Wt-PCR                    ApoA5-Neo-PCR                          Mck-PCR 
 
 
         
 
 
 
 516 Bp 545 Bp 
     477 Bp 
 
 
 
  
 
  
 
 
 
Abb. 3: PCRs zur Genotypisierung der Mäuse der Linie hLPL A5ko: A: Bestimmung der Verhältnisse 
am ApoA5-Lokus, ApoA5wt=516 Bp und ApoA5ko=545 Bp. B: Erfassung des humanen LPL-Transgens 
durch Vorhandensein oder Fehlen einer Bande bei 477 Bp in der Mck-PCR. 
 

3.1.2 Kreuzungsergebnisse  

Es wurden zunächst Männchen, welche die humane LPL als Transgen exprimieren mit ApoA5- 

defizienten Weibchen verpaart. Die folgende Generation war nun heterozygot für ApoA5 und trug 

zur Hälfte das humane LPL-Transgen. Diese beiden entstandenen Genotypen wurden im zweiten 

Schritt wiederum miteinander gekreuzt. Aus insgesamt 44 Würfen ergaben sich 218 Jungtiere. 

Jeder mögliche Genotyp war vertreten und alle Tiere erreichten das Erwachsenenalter. 

Eine Übersicht über den zweiten Schritt der Züchtungen gibt Abbildung 4. 
 
 
2. Kreuzungsschritt 
                                      A5het                                                A5het / hLPLtr               
                                                                   
  
                          
                                16,9%   A5wt                                10,0%    A5wt / hLPLtr 
                                29,2%   A5het                               20,8%    A5het / hLPLtr 
                                13,1%   A5ko                                10,0%    A5ko / hLPLtr 
 
 
 
Abb. 4: Kreuzungsergebnisse für Mäuse der Linie hLPL A5ko. Prozentuale Verteilung der Genotypen 
nach dem 2.Kreuzungsschritt bei 218 Jungtieren aus 44 Würfen. Anzahl der Maus-ApoA5-Gene: A5wt: 
Wildtyp-Konstellation am ApoA5-Lokus, A5het: heterozygot ApoA5-defizient, A5ko: homozygot ApoA5-
defizient. Transgen: hLPLtr: humanes LPL-Transgen. 
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3.1.3 Lipoproteinprofil 

Für die Untersuchung der Auswirkungen von humaner LPL bei unterschiedlichem ApoA5- 

genetischen Hintergrund in vivo erfolgte nach einer Fastenzeit von 6 Stunden eine 

Nüchternblutentnahme bei 15-20 Wochen alten männlichen Mäusen. Das Plasma sowie dessen 

Fraktionen VLDL, LDL und HDL wurden hinsichtlich ihres TG- und Chol- Gehaltes untersucht,  

in Gruppen mit 10-20 Tieren des jeweils gleichen Genotyps zusammengefasst und im Anschluss 

miteinander verglichen.  

Es zeigte sich, dass LPL in der Lage war, auf dem ApoA5-defizienten Hintergrund die TG im 

Plasma um 69% (A5ko: 348,9 mg/dl ± 98,3 mg/dl; A5ko/hLPL: 108,2 mg/dl ± 28,9 mg/dl; 

p<0,001) und die VLDL-TG um 78% (A5ko: 259,0 mg/dl ± 76,3 mg/dl; A5ko/hLPL: 55,9 mg/dl ± 

18,1 mg/dl; p<0,001) zu senken. Dieser Effekt bestätigte sich ebenfalls signifikant bei 

heterozygoter ApoA5-Defizienz (p<0,001) sowie bei ApoA5-Wildtyp-Tieren (p<0,01), wenn auch 

mit geringerer prozentualer Abnahme. Daneben trat auch eine deutliche Reduktion um 54% des 

Chol-Gehaltes der VLDL-Fraktion durch humane LPL bei ApoA5-defizienten Tieren auf, die sich 

jedoch vor anderem ApoA5-genetischen Hintergrund nicht nachweisen ließ. Gegenteilige 

Auswirkungen von transgener LPL vor ApoA5-defizientem Hintergrund zeigten sich in der HDL-

Fraktion. Hier kam es unter humaner LPL zu einem signifikanten Anstieg des Chol-Gehaltes um 

30%. Beim Vergleich der ApoA5wt-Tiere mit ApoA5ko-Mäusen fiel hinsichtlich der LDL-

Fraktion ein signifikanter Anstieg des Chol-Gehaltes bei den Knockout-Tieren auf (A5wt: 11,0 

mg/dl ± 8,4 mg/dl, A5ko: 19,7 mg/dl ± 8,1 mg/dl; p<0,05). 

Eine Aufstellung der einzelnen Ergebnisse zeigt Tabelle 2 . 
 
 
 n  Gesamt-TG 

(mg/dl) 
VLDL-TG 
(mg/dl) 

Gesamt-C 
(mg/dl) 

VLDL-C 
(mg/dl) 

LDL-C 
(mg/dl) 

HDL-C 
(mg/dl) 

        
A5wt  16 134,3± 42,5 70,6± 34,0 138,6± 16,0 24,6± 4,3 11,0± 8,4 88,3± 10,6 
A5wt/hLPL 10 86,3± 20,0 36,5± 5,0 126,1± 29,8 23,8± 6,1 17,2± 7,4 87,4± 10,1 
p  <0,01 <0,01 ns ns ns ns 
        
A5het 20 139,6± 24,2 79,9± 16,5 143,1± 21,2 23,6± 6,8 18,0± 9,9 101,3± 19,9
A5het/hLPL 17 87,3± 20,0 38,6± 6,9 141,2± 30,6 19,2± 7,6 22,3± 12,4 97,8± 23,8 
p  <0,001 <0,001 ns ns ns ns 
        
A5ko 11 348,9± 98,3 259,0± 76,3 153,2± 33,3 34,6± 5,6 19,7± 8,1 81,6± 24,0 
A5ko/hLPL 13 108,2± 28,9 55,9± 18,1 144,2± 23,9 16,0± 5,0 24,7± 8,5 105,9± 12,7
p  <0,001 <0,001 ns <0,001 ns <0,01 
                   
 
Tab. 2: Plasmalipoproteinspiegel der Mäuse der Linie hLPL A5ko. TG: Triglyzeride, C: Cholesterol, ns: 
nicht signifikant. Die angegebenen Werte zeigen Mittelwert ± Standardabweichung der 10-20 untersuchten 
Tiere pro Genotyp. n: Tierzahlen pro jeweiligem Genotyp. Verhältnisse am ApoA5-Lokus: A5wt: Wildtyp-
Konstellation, A5het: heterozygot ApoA5-defizient, A5ko: homozygot ApoA5-defizient; Transgen: hLPL: 
humanes LPL-Transgen. 
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Die folgende Abbildung 5 zeigt graphisch die bei Expression humaner LPL beobachteten Effekte 

auf den TG-Spiegel im Plasma und der VLDL-Fraktion vor unterschiedlichem ApoA5-genetischen 

Hintergrund. 
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Abb. 5: Triglyzerid-Spiegel bei unterschiedlichem ApoA5-genetischen Hintergrund mit und ohne 
Überexpression humaner LPL. A: TG-Spiegel im Gesamtplasma, B: TG-Spiegel in der VLDL-Fraktion. 
Verhältnisse am ApoA5-Lokus: A5wt: Wildtyp-Konstellation, A5het: heterozygot ApoA5-defizient, A5ko: 
homozygot ApoA5-defizient; Transgen: hLPL: humanes LPL-Transgen. Die Daten zeigen Mittelwert und 
Standardabweichung der 10-20 untersuchten Tiere pro Genotyp; T-Test: **p<0,01, ***p<0.001. 
 
 
3.2 Tiermodell mit transgener ApoA5-Expression bei LPL-Defizienz 

Um weitere Erkenntnisse über die Interaktion zwischen ApoA5 und LPL zu erlangen, wurde eine 

weitere Mauslinie LPL A5tr ebenfalls aus zwei bereits beschriebenen Linien etabliert. Durch 

Verpaarung von ApoA5-Transgen tragenden Tieren mit Mäusen, die heterozygot für LPL (LPL1) 

sind, konnten die Auswirkungen von ApoA5-Überexpression bei LPL-Defizienz untersucht 

werden.  

3.2.1 PCR 

Für die Feststellung der Genotypen, die bei dieser Mauslinie entstehen können, waren zwei 

verschiedene PCRs nötig. 

Zur Differenzierung der Verhältnisse am Maus-LPL-Lokus wurde eine 3-Primer-PCR verwendet. 

Das normale Vorliegen beider Allele (LPL2) zeigt sich durch ein Fragment von 250 Bp, 

wohingegen die Defizienz mit dem Nachweis des Neomycin-Gens mit einem Fragment der Größe 

405 Bp angezeigt wird. Bei Mäusen mit heterozygoten Verhältnissen am LPL-Lokus (LPL1) ist 

folglich sowohl bei 250 Bp als auch bei 405 Bp eine Bande zu erkennen. Tiere mit homozygoter 

LPL-Defizienz (LPL0) würden dagegen nur ein Fragment von 405 Bp zeigen. 
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Der Nachweis von ApoA5 als Transgen gelang mit einer 2-Primer-PCR durch Amplifikation eines 

Fragments von 148 Bp, während bei dessen Fehlen die Tiere kein Transgen exprimierten. 

Die genutzten PCRs zur Genotypisierung dieser Linie fasst Abbildung 6 zusammen. 

 
 
          A                                                                                 B                
          LPL-PCR                                                                   ApoA5tr-PCR 
 
 
 
 
  
 405 Bp 
 
 250 Bp 
 148 Bp 
 
 
 
 
 
Abb. 6: PCRs zur Genotypisierung der Mäuse der Linie LPL A5tr. A: Knockout-PCR für die 
Bestimmung des Genotyps am Maus-LPL-Lokus: LPL2=250 Bp (mittlere Spur), LPL1=250 Bp und 405 Bp 
(rechte Spur). B: PCR zur Bestimmung des Transgens: ApoA5tr=148 Bp. 
 

3.2.2 Kreuzungsergebnisse 

Für die Untersuchung der Auswirkungen von transgener Überexpression von ApoA5 bei 

unterschiedlichem Hintergrund von LPL wurden LPL-heterozygote Männchen (LPL1) mit ApoA5- 

Transgen tragenden Weibchen verpaart. Eine direkte Kreuzung mit LPL-defizienten Tieren (LPL0) 

ist nicht möglich, da diese innerhalb von 24 Stunden postnatal versterben. Im zweiten Zuchtschritt 

werden nun LPL1-Mäuse ohne ApoA5-Transgen mit LPL1-Mäusen gekreuzt, bei denen das 

Transgen nachgewiesen wurde. Insgesamt ergaben sich aus 29 Würfen 158 Jungtiere, die bis ins 

Erwachsenenalter überlebten. Von den bei dem zweiten Zuchtschritt möglichen sechs Genotypen 

überlebten nur vier die postnatale Zeit, so dass sich deren theoretische prozentuale Verteilung im 

Erwachsenenalter bei LPL1-Mäusen von 25% auf 33,3% beziehungsweise bei LPL2-Tieren von 

12,5% auf 16,7% erhöhte. Die homozygot LPL-defizienten Tiere (LPL0) überlebten unabhängig 

von einer zur Hälfte wahrscheinlichen ApoA5-Transgen-Expression nicht.  

Den zweiten Kreuzungsschritt dieser Linie stellt Abbildung 7 dar. 
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2. Kreuzungsschritt 
                                         LPL1                                              LPL1 / A5tr 
                                                                 
 
                                       16,7% LPL2                           18,9% LPL2 / A5tr                              
                                       25,6% LPL1                           38,9% LPL1 / A5tr 
                                                   LPL0   †                                  LPL0 / A5tr   † 
 

 
Abb. 7: Kreuzungsergebnisse für Mäuse der Linie LPL A5tr. Prozentuale Verteilung der Mäuse im 
Erwachsenenalter nach dem 2.Kreuzungsschritt bei 158 Jungtieren aus 29 Würfen je entsprechendem 
Genotyp. Anzahl der Maus-LPL-Gene: LPL2=Wildtyp-Konstellation am Maus-LPL-Lokus, 
LPL1=heterozygotes Vorhandensein von LPL, LPL0=homozygote LPL-Defizienz; † Tiere mit LPL0 
versterben innerhalb von 24 Stunden postnatal. Transgen: A5tr: humanes ApoA5-Transgen. 
 

3.2.3 Lipoproteinprofil 

Zur Charakterisierung der Auswirkungen von transgener Überexpression von ApoA5 erfolgte auch 

hier die Erstellung eines Lipoproteinprofils nach einer Fastenzeit von 6 Stunden. Nach 

Bestimmung der TG- und Chol- Gehalte der Gesamtplasmen sowie der einzelnen Fraktionen 

wurden die zum Zeitpunkt der Untersuchung 9-14 Wochen alten Mäuse in Gruppen von 11-23 

Tieren pro Genotyp zusammengefasst und miteinander verglichen.  

Dabei zeigten sich signifikante Unterschiede bei den Gesamt- und VLDL- TG sowie im Chol- 

Gehalt der LDL-Fraktion. So führte eine Überexpression von ApoA5 unabhängig vom genetischen 

Hintergrund der LPL zu einer Senkung der TG im Gesamtplasma (LPL2: 117,3 mg/dl ± 21,4 

mg/dl; LPL2/A5tr: 98,0 mg/dl ± 20,5 mg/dl; p<0,05 und LPL1: 263,0 mg/dl ± 86,4 mg/dl; 

LPL1/A5tr: 202,7 mg/dl ± 82,3 mg/dl; p<0,05) und VLDL (LPL2: 65,9 mg/dl ± 12,2 mg/dl; 

LPL2/A5tr: 52,7 mg/dl ± 14,5 mg/dl; p<0,05 und LPL1: 170,3 mg/dl ± 61,9 mg/dl; LPL1/A5tr: 

128,0 mg/dl ± 55,3 mg/dl; p<0,05).  

Der Vergleich der TG von LPL1- und LPL2- Mäusen bestätigte die Ergebnisse früherer Studien, in 

denen eine heterozygote LPL-Defizienz zu einer Steigerung der TG in Plasma (LPL1: 263,0 mg/dl 

± 86,4 mg/dl; LPL2: 117,3 mg/dl ± 21,4 mg/dl; p<0,001) und VLDL-Fraktion (LPL1: 170,3 mg/dl 

± 61,9 mg/dl; LPL2: 65,9 mg/dl ± 12,2 mg/dl; p<0,001) führte. 

Trotz der Reduktion der TG durch transgenes ApoA5 war die Hypertriglyzeridämie bei 

verminderter Expression von LPL bei LPL1/A5tr- im Vergleich zu LPL2/A5tr- Mäusen weiterhin 

ausgeprägt (Gesamt-TG: LPL1/A5tr: 202,7 mg/dl ± 82,3 mg/dl; LPL2/A5tr: 98,0 mg/dl ± 20,5 

mg/dl; p<0,001; VLDL-TG: LPL1/A5tr: 128,0 mg/dl ± 55,3 mg/dl; LPL2/A5tr: 52,7 mg/dl ± 14,5 

mg/dl; p<0,001). 

Daneben zeigte sich ein Effekt von ApoA5-Überexpression in der LDL-Fraktion, deren Gehalt an 

Chol bei ApoA5-Transgen tragenden Tieren unabhängig von dem hier untersuchten genetischen 
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LPL-Hintergrund signifikant vermindert war (LPL2: 24,8 mg/dl ± 11,3 mg/dl; LPL2/A5tr: 16,1 

mg/dl ± 6,0 mg/dl; p=0,01; LPL1: 22,6 mg/dl ± 11,3 mg/dl; LPL1/A5tr: 15,6 mg/dl ± 6,2 mg/dl; 

p<0,05), wohingegen das Ausmaß der Expression von LPL keinen Einfluss auf LDL-Chol zu 

nehmen scheint. 

Eine Aufstellung der einzelnen Ergebnisse ist Tabelle 3 zu entnehmen. 

 
 n Gesamt-TG 

(mg/dl) 
VLDL-TG 
(mg/dl) 

Gesamt-C 
(mg/dl) 

VLDL-C 
(mg/dl) 

LDL-C 
(mg/dl) 

HDL-C 
(mg/dl) 

        
LPL2 11 117,3± 21,4 65,9± 12,2 131,4± 20,6 17,8± 5,9 24,8± 11,3 83,7± 22,8 
LPL2/A5tr 20 98,0± 20,5 52,7± 14,5 126,4± 3,7 21,4± 7,6 16,1± 6,0 71,8± 19,6 
P  < 0,05 < 0,05 ns ns 0,01 ns 
        
LPL1 16 263,0± 86,4 170,3± 61,9 149,2± 38,4 25,6± 8,0 22,6± 11,3 94,8± 24,1 
LPL1/A5tr 23 202,7± 82,3 128,0± 55,3 128,1± 27,0 22,3± 7,1 15,6± 6,2 85,3± 24,4 
p  < 0,05 < 0,05 ns ns < 0,05 ns 
        
 
Tab. 3: Plasmalipoproteinspiegel der Mäuse der Linie LPL A5tr. TG: Triglyzeride, C: Cholesterol, ns: 
nicht signifikant. Die angegebenen Werte zeigen Mittelwert ± Standardabweichung der 11-23 untersuchten 
Tiere pro Genotyp. n: Tierzahlen pro jeweiligem Genotyp. Anzahl der Maus-LPL-Gene: LPL2=Wildtyp-
Konstellation am Maus-LPL-Lokus, LPL1=heterozygotes Vorhandensein von LPL; Transgen: A5tr: 
humanes ApoA5-Transgen. 
 
Die folgende Abbildung 8 stellt die signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten 

Genotypen innerhalb des Gesamtplasmas und der VLDL-Fraktion graphisch dar. 
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Abb. 8: Triglyzerid-Spiegel bei unterschiedlichem genetischen Hintergrund für LPL mit und ohne 
Überexpression von ApoA5. A: TG-Spiegel im Plasma. B: TG-Spiegel in der VLDL-Fraktion. Die Daten 
geben jeweils Mittelwert und Standardabweichung der 10-23 Tiere pro untersuchtem Genotyp an; T-Test: 
*p<0,05. Anzahl der Maus-LPL-Gene: LPL2=Wildtyp-Konstellation am Maus-LPL-Lokus, 
LPL1=heterozygotes Vorhandensein von LPL, LPL0=homozygote LPL-Defizienz; † Tiere mit LPL0 
versterben innerhalb von 24 Stunden postnatal. Transgen: A5tr: humanes ApoA5-Transgen. 
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3.3 Abbaustudie mit radioaktiv markierten VLDL-Triglyzeriden 

Ziel dieser Untersuchung war es, festzustellen, ob ApoA5 in der Lage ist, den VLDL-Turnover 

unabhängig von der plasmatischen Hydrolyse durch LPL zu steigern. Dazu wurde ein Versuch 

durchgeführt, bei dem die Wirkung einer fehlenden Aktivität von LPL auf den Plasmaspiegel von 

VLDL-TG sowie deren Aufnahme in Organe bei ApoA5-Transgen tragenden Tieren untersucht 

und mit Wildtyptieren verglichen werden kann. Den Mäusen beider nach Genotyp 

zusammengefassten Gruppen wurde jeweils zur Hälfte THL injiziert, das bereits in kleinen 

Konzentrationen die LPL inhibiert. Zwei Minuten später erfolgte bei allen Tieren die Injektion von 

in vivo radioaktiv markierten ApoA5-defizienten 3H-TG-VLDL, deren Aktivität im Plasma durch 

Blutentnahmen nach weiteren 2, 5 und 10 min sowie in mehreren Organen nach der letzten 

Blutentnahme bestimmt wurde. Die in den Organen bestimmten Aktivitäten wurden für bessere 

Vergleichsmöglichkeiten bei Wildtyptieren, denen kein THL gespritzt wurde, gleich 100% gesetzt. 

Die bei den anderen Gruppen gemessenen Werte konnten dazu ins Verhältnis gebracht werden. Zur 

Auswertung der Plasmaproben wurde jeweils die Aktivität bei der ersten Blutentnahme nach 2 min 

gleich 100% gesetzt und deren Verlauf pro beobachtete Gruppe dargestellt.  

3.3.1 Plasmatische Clearance von 3H-TG-VLDL  

Es zeigte sich bei beiden untersuchten Genotypen ohne die vorherige Injektion von THL eine 

anhaltende Abnahme der Aktivität im Plasma über den gesamten Beobachtungszeitraum, wobei der 

VLDL-Katabolismus bei ApoA5-Transgen tragenden Tieren schneller war (bei 10 min: ApoA5wt: 

58± 14%, hApoA5tr: 39± 13%; p<0,05). Unter den Tieren, deren LPL mit THL zuvor inhibiert 

worden war, kam es unabhängig vom genetischen Hintergrund nach der ersten Blutentnahme zu 

nahezu keiner Abnahme der Aktivität im Plasma mehr, wobei die Unterschiede zwischen den 

Genotypen aufgehoben waren (bei 10 min: ApoA5wt: 92± 28%, hApoA5tr 97± 45%). Die Graphik 

zeigt den zeitlichen Verlauf der plasmatischen Aktivität der 3H-TG-VLDL in Prozent der 2-

Minuten-Aktivität. 
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Abb. 9: Plasmatische Clearance von ApoA5-defizienter Maus-VLDL in ApoA5-Wildtyp- und ApoA5-
Transgen- Tieren. A: 3H-TG-VLDL-Clearance ohne vorherige Zugabe von THL. B: VLDL-Clearance nach 
vorheriger Zugabe von THL. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung, T-Test: *p<0,05. 
 

3.3.2 Organaufnahme von 3H-TG-VLDL 

Die Tiere mit transgener Expression von ApoA5 hatten im Vergleich zu Wildtyp-Tieren eine 

vermehrte Aufnahme der  VLDL-TG in allen untersuchten Organen, wobei sich in Herz (p=0,001), 

Muskel und Fettgewebe (p<0,05) signifikante Unterschiede boten.  

Unter den betrachteten Wildtyp-Tieren wiesen jene mit vorheriger Injektion von THL eine im 

Mittel um 35% geringere Aufnahme der markierten TG im Herzen auf (p<0,05). Auch im Muskel 

wurden geringere Aktivitäten gemessen, der Unterschied war jedoch nicht signifikant. 

Durch Injektion von THL kam es auch vor ApoA5-transgenen genetischem Hintergrund zu einer 

signifikanten Reduktion der Aktivitätsaufnahme im Herzen um 37% (p<0,05) und im Muskel um 

43% (p<0,01). Bei Vergleich beider Genotypen waren nach THL-Injektion die Unterschiede in den 

Organaufnahmen bis auf die Aktivität im Herzen aufgehoben.  

In Lunge, Leber und Milz zeigten sich sowohl unter den untersuchten Genotypen als auch nach 

THL-Injektion keine signifikanten Veränderungen. 
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Abb. 10: Organaufnahme von ApoA5-defizienter Maus-VLDL in ApoA5-Wildtyp- und ApoA5- 
Transgen- Tieren. A: Aufnahme von 3H-TG-VLDL ohne vorherige Zugabe von THL. B: Aufnahme nach 
vorheriger Zugabe von THL. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung in Prozent ApoA5wt von 
jeweils 6 untersuchten Tieren pro Genotyp, T-Test: *p<0,05, **p<0,01. 
 
 
 
 
 

Milz Fett Muskel Herz
0

50

100

150

200

250

300

350
ApoA5 wt
hApoA5 tr

VLDL in

A

*

*

**

VL
D

L 
(%

 A
po

A
5 

w
t c

pm
)

Milz Fett Muskel Herz
0

50

100

150

200

250

300

350 ApoA5 wt
hApoA5 trVLDL+THL in

B

*

VL
D

L 
(%

 A
po

A
5 

w
t c

pm
)

35 



Diskussion 

4 Diskussion 
 
Ziel dieser Arbeit war es, die Interaktionen zwischen ApoA5 und LPL in vivo zu untersuchen. 

Sowohl für ApoA5 als auch für LPL ist es in der Vergangenheit gelungen, ihre wichtige Rolle im 

Lipidstoffwechsel bei Mensch und Tier anhand von Versuchen sowie tierexperimentellen und 

epidemiologischen Studien zu belegen. Neben der schon seit längerem bekannten TG-senkenden 

Funktion der LPL (Brunzell u. Deeb 2001) ist eine derartige Funktion auch für das vor kurzem 

entdeckte Apolipoprotein ApoA5 beschrieben worden (Pennacchio et al. 2001). Der Mechanismus, 

über den ApoA5 in der Lage ist, die TG zu senken, ist dabei bis heute nicht genau geklärt. 

Vorstellbar sind Inhibitionen der intestinalen Absorption von Chylomikronen oder auch der 

hepatischen VLDL-Produktion, wie auch ein gesteigerter Metabolismus dieser Partikel. Nicht 

zuletzt wären auch kombinierte Effekte zur Senkung der TG durch ApoA5 denkbar. Ein direkter 

Effekt von ApoA5 auf die intestinale Lipidresorption wurde bislang nicht gezeigt und ist auch 

aufgrund der fehlenden intestinalen Expression eher unwahrscheinlich. Auch die Beobachtung, 

dass es durch adenoviral-vermittelte Überexpression von ApoA5 zu einer um 30% verminderten 

VLDL-Produktionsrate kam (Schaap et al. 2004), konnte in weiteren Studien nicht bestätigt werden 

(Fruchart-Najib et al. 2004). Im Gegensatz dazu waren die Beobachtungen hinsichtlich des 

Katabolismus einheitlich. Die transgene oder adenoviral-vermittelte Überexpression führte in zwei 

neueren Studien zu einem gesteigerten Katabolismus von VLDL (Fruchart-Najib et al. 2004, 

Schaap et al. 2004). Diese Ergebnisse lassen eine Wirkung des ApoA5 über eine gesteigerte 

Effizienz der plasmatischen TG-Hydrolyse vermuten. Da LPL als zentrales Enzym im Stoffwechsel 

der Lipoproteine hierbei eine entscheidende Rolle spielt, sind Interaktionen zwischen ApoA5 und 

LPL durchaus denkbar und könnten zur Klärung des Mechanismus, über den ApoA5 zur Senkung 

der TG-Spiegel im Plasma führt, beitragen.  

 

Zur Untersuchung der Abhängigkeit der Funktion des ApoA5 von dem Vorhandensein aktiver LPL 

wurde eine Abbaustudie mit Mäusen durchgeführt, die humanes ApoA5 als Transgen exprimieren. 

Zu diesem Zweck wurde 3H-TG-VLDL mit Hilfe von ApoA5-defizienten Tieren in vivo gewonnen 

und den ApoA5tr-Tieren injiziert. Bei der Hälfte der untersuchten Mäuse war deren LPL zuvor mit 

Tetrahydrolipstatin (THL) inhibiert worden. Die Auswertung der plasmatischen Clearance der 

markierten TG-VLDL sowie deren Organaufnahme zeigten deutlich, dass für den durch ApoA5 

signifikant gesteigerten Turnover von VLDL-TG das Vorhandensein aktiver LPL in vivo eine 

prinzipielle Voraussetzung ist.  

 

Um die Interaktion zwischen ApoA5 und LPL in vivo weiter untersuchen zu können, wurden  zwei 

neue Mausmodelle etabliert: 

Beim ersten Modell konnte durch Einkreuzen des humanen LPL-Gens (Levak-Frank et al. 1995) in 

ApoA5-defizienten Hintergrund (Pennacchio et al. 2001) der Effekt von überexprimierter LPL bei 

36 



Diskussion 

verschiedenen Verhältnissen am ApoA5-Gen-Lokus beobachtet werden. Hierzu wurden TG- und 

Chol- Gehalt im Gesamtplasma sowie in den einzelnen Lipoproteinfraktionen nach einer Fastenzeit 

von 6 Stunden bestimmt und die Werte der nach Genotyp zusammengefassten Gruppen 

miteinander verglichen. Dabei zeigte sich eine signifikante Reduktion der Plasma- und VLDL- TG 

sowohl bei ApoA5-defizienten, heterozygoten als auch Wildtyp-Tieren. Gesteigerte LPL-Aktivität 

war hierbei in der Lage, die Hypertriglyzeridämie bei ApoA5-defizienten Tieren komplett zu 

normalisieren, indem es die TG im Plasma um 69% und die in der VLDL-Fraktion um 78% senkte. 

Zur Etablierung einer zweiten Mauslinie mit umgekehrten Verhältnissen wurden Tiere mit 

Expression des humanen ApoA5-Transgens (Pennacchio et al. 2001) mit LPL-defizienten Tieren 

(Weinstock et al. 1995) gekreuzt. Es zeigte sich bei der Auswertung der Zuchten zunächst, dass 

ApoA5 die homozygot LPL-defizienten Tiere nicht vor dem neonatalen Tod bewahren konnte. Bei 

den Untersuchungen der Lipoproteinprofile der verbleibenden 4 Genotypen war eine signifikante 

Reduktion der TG-Spiegel in Plasma- und VLDL- Fraktion festzustellen. Vor heterozygotem LPL-

defizientem Hintergrund kam es zu einer Senkung der TG im Plasma um 23% und in der VLDL-

Fraktion um 25%. Die durch ApoA5 vermittelten Effekte sind demnach durch geringe LPL-

Konzentrationen limitiert.  

Beide Mausmodelle zusammen sowie die Abbaustudie an ApoA5-transgenen Mäusen unterstützen 

die These, dass die durch ApoA5 vermittelten Effekte auf die plasmatischen TG-Spiegel wie sie 

bereits vielfach beschrieben und auch in dieser Arbeit bestätigt wurden, vom Vorhandensein von 

LPL in vivo abhängig sind, wobei letzterer eine zentrale Rolle im Katabolismus TG-reicher 

Lipoproteine zugeschrieben wird. ApoA5 ist folglich nicht selber in der Lage, über eine eigene 

Hydrolyse von TG-reichen Lipoproteinen auf die TG-Spiegel im Plasma Einfluss zu nehmen, 

sondern steigert lediglich die Funktionen des natürlichen lipolytischen Systems. 

Der Mechanismus, über den diese Interaktion zwischen ApoA5 und LPL zu einer gesteigerten 

Hydrolyse von TG führt, bleibt dabei unklar. Es wären dabei verschiedene Ansätze denkbar. Zum 

einen könnte ApoA5 über eine direkte Modulation der LPL-Aktivität die Hydrolyserate des 

Enzyms steigern, zum anderen wären aber auch indirekte Effekte möglich. So könnten 

Veränderungen in der Produktionsrate oder auch der Plasmaspiegel von anderen Apolipoproteinen 

die Effekte erklären. Derartige Vermutungen wurden bereits aufgestellt, wobei aber eine 

wenigstens in Teilen unabhängige Funktion des ApoA5 postuliert wurde (Baroukh et al. 2004, 

Pennacchio et al. 2001, Schaap et al. 2004). In diesem Rahmen wäre es möglich, dass ApoA5 TG-

reiche Lipoproteine zum Ort der Hydrolyse entsprechend der endothelial gebundenen LPL leitet 

und/oder dort die Bindung der Lipoproteine an die LPL oder an HSPG, an die wiederum LPL 

bindet (Olivecrona et al. 1995), verstärkt. Derartige Ligandenfunktionen, wie sie auch bei anderen 

Apolipoproteinen auftreten, könnten damit die plasmatische  Hydrolyse von TG oder auch die 

Aufnahme von Remnants ins Gewebe verstärken.  
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Neben diesen Wirkungen von ApoA5 auf den TG-Metabolismus zeigten sich auch Effekte auf dem 

Chol-Gehalt der LDL-Fraktion. So führte die transgene Überexpression von ApoA5 unabhängig 

von dem untersuchten LPL-genetischen Hintergrund im zweiten Mausmodell bei den überlebenden 

Tieren zu einer signifikanten Reduktion des LDL-Chol-Spiegels, bei heterozygoter LPL-Defizienz 

um 31% und bei Wildtypverhältnissen am LPL-Lokus um 35%. Eine derartige Beeinflussung auf 

dem Chol-Metabolismus wurde auch im erstem Mausmodell bestätigt. Hier kam es bei 

homozygoter ApoA5-Defizienz zu einem signifikanten Anstieg des Chol-Gehalts in der LDL-

Fraktion um 79% im Gegensatz zu Wildtyp-Tieren. Auch bei der Betrachtung der entsprechenden 

genetischen Hintergründe mit LPL-Überexpression zeigte sich eine wenn auch nicht signifikante 

Steigerung des LDL-Chol um 43%. Diese Chol-senkenden Effekte von ApoA5 auf die LDL-

Fraktion in vivo sind scheinbar von der Menge der zur Verfügung stehenden LPL unabhängig. Es 

sind verschiedene Erklärungsmöglichkeiten denkbar. Zum einen könnte eine verminderte 

Produktion von LDL-Chol zu derartigen Effekten führen, was jedoch eher unwahrscheinlich 

scheint angesichts der Beobachtungen, dass bei einem durch ApoA5 vermittelten gesteigerten 

VLDL-Katabolismus sogar eher mehr Vorstufen für die Synthese von LDL zur Verfügung stünden. 

Auf der anderen Seite würde auch ein vermehrter LDL-Katabolismus mit verringertem LDL-Chol 

einhergehen. Eine bei verstärkter Hydrolyse von TG beschriebene gesteigerte Durchlässigkeit des 

Endothels für LDL würde zwar zu einer Reduktion des LDL-Chol führen. Dieser Mechanismus 

wäre jedoch von der hydrolytischen Funktion der LPL abhängig, wohingegen die Beobachtungen 

in den beiden Mausmodellen keinen Zusammenhang mit einer LPL-Interaktion vermuten lassen. 

Stattdessen würde sich eine vermehrte LDL-Clearance auch durch eine gesteigerte Expression des 

LDL-Rezeptors in der Leber oder eine Beeinflussung des LDL-Rezeptors erklären lassen. Da 

ApoA5 selbst kaum auf der Oberfläche von LDL vorkommt, ist eine direkte Interaktion mit dem 

Rezeptor im Sinne einer Ligandenfunktion eher unwahrscheinlich. Dagegen könnte ApoA5 über 

eine Wechselwirkung mit ApoB100 die Endozytose von LDL über den LDL-Rezeptor deutlich 

steigern und damit die bei verschiedenem ApoA5-genetischen Hintergrund beobachteten Effekte 

erklären. Da jedoch keine Untersuchungen an homozygot LPL-defizienten Tieren (LPL0) möglich 

waren und dementsprechend auch bei allen getesteten Mäusen LPL exprimiert wurde, kann ein 

zumindest in Teilen LPL-vermittelter Mechanismus nicht ausgeschlossen werden. Weitere 

Untersuchungen an LDL-Rezeptor-defizienten Mäusen könnten in diesem Zusammenhang 

Aufschluss bieten. 

 

Es bestätigten sich in den Versuchen die wichtige Rolle von sowohl ApoA5 als auch LPL in der 

Pathogenese der Atherosklerose. Die Überexpression von LPL führte zu einer signifikanten 

Reduktion der TG-Spiegel im Plasma und damit zu einem eher antiatherogenen Lipidprofil, auch 

wenn der Effekt auf den HDL-Chol-Gehalt nur vor ApoA5-defizientem Hintergrund signifikant in 

Erscheinung trat. Hier bestätigte sich die inverse Korrelation zwischen Plasma-TG und HDL-Chol. 
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Eine Erklärung hierfür könnte das vermehrte Vorhandensein von im VLDL-Katabolismus 

entstehenden Ausgangsstoffen für die HDL-Synthese sein.  

 

Auch die durch ApoA5 gesteigerte Effektivität der TG-Hydrolyse durch LPL trägt zur Senkung der 

TG-Spiegel im Plasma bei. Unabhängig von LPL scheint ApoA5 daneben auch über die Senkung 

des LDL-Chol-Gehalts antiatherogene Eigenschaften zu besitzen. Über die Modulation von 

Aktivität oder Expression von LPL oder auch ApoA5 bieten sich damit mögliche Ansätze, der 

Entstehung und dem Voranschreiten von atherosklerotischen Gefäßveränderungen und so auch 

dem Risiko für koronare Herzkrankheit (KHK) klinisch entgegenzuwirken.  

 

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse bieten neue Aspekte zum Verständnis der Rollen 

von ApoA5 und LPL im Fettstoffwechsel. Insbesondere konnten weitere Einblicke in den von der 

LPL kontrollierten TG-Metabolismus gewonnen werden. Die Untersuchungen zur Interaktion 

zwischen ApoA5 und LPL in vivo haben damit auch einen Beitrag zur Klärung der Pathogenese 

von Familiärer Kombinierter Hyperlipoproteinämie (FCHL) und Atherosklerose geleistet. 
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5 Zusammenfassung 
 
Die zentrale Rolle der Lipoproteinlipase (LPL) im Metabolismus der triglyzeridreichen 

Plasmalipide ist bereits lange bekannt. Ein neu entdecktes Apolipoprotein ApoA5 scheint die 

Plasma-TG-Spiegel ähnlich stark zu beeinflussen. In einer früheren Arbeit führte eine 

Überexpression von ApoA5 zu einer Senkung der Plasma-TG auf etwa ein Drittel derer der 

Kontrollgruppe, wohingegen bei homozygot ApoA5-defizienten Tieren eine Vervierfachung 

beobachtet wurde (Pennacchio et al. 2001). Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, welche Rolle 

Interaktionen zwischen ApoA5 und LPL in vivo bei den durch unterschiedliche ApoA5-Expression 

nachgewiesenen Effekten spielen.  

In einer Abbaustudie mit radioaktiv markierten 3H-VLDL-TG konnte die Abhängigkeit der 

Funktion des ApoA5 von dem Vorhandensein aktiver LPL bei ApoA5-transgenen Tieren 

untersucht und mit Wildtyp-Tieren verglichen werden. Bei der Hälfte der untersuchten Mäuse war 

die mauseigene LPL zuvor pharmakologisch mit Tetrahydrolipstatin (THL) inhibiert worden. Die 

Auswertung der plasmatischen Clearance der markierten TG-VLDL sowie deren Organaufnahme 

zeigten deutlich, dass für den durch ApoA5 signifikant gesteigerten Turnover von VLDL-TG das 

Vorhandensein aktiver LPL in vivo Voraussetzung war.  

Um weitere Erkenntnisse zur Interaktion zwischen ApoA5 und LPL unter physiologischen 

Bedingungen zu erlangen, wurden zwei neue Mauslinien etabliert und deren Lipoproteinprofile 

nach einer Fastenzeit von 6 Stunden untersucht. 

Das erste Mausmodell entstand durch Einkreuzen humaner LPL vor ApoA5-defizientem 

Hintergrund (hLPL A5ko). Durch die Überexpression humaner LPL kam es bei homozygot 

ApoA5-defizienten Tieren zu einer Normalisierung der TG-Spiegel, wobei der TG-Gehalt 

signifikant im Plasma um 69% und in der VLDL-Fraktion um 78% reduziert war. 

Zur Etablierung der zweiten Mauslinie wurde das humane ApoA5-Transgen in LPL-defiziente 

Tiere eingekreuzt (LPL A5tr). Die Überexpression von ApoA5 war jedoch nicht in der Lage, 

homozygot LPL-defiziente Tiere vor dem neonatalen Tod zu bewahren. Untersuchungen der 

überlebenden Genotypen zeigten einen senkenden Effekt von humanem ApoA5 auf die TG-

Spiegel. Daneben waren unabhängig von den hier untersuchten Verhältnissen am LPL-Lokus durch 

ApoA5 vermittelte verringerte LDL-Chol-Spiegel zu beobachten. 

Die vorliegenden Daten zeigen also, dass ApoA5 die Plasma-Triglyzeridspiegel zwar stark 

beeinflussen, seine Funktion jedoch nur in Anwesenheit aktiver LPL ausüben kann. Andersherum 

kann eine verstärkte LPL-Aktivität einen Mangel an ApoA5 vollständig kompensieren. Diese 

Ergebnisse zur Interaktion zwischen ApoA5 und LPL in vivo haben damit weiter zur Klärung der 

Funktion beider Proteine in der Pathogenese von FCHL und Atherosklerose beitragen können. 
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