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Arbeitshypothese und Fragestellung

1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Chylomikronen gehéren sowie die Very Low Density Lipoproteins (VLDL) zu den
triglyceridreichen Lipoproteinen (TRL). Sie transportieren die Nahrungsfette im Blut,
wo die endothelstandige Lipoprotein Lipase (LPL) die Triglyzeride der Partikel
hydrolysiert. Die nach der Hydrolyse mit Apolipoprotein(Apo) E angereicherten
Remnants werden anschlieend in die Leber aufgenommen. ApoE vermittelt die
Remnants-Aufnahme durch die Bindung an hepatische Lipoprotein Rezeptoren,
insbesondere das Low Density Lipoprotein (LDL) Receptor Related Protein 1 (LRP1)
und den LDL-Rezeptor. Nach Rezeptor vermittelter Aufnahme von Remnants in die
Leber stellt sich der intrazellulare Weg relativ komplex dar. Im Gegensatz zum
klassischen, lysosomalen Abbau der LDL werden nicht alle Komponenten der
endozytierten TRL-Partikel degradiert. ApoE wird nicht lysosomal abgebaut, sondern
wird - induziert durch High Density Lipoprotein (HDL)- in das extrazellulare Milieu re-
sezerniert. Mit Hilfe von Pulse-Chase Experimenten und der konfokalen
Lebendzellmikroskopie konnte gezeigt werden, dass ein intrazellularer Komplex aus
ApoE, Cholesterin und ApoAl gebildet wird, der im weiteren Verlauf in das Medium
abgegeben wird. Die Bedeutung der Lipoproteinrezeptoren fur das Recycling ist

bislang unklar.

Ziel der anzufertigenden Doktorarbeit ist es, die Bedeutung und die intrazellulare

Lokalisation von LRP1 wahrend des HDL-induzierten-Recyclings zu untersuchen.
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2 Einleitung

2.1 Lipoproteine

Lipide sind zusammen mit den Kohlenhydraten und den Proteinen wichtige
Bestandteile der menschlichen Nahrung und die wichtigsten Energielieferanten des
Organismus. Der Lipidtransport zu den Geweben erfolgt mit dem Blut.

Wahrend Fettsduren durch Transportproteine wie Albumin im wassrigen Milieu des
Blutes transportiert werden kdnnen, werden Lipide wie Triglyzeride, Phospholipide
und Cholesterin in Form von mizellendhnlichen Partikeln aus Lipiden und Proteinen
transportiert: den Lipoproteinen.

Man unterscheidet mehrere Lipoproteinklassen, die anhand ihrer Grof3e, Dichte und
Zusammensetzung in funf Gruppen unterteilt werden kénnen: Chylomikronen, Very
Low Density Lipoproteins (VLDL), Intermediate Density Lipoproteins (IDL), Low
Density Lipoproteins (LDL) und High Density Lipoproteins (HDL). Lipoproteine
bestehen aus einem hydrophoben Lipidkern, der hauptsachlich Triglyzeride und
Cholesterinester enthalt, sowie einer amphiphatischen Oberflache aus
Phospholipiden und Cholesterin. Eingelagert in diese Oberflache sind spezielle
Proteine, die Apolipoproteine (Apo). Apolipoproteine sind wichtig fir die strukturelle
Integritat der Lipoproteine, sie dienen als Kofaktoren in enzymatischen Reaktionen
und als Liganden fur Lipoproteinrezeptoren und regulieren somit den Metabolismus
der Lipoproteine. Das humane Plasma beinhaltet ungefahr zwo6lf verschiedene
Apolipoproteine, die in funf Hauptgruppen zusammengefasst werden (A, B, C, D und
E) die wiederum in weitere Untergruppen unterteilt werden, z.B. ApoAl, ApoAll,
ApoCll usw. (Havel und Kane, 2001).

Der Stoffwechsel der Lipoproteine wird in einen exogenen (postprandialen), einen
endogenen und einen reversen Cholesterintransport unterteilt. Der exogene
transportiert die mit der Nahrung aufgenommenen Lipide, der endogene ist fur den
Transport der in der Leber produzierten Lipide zustdndig. Beim reversen
Cholesterintransport handelt es sich um den Ricktransport des Cholesterins aus der

Peripherie des Organismus zurlck zur Leber.



Einleitung

2.1.1 Postprandialer Lipidstoffwechsel

Der grof3te Teil der mit der Nahrung aufgenommenen Lipide sind Triglyzeride. Es
werden zudem Cholesterin, Phospholipide und lipidlésliche Vitamine aufgenommen.
Die Triglyzeride verbinden sich im Lumen des Dinndarms mit Gallensduren zu
kleinen Mizellen, die durch die Pankreaslipase hydrolysiert werden. Die dabei
entstehenden freien Fettsduren und Monoazylglyzeride werden  Uber
Fettsauretransporter wie das Fatty-Acid Transport Protein 4 (FATP4) in die Zellen
aufgenommen (Stahl et al., 1999). Das Cholesterin wird getrennt von den aus den
Triglyzeriden generierten Fettsduren (Uber einen anderen Mechanismus
aufgenommen, der durch das Niemann-Pick Cl-like Protein 1 vermittelt wird
(Altmann et al., 2004). In den Enterozyten werden die Fettsduren zu Triglyzeriden re-
verestert und diese dann zusammen mit Cholesterinestern, Phospholipiden und
lipidléslichen Vitaminen sowie Apolipoproteinen (ApoB48, ApoA-I, ApoA-1V) zu
Triglyzerid-reichen Chylomikronen komplexiert. Diese werden dann in die Lymphe
abgegeben und gelangen schliel3lich Uber den Ductus Thoracicus unter Umgehung
der Leber im Blutkreislauf.

In den Kapillaren des Fett- und Muskelgewebes werden die Chylomikronen von der
endothelstéandigen LPL hydrolysiert. LPL ist ein dimeres Glykoprotein welches
zusammen mit der hepatischen Lipase und der Endothellipase zu der Gruppe der
Triglyceridlipasen gehort. Die Orte ihrer Hauptsynthese sind das Herz, die
Muskulatur und das Fettgewebe. Nach deren Synthese wird LPL zur luminalen Seite
der Gefalle transportiert, wo sie vermittelt Uber Heparin-bindende Doménen mit
Plasmamembran-assoziierten Heparansulfaten der Endothelzellen gebunden wird
(Goldberg, 1996). Fir ihre maximale Enzymaktivitdt bendtigt sie sowohl in vivo als
auch in vitro das aus der HDL auf die Chylomikronen transferierte ApoCll (LaRosa et
al.,, 1970, Havel et al.,, 1973, Breckenridge et al., 1978). Die LPL-vermittelte
Hydrolyse wird durch verschiedene Proteine beeinflusst, wobei u.a. gezeigt werden
konnte, dass ApoAV ein wichtiger Modulator fir die katalytische Funktion der LPL ist
(Merkel und Heeren, 2005).

Wahrend der Hydrolyse findet ein Austausch von Lipiden und Apolipoproteinen statt,
insbesondere mit HDL. Der Lipid-Austausch der Kernkomponenten wird vom
Cholesterinester Transfer Protein (CETP) katalysiert. Fur den weiteren Stoffwechsel

der Chylomikronen ist von besonderer Bedeutung, dass ApoE aus der HDL-Fraktion
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auf die entstehenden kleineren Chylomikronen Remnants (CR) Ubertragen werden.
Es wurde sowohl bei Tieren als auch bei Menschen gezeigt, dass LPL nach der
Hydrolyse mit CR assoziiert und zusammen mit ApoE die schnelle Aufnahme in die
Leber vermittelt (Xiang und Rensing, 1999, Heeren et al., 2002, Zheng et al., 2006).
Der postprandiale Lipoproteinstoffwechsel ist schematisch in der Abbildung 1

zusammengefasst.

oral fat intake

\
\
®
) ) CM HDL
Lipoprotein
Lipase

Abb. 1 Der exogene Lipoproteinstoffwechsel

Die Nahrungslipide werden im Darm mit ApoB48 (blauer Kringel) zu Chylomikronen (CM) komplexiert.
Im Blut werden die Triglyzeride der Chylomikronen durch die Aktivitat der Endothel-sténdigen LPL
(rotes Quadrat) hydrolysiert. Bei der Hydrolyse wird ApoE aus der HDL auf die entstehenden CR
Ubertragen. Nachdem ca. 50% der Triglyzeride am Endothel des Muskel- bzw. Fettgewebes
hydrolysiert wurden, 16st sich LPL von den Proteoglykanen (schwarze Baumchen) der Endothelzellen
ab und assoziiert mit den entstandenen CR. Die so mit ApoE und LPL angereicherten CR werden
schnell und effizient Giber Rezeptor-vermittelte Endozytose in die Leber und den Knochen (hier nicht
gezeigt) aufgenommen.

Fur die Erkennung der Partikel durch Leberzellen und deren Aufnahme ist ApoE
zusammen mit LPL zustandig. In vitro Studien zeigten, dass zusammen mit LPL
auch die hepatische Lipase (HL) eine Rolle bei der Aufnahme der CR durch die
Leberzellen spielt (Krapp et al., 1996). Die Aufnahme der CR in Leberzellen erfolgt in
zwei Schritten. Zuerst werden sie im Dissé-Raum mit Heparan Sulfat Proteoglykanen
(HSPG) assoziiert (Mahley et al. 1999) und werden weiter von den Lipasen abgebaut
(Beisiegel et al., 1991, Mulder et al., 1993, Ji et al., 1994, Shafi et al.,, 1994). Im
zweiten Schritt binden die CR mit Hilfe von ApoE sowie LPL und HL an ihren

Rezeptor und werden internalisiert (Mahley, 1996). Das erfolgt Uber den LDL-
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Rezeptor (Ishibashi et al., 1994, Mahley und Ji, 1999), das LRP1 (Beisiegel et al.,
1989, Rohlmann et al., 1998, Heeren et al., 2002, Verges et al., 2004) und zeitlich
verzogert tber HSPG allein (Fuki et al., 1997).

2.1.2 Endogener Stoffwechselweg

Die Leber ist das zentrale Stoffwechselorgan und versorgt den Organismus mit
Lipiden. Das geschieht Uber in der Leber produziertes VLDL. Jedes VLDL-Partikel
enthalt ein Molekul ApoB100, ApoE und kleine Mengen von ApoC (Havel und Kane,
2001).

Die VLDL-Partikel werden Uber den Dissé-Raum der Leber direkt ins Blut sezerniert.
Im Blut bekommen sie noch weitere ApoE und ApoC Molekiile von HDL. AuRerdem
werden -.vermittelt durch CETP - Triglyzeride im Austausch gegen freies Cholesterin
auf HDL Ubertragen. Am Endothel werden sie ahnlich wie die Chylomikronen aus
dem Darm mittels der LPL hydrolysiert. Wahrend der Hydrolyse werden
Phospholipide, vermittelt durch Phospholipid Transfer Protein (PLTP), und ApoC-
Molekiule zu HDL transportiert. Nach der Hydrolyse verbleiben kleine
Lipoproteinpartikel, die reich an Cholesterinester und ApoE sind: die VLDL-
Remnants. Sie werden entweder &hnlich wie CR von der Leber aufgenommen oder
weiter durch HL hydrolysiert. So entstehen IDL, die bedingt durch ihren hohen ApoE-
Anteil Uber den LDL-Rezeptor wieder in die Leberzellen aufgenommen werden.
Alternativ kdnnen IDL nach weiterer Hydrolyse und Lipidtransfer zu LDL werden.
Dabei kommt es zu einem Verlust des ApoE-Anteils und zu einer CETP-vermittelten
Cholesterinanreicherung aus HDL.

Die cholesterinreichen LDL-Partikel entstehen nicht nur durch Delipidierung von
VLDL- Partikeln, sondern kdnnen auch direkt von der Leber sezerniert werden (Gaw
et al., 1995). Sie enthalten als einziges Apolipoprotein ein Molekil ApoB100. Der
grof3te Teil von LDL wird von der Leber katabolisiert. Ein Teil allerdings gelangt in die
peripheren Gewebe. Dort wird das Cholesterin von Zellen aufgenommen und fir den
Aufbau von Zellmembranen, die Synthese von Steroidhormonen, Vitamin D und
weitere Stoffwechselprozesse verwendet (Havel und Kane, 2001).

Die Aufnahme der LDL Partikel sowohl in hepatisches als auch in extrahepatisches
Gewebe erfolgt Gber den LDL-Rezeptor durch die Bindung von ApoB100 (Brown und
Goldstein, 1986).
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2.1.3 Reverser Cholesterintransport

Obwohl das Cholesterin essentiell fur die Zellen ist, wirkt es im Uberfluss toxisch. Die
peripheren Zellen konnen die Cholesterinstruktur nicht abbauen und somit sind sie
auf einen Transportweg angewiesen, der das Cholesterin von der Peripherie zur
Leber transportiert. Als Transportmolekdl dient HDL. In der Leber angekommen, wird
Cholesterin entweder direkt mit der Gallenflissigkeit oder nach Umwandlung in

Gallensauren in den Darm ausgeschieden (Russell, 2009).

HDL besteht bis zu 70 Prozent aus ApoAl. Das native HDL wird hauptsachlich von
der Leber und dem Darm in Form eines lipid- und cholesterinarmen Lipoproteins
sezerniert. Diese Partikel werden noch mit Cholesterin und Phospholipiden
angereichert. Dies geschieht sowohl Uber den Transport von
Oberflachenkomponenten von Chylomikronen und VLDL wéhrend der LPL-
regulierten Hydrolyse im Plasma als auch mittels verschiedener Transportproteine
direkt Gber die peripheren Zellen. Als solche sind bis heute der ATP Binding Cassette
Transporter A1 (ABCAl), der ATP Binding Cassette Transporter G1 (ABCG1)
(Gelissen et al., 2006) und der Scavenger Receptor Class B1 (SR-B1) bekannt. Der
ABCA1 gehort in die gleiche Superfamilie der ABC-Transporter wie der ABCG1 und
ist ein wichtiges zellulares Protein, welches den Cholesterin- und Phospholipid-
Transport von Zellen zu lipidarmen Lipoproteinen Uber eine Bindung mit ApoAl
ermdglicht. Der ABCG1-Transporter wird reichlich in makrophagenreichen Geweben
wie Nebennieren, Lunge und Milz exprimiert (Klucken et al., 2000). SR-B1 ist ein
Glykoprotein, welches in Leber, ZNS, Darm, Makrophagen, Endothelzellen und
Astrozyten zu finden ist (Acton et al.,, 1996, Rigotti et al., 1997, Krieger, 1999,
Husemann und Silverstein, 2001, Srivastava, 2003). Auf3er bei der Bindung von
freiem Cholesterin an HDL, spielt SR-B1 auch eine Rolle bei der Aufnahme von HDL
in die Leber. Nach der Veresterung der Cholesterinmolekiile entstehen, vermittelt
durch Lezithin Cholesterin Acyl Transferase (LCAT), spharische HDL-Molekiile,
sogenannte a-HDL. Sie tauschen dann CETP-vermittelt Triglyzeride gegen
Cholesterinester mit VLDL, Chylomikronen, LDL, IDL und mittels PLTP bekommen
sie Phospholipide von VLDL-Partikeln.

Die reifen HDL-Partikel werden entweder in der Leber von Cholesterinestern und

anderen Lipiden in einem selektiven Entleerungs-Prozess vermittelt durch den SR-
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B1 befreit (Trigatti et al., 2003, Trigatti et al., 2004, Brundert et al., 2005) oder sie
werden mittels Rezeptoren als ganze Partikel in Leber und Niere internalisiert und
abgebaut (Steinberg, 1996, Fidge, 1999).

2.2 LDL-Rezeptor-Familie

Die LDL-Rezeptor-Familie, deren Mitglieder im Lipoproteinstoffwechsel unabdingbar
sind, besteht aus sieben strukturell verwandten membranstandigen Rezeptoren, die
diverse biologische Prozesse wie die Aktivitat von Proteasen oder den Lipid- und
Vitaminstoffwechsel regulieren. Manche davon spielen eine entscheidende Rolle in
zellularen Signaltransduktionswegen und in der Entwicklung des Nervensystems
(Beffert et al., 2004). Zu dieser Familie gehoren der LDL-Rezeptor (Brown und
Goldstein, 1986), LRP1 (Herz et al., 1988), der VLDL-Rezeptor (Takahashi et al.,
1992), der Apolipoprotein E-Rezeptor 2 (Kim et al., 1996), Megalin (Raychowdhury et
al., 1989), MEGF7 und der dem LRP1 besonders nah verwandte Rezeptor LRP1b
(May, 2006).

Der zuerst entdeckte LDL-Rezeptor hat eine Schlisselfunktion in der Regulation des
Cholesterinstoffwechsels. Genetische Defekte in diesem Rezeptor fihren zu einer
massiven Akkumulation von LDL-Partikeln in der Blutzirkulation (Goldstein und
Brown, 2001) und in der Folge zu einer Hypercholesterindmie und frihzeitiger

Atherosklerose.

2.21 LRP1

LRP1 wurde von Herz und Mitarbeitern im Jahr 1988 aufgrund seiner strukturellen
Ahnlichkeit zum LDL-Rezeptor als das zweite Mitglied der LDL-Rezeptor-Familie
identifiziert. So wie alle Mitglieder dieser Familie besteht auch der LRP1 Rezeptor
aus funf strukturellen Einheiten. LRP1 wird als Vorlauferprotein von 600 kDa
translatiert und erst nach einer proteolytischen Spaltung im Trans-Golgi-Apparat
durch die Protease Furin zum reifen Rezeptor, der an der Zelloberflache lokalisiert ist
(Herz et al., 1990, Willnow et al., 1996). Der reife Rezeptor besteht aus einer C-

terminalen 85kDa- und einer rein extrazellularen N-terminalen 515kDa-Untereinheit,
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die nicht-kovalent miteinander verbunden sind. Die Ligandenbindungsdoménen
(siehe Abb. 2) lassen sich in die Bindungscluster | bis IV unterteilen.

Ligand-binding-type repeat

°
EGF precursor
homaology domain

Ligand-

Binding EGF repeat
Cluster NH.

Abb. 2 Struktur des LRP1

Die Ligandenbindungsdoménen von LRP1 sind in vier
Bindungsclustern angeordnet. Jedem Cluster folgt eine

2 Transmembrane domain .
oder mehrere Epidermal Growth Factor (EGF)

r Wren Homologiedoméanen (blau). Der Transmembrandoméne

—_ ApOE, M, tPA, gehen sechs EGF-Repeats voraus. Der zytoplasmatische

Il PO AP TRPL Teil besteht aus zwei NPxY-Motiven. ApoE bindet in den
i Clustern II, Il und IV bei Blotting des Liganden.

Adaptiert nach J Clin Invest. 2001 September
15;108(6):779-784

ApoE

prourckinase, tPA:PAI-
uPA:PAI-1, TFPI,
lactoferrin, LPL,
factor VI

J ApoE, tPA,
I |
* COOH
*

Fur Cluster | ist bisher keine Liganden-Interaktion beschrieben. Cluster 1l und IV, die
sehr &hnlich sind, binden die Mehrzahl der momentan beschriebenen LRP1-
Liganden. ApoE bindet auch an Cluster lIl.

Anfangs wurde seine Funktion in der Endozytose von extrazellularen Liganden und
als Rezeptor fur ApoE-reiche Lipoproteine (Beisiegel et al., 1989) und Formen der
ax-Makroglobuline (Strickland et al., 1990) gesehen. Er wird ubiquitar exprimiert aber
reichlich in Hepatozyten, Makrophagen und glatten Muskelzellen (Moestrup et al.,
1992). Mittlerweile sind mehr als 30 extrazellulare Liganden wie Lipoproteine,
Proteasen, Viren und Wachstumsfaktoren identifiziert (Krieger und Herz, 1994, Herz
und Strickland, 2001, Lillis et al., 2005).

Eine Studie von Gotthardt et al im Jahr 2000 zeigte, dass intrazellulare Domanen des
Rezeptors mit Adapter-Molekilen interagieren, die an Signaltransduktionsprozessen
beteiligt sind. So wurde dem Rezeptor aul3er der Aufnahme extrazellularer Proteine,
die zum groRen Teil in den Lysosomen abgebaut werden, auch eine Rolle in der
Modulation von Signaltransduktionvorgangen zugewiesen (Gotthardt et al., 2000,
Herz und Strickland, 2001). Dies konnte auch die friihe embryonale Letalitat erklaren,
die bei konventionellen LRP1-knockout Méausen auftritt (Herz et al., 1992). Diese

ware mit einem Defekt der Liganden-Endozytose allein nur schwer zu erklaren.

8
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Gleichwohl ist die Rolle von LRP1 in der Embryogenese bis heute nicht vollstandig

geklart.

2.2.1.1 Die Bedeutung von LRP1 in der Signaltransdu  ktion

Die Rolle von LRP1 bei Signaltransduktionswegen wurde in verschiedenen Geweben
untersucht, wobei die wichtigsten Ergebnisse bei BlutgeféaRen und Neuronen erzielt
wurden (May et al., 2005).

Im Falle des Endothels ist die Rolle von LRP1 in dem Platelet Derived Growth Factor
(PDGF)-Signalling besonders eindriicklich (Herz und Hui, 2004). PDGF ist ein
Wachstumsfaktor, der die Zellproliferation und Migration glatter Muskelzellen in der
arteriellen GefaRwand sowohl wahrend ihrer Entwicklung (Hellstrom et al., 1999) als
auch unter pathologischen Bedingungen wie der Atherosklerose (Abedi und Zachary,
1995) stimuliert. LRP1-Defizienz in glatten Muskelzellen fihrt im Tiermodell zu einer
extremen Hyperplasie der Tunica Media und 2zu einer ausgepragten
Atheroskleroseneigung, die jedoch durch Gabe eines PDGF-Inhibitors verhindert
werden konnte (Boucher et al., 2003, Boucher und Gotthardt, 2004). In vitro-
Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen bestatigten die Interaktion von LRP1
mit dem PDGF Signalweg (Boucher et al., 2002, Loukinova et al., 2002, Newton et
al., 2005, Takayama et al., 2005).

Neuere Experimente zeigen auch eine Beteiligung von LRP1 in der Regulation
inflammatorischer Prozesse, welche die Aktivierung von Endothelzellen (Yu et al.,
2005) und die Synthese von pro-inflammatorischen Molekilen beeinflussen (Zurhove
et al.,, 2008). AuBBer im GefaRRendothel spielt LRP1 auch eine wichtige Rolle im
Zentralnervensystem, wo es mit verschiedenen neuronalen Proteinen interagiert
(Kinoshita et al., 2001, Pietrzik et al., 2002, May et al., 2004, Pietrzik et al., 2004) und
fur eine normale Neuronenaktivitat wichtig ist (Herz und Beffert, 2000). Aul3erdem
zeigten neuere Studien, dass LRP1 dber N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren den
Calcium-Einstrom in  Neuronen moduliert und dadurch die Wirkung von

Neurotransmittern wie Glutamat beeinflusst (Bacskai et al., 2000, Qiu et al., 2002).

Eine weitere Funktion des Rezeptors im Zentralnervensystem ist die Regulation des
Stoffwechsels des B-Amyloid-Vorlaufer-Protein (Amyloid Precursor Protein, APP), ein
Molekil welches in der Pathogenese der Alzheimer Erkrankung involviert ist.

Vermutlich ist eine Gbermallige Ablagerung des [(-Amyloid-Peptids, ein

9
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proteolytisches Fragment des in der Plasmamembran vorkommenden APP, flir einen
Teil der Alzheimer-Pathologie verantwortlich (Gandy, 2005). Als Konsequenz einer
vermehrten Internalisierung des APP durch LRP1, kommt es zu einer verstarkten
Sekretion von Amyloid-g (Waldron et al., 2006). Dariiber hinaus dient LRP1 wie oben
beschrieben als Rezeptor fir ApoE und a,-Makroglobulin, beides Proteine, die an
der Pathogenese der Alzheimer Erkrankung beteiligt sind (Roses, 1996, Waldron et
al., 2006).

2.2.1.2 Die Bedeutung von LRP1 in der Endozytose un d im
Lipoproteinstoffwechsel

Als Endozytose-Rezeptor reguliert LRP1 die Aufnahme von mehreren Liganden,
unter anderem Lipoproteinen, Plasmaproteasen und Protease-Inhibitor-Komplexen.
Die Aufnahme des Rezeptors nach der Bindung mit dem Liganden verlauft analog
zum LDL-Rezeptor (Lund et al.,, 1989). Die Komplexe aus LRP1 und Ligand
sammeln sich an sogenannten ,Coated-Pits* Regionen der Zellmembran, wo sie
internalisiert werden (Kirchhausen, 2000). Die Coated-Pits weisen an ihrer
zytoplasmatischen Oberflache ein korbartiges Clathringerist auf, das Gber Adaptine
am Rezeptor befestigt ist. Adaptinkomplexe an der Plasmamembran vermitteln tGber
Clathrin-bindende Doménen (Ahle et al., 1988, Robinson, 1994) Membranbindung
und selektiven Vesikeltransport (Pearse, 1988, Keen und Beck, 1989). Die
Plasmamembran stilpt sich ein und eine mit Clathrin umhullte Kugel bildet sich. Die
nun als ,Clathrin-Coated-Vesicles* (Coated-Vesicles) bezeichneten Zellorganellen
verlieren unter Katalyse des ,Uncoating-Enzyme*” ihren Clathrin-Mantel (Rothman
und Schmid, 1986) und werden so zu Frihen Endosomen. Durch eine ATP-
abhangige Absenkung des pH-Wertes in den Vesikeln kommt es zur Dissoziation
von Rezeptor und Ligand (Nelson, 1992) und der Rezeptor kehrt zurtck zur
Plasmamembran. Die Rezeptoren stehen so erneut zur Bindung weiterer Liganden
zur Verfugung. Die Vesikel mit den Liganden entwickeln sich zu Spaten Endosomen
und nach einer Fusionierung mit Pralysosomen zu Lysosomen, in denen der
Vesikelinhalt degradiert wird.

Als Endozytose-Rezeptor fur Serinproteasen und Proteaseinhibitoren reguliert LRP1
die proteolytische Aktivitat im Blutkreislauf. Der Urokinase-Type Plasminogen-Factor
(uPA) und der Tissue-Type Plasminogen-Factor (tPA) sind Serinproteasen, die

entweder direkt oder indirekt Gber deren Inhibitor, Plasminogen Activator Inhibitor
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Type I, mit LRP1 assoziieren. uPA und tPA aktivieren Plasminogen und spielen somit
eine wichtige Rolle in Wundheilung, Tumorinvasion und der Zellmigration in
normalen und pathologischen Zustanden. Uber die Aufnahme von
Matrixmetalloproteinasen, die an Tumorprogression und Metastasierung beteiligt
sind, liegt eine Rolle von LRP1 bei der Kontrolle des invasiven Wachstums nahe
(Kancha et al., 1994, Eccles et al., 1996).

AulRerdem spielt LRP1 eine Rolle bei der Aufnahme von Rhinoviren oder Toxinen
wie denen von Pseudomonas aeruginosa-Stammen (Kounnas et al., 1992, Hofer et
al., 1994).

Die herausragende Rolle als Endozytose-Rezeptor spielt LRP1 allerdings im
Lipoproteinstoffwechsel, was Thema dieser Arbeit sein soll.

Wie in 2.1 schon beschrieben, ist LRP1 fir die hepatische Aufnahme von TRL
zustandig. Es wurde gezeigt, dass eine in vivo-Inaktivierung von LRP1 bei LDL-
defizienten Mausen zu einer Ansammlung von CR und VLDL im Blutkreislauf fuhrt
(Willnow et al., 1994, Rohlmann et al., 1998). Allerdings hat alleinige LRP1-Defizienz
keine Wirkung auf die Lipoproteinkonzentration im Plasma (Ishibashi et al., 1993).
Dies bedeutet, dass die Rolle von LRP1 in vivo vom LDL-Rezeptor maskiert ist, der
anscheinend den Verlust von LRP1 kompensieren kann. Dies passiert allerdings in
Form einer Uberexpression vom LDL-Rezeptor, was wiederum die Wichtigkeit von
LRP1 betont, der somit kein Back-Up-Rezeptor ist (Rohlmann et al., 1998). Im
Zusammenhang mit der Entstehung von Hyperlipoproteindmien bei Diabetes mellitus
Typ2 ist von besonderem Interesse, dass kurzlich gezeigt werden konnte, dass
Insulin in der postprandialen Phase LRP1 stimuliert und dadurch die effiziente
Aufnahme von CR vermittelt (Laatsch et al., 2009). Die anti-atherogene Wirkung von
LRP1 wird jedoch nicht nur Uber die Entfernung der Lipoproteine aus dem
Blutkreislauf bestimmt, sondern auch uber die Kontrolle der Aktivitat von PDGF
ausubt (Boucher et al., 2003).

2.3 ApoE

ApoE mit einem Molekulargewicht von ca. 34 kDa gehort zu den austauschbaren
Apolipoproteinen. Es wird ubiquitar, jedoch hauptséachlich in Leber, Hirn, Milz, Lunge,
Niere und Muskel synthetisiert (Elshourbagy et al., 1985). In seiner lipidfreien Form

besteht es aus zwei voneinander unabhangigen Strukturdomanen: der N-terminalen
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Domane, bestehend aus vier a-Helices, die von Rezeptoren erkannt wird und der C-
terminalen Domane, deren Struktur noch nicht vollstandig aufgeklart und fur die
Assoziierung von ApoE mit Lipoproteinen verantwortlich ist (Wetterau et al., 1988,
Morrow et al., 2000, Hatters et al., 2006).

Es gibt im Menschen drei ApoE-Isoformen, ApoE2, ApoE3 und ApoE4. Sie
unterscheiden sich in den Positionen 112 und 158. ApoES3, die haufigste Form, hat
Cystein und Arginin an diesen Positionen, ApoE2 hat zweimal Cystein und ApoE4
zweimal Arginin. Diese Strukturunterschiede haben wichtige biologische
Konsequenzen. So werden sie unterschiedlich von Rezeptoren erkannt. Wahrend
ApoE3 und -4 an den LDL-Rezeptor mit gleicher Affinitdt binden, ist die Interaktion
mit ApoE2 50- bis 100mal schwécher. Bei ApoE?2 ist die Bindung mit HSPG ebenfalls
deutlich schwacher (Schneider et al., 1981, Weisgraber et al.,, 1982). Das fuhrt zu
einer Akkumulation von Remnantpartikeln im Plasma, was die Assoziierung von
ApoE2 mit der Typ Il Hyperlipoproteindmie erklaren kann (Mahley et al., 1995). Im
Gegensatz zur Bindung an den LDL-Rezeptor unterscheiden sich die einzelnen
ApoE-Isoformen nicht in ihrer Affinitat hinsichtlich LRP1. Auch die Bindung an
Lipoproteine ist unterschiedlich. Wahrend ApoE2 und 3 praferenziell an kleine, dichte
HDL-Partikel binden, assoziiert ApoE4 eher mit grol3eren LDL- und VLDL-Partikeln
(Hatters et al., 2006). ApoE4 wiederum ist ein wichtiger Risikofaktor fir die
Entwicklung der senilen Demenz vom Typ Alzheimer (Corder et al., 1993) und fir
kardiovaskulare Erkrankungen (Luc et al., 1994). ApoE3 ist dagegen mit einem
mittleren, ApoE2 mit einem niedrigen Krankheitsrisiko korreliert (Farrer et al., 1997).
Die ApoE-Isoformen spielen allerdings auch eine verschieden starke neuroprotektive
Rolle und sind wichtig in Reparationsprozessen und der Entwicklung von Neuronen
(Nathan et al., 1994).

Alle Isoformen spielen allerdings eine sehr wichtige Rolle im Lipidstoffwechsel des
Plasmas. Erste Indikationen fur die Rolle von ApoE in der Aufnahme der
Lipoproteinreste kamen aus der Studie von Mahley, in der gezeigt wurde, dass die
Infusion von ApoE in Kaninchen die hepatische Aufnahme der VLDL-Remnants aus
dem Blut beschleunigte (Mahley et al., 1989). In spateren Studien zeigte sich bei
ApoE-defizienten Mausen eine defekte Lipoproteinaufnahme der Leber (Plump et al.,
1992, Zhang et al., 1992). Studien mit Typ Il Hyperlipoproteinamie-Patienten
belegen auch die Notwendigkeit von ApoE fur die Aufnahme von IDL bzw. CR
(Mahley et al., 1995, Mahley, 1996). Ob die Herkunft des ApoE fur die Aufnahme der
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TRL wichtig ist, hat die Gruppe Linton untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass,
obwohl die Aufnahme der Partikeln Uber den LDL-Rezeptor unabhéngig von der
Herkunft von ApoE erfolgt, eine hepatische ApoE-Expression fur die Endozytose der
Partikeln Gber LRP1 notwendig ist (Linton et al., 1995, Linton et al., 1998).

Abgesehen von seiner Rolle in der Aufnahme der Lipoproteinresten, ist ApoE auch in
intrazellularen Lipidprozessen involviert. ApoE kann direkt die hepatische Produktion
und Sekretion von VLDL stimulieren (Kuipers et al., 1997, Huang et al., 1998, van
Dijk et al., 1999) und beeinflusst den Transport und Stoffwechsel von Fettsauren und
freiem Cholesterin (Schwiegelshohn et al., 1995). Es ist auch bekannt, dass ApoE
den Cholesterol-Efflux in Makrophagen stimuliert (Huang et al., 1994, Cullen et al.,
1998, Lin et al., 1999). Der Prozess des Cholesterin-Efflux ist in diesen Zellen ganz
besonders wichtig, da sie selber die Aufnahme von Lipiden nicht limitieren kdnnen,
was unter bestimmten Bedingungen zur Bildung von Schaumzellen und
Atherosklerose fihren kann. Aus den oben genannten Mechanismen sowie der Rolle
von ApoE bei der Aufnahme von Lipoproteinen tber den LDL-Rezeptor und LRP1

kann man die atheroprotektive Rolle von ApoE erklaren.

2.3.1 ApoE-Recycling

Nach der rezeptorvermittelten Aufnahme von LDL Uber den LDL-Rezeptor werden
LDL-assoziierte Proteine und Lipide komplett in Lysosomen abgebaut (Brown und
Goldstein, 1986). Im Gegensatz dazu findet nach der Rezeptor-vermittelten
Aufnahme von TRL ein anderer intrazellularer Prozess statt. Bei TRL werden die
Mehrheit der Kernlipide und ApoB zu lysosomalen Kompartimenten gefihrt, wobei
ApoE in einem Recycling-Prozess fur die Synthese ApoE-haltiger HDL wiederbenutzt
wird (Heeren et al., 1999, Heeren et al., 2003, Heeren et al., 2006). Dieses Recycling
ist nicht zellspezifisch, findet aber in Hepatozyten (Fazio et al., 1999, Swift et al.,
2001, Farkas et al., 2003), Hepatomazellen (Heeren et al., 1999, Rensen et al.,
2000, Heeren und Beisiegel, 2001, Heeren et al., 2003), Fibroblasten (Heeren et al.,
1999, Heeren et al., 2003) und Makrophagen (Lucas und Mazzone, 1996, Zhao und
Mazzone, 2000) statt. Die physiologische Relevanz des ApoE-Recyclings ist jedoch
noch ungeklart.

Ein ApoE-Recycling wurde schon Ende der achtziger Jahre vermutet. Nach
Injektionen von radiomarkierten Lipoproteinen in Ratten konnten mehr als 60% des
intrahepatischen ApoE im Vergleich zu lediglich 10% des intrahepatischen ApoB im
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Plasma nachgewiesen werden (Wong, 1989). Dies deutete auf einem inkompletten
Abbau von ApoE hin. Bei B-VLDL-Aufnahme-Experimenten mit Mause-Makrophagen
wurden Lipide von B-VLDL in Lysosomen detektiert (Heeren et al., 1999), wahrend
ApoE in peripheren Endosomen zu finden war (Tabas et al., 1990, Tabas et al.,
1991, Myers et al., 1993). Weitere Experimente mit *?°l-markierten Lipoproteinen
zeigten eine Sekretion von markiertem ApoE, was ebenso auf einen inkompletten
Abbau des ApoE hinwies (Beisiegel, 1995, Chen et al., 1995). In verschiedenen
Arbeitsgruppen wurde der intrazellulare Weg aufgenommener TRL experimentell
nachvollzogen. Nach Injektion von TRL in Ratten, wurden hepatische Endosomen
isoliert. ApoE fand sich Uberwiegend in Recycling Endosomen und zu 40% in frihen
endosomalen Strukturen. Das deutete daraufhin, dass ApoE Uber Recycling
Endosomen sezerniert werden konnte (Heeren et al., 2001). Obwohl also nach
Aufnahme von TRL, ApoB und Kernlipide fast komplett in Lysosomen abgebaut
werden, befinden sich ApoE, ApoC und LPL in Recycling Endosomen fiir eine
erneute Sekretion (Heeren et al., 1999, Heeren et al., 2001, Heeren et al., 2003).
Dieser intrazellulare Weg der TRL wurde auch in vivo untersucht. Nach Injektion von
1251 markierten VLDL in Mause, wurde ApoE in Golgi-Vesikeln entdeckt, was auf
einen Sekretionsweg hindeutet (Fazio et al., 1999). Weitere Experimente zeigten
ebenfalls einen verspateten und verminderten Abbau von ApoE im Vergleich zu
ApoB in Hepatozyten (Rensen et al.,, 2000). Fur das ApoE-Recycling ist eine
endogene ApoE-Produktion nicht notwendig, es findet aber auch bei intakter
endogener Produktion statt (Farkas et al., 2003). In Zellexperimenten von ApoE-
defizienten Mausen wurde nach einer Knochenmarktransplantation von Wildtyp-
Mausen ApoE im Zellmedium nachgewiesen (Swift et al., 2001). In anderen Studien
wurde ApoE in Golgi-Vesikeln von ApoE-defizienten Mausen nach Injektion von
VLDL gefunden (Fazio et al., 1999). ApoE- Recycling findet also auch im Falle einer
extrahepatischen ApoE-Produktion in der Leber statt. Gleiches gilt auch flr
Makrophagen (Farkas et al., 2003) und Ovarialzellen (Braun et al., 2006).

Das ApoE-Recycling hat nicht die gleiche Dauer in allen Zellen. Es wurden
Unterschiede bei Makrophagen gefunden, wobei das Recycling deutlich langer
anhielt als bei Hepatozyten. ApoE verbleibt sehr lange in Makrophagen, was auf
kontinuierliche Recycling-Zyklen hindeutet. Da selbst geringe ApoE-Mengen durch

eine Stimulation des Cholesterineffuxes atheroprotektiv wirken (Hasty et al., 1999),
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konnten Makrophagen in der Arterienwand arteriosklerotischer Plaques vom ApoE-
Recycling profitieren.

Es wurde gezeigt, dass das ApoE-Recycling mit dem HDL-Metabolismus in
Verbindung steht (Heeren et al., 1999, Heeren et al., 2001, Heeren et al., 2003,
Hasty et al., 2005). HDL oder ApoAl stimulieren das ApoE-Recycling in Fibroblasten,
Hepatomazellen und Makrophagen und filhren sogar zu einer Steigerung des
Recyclings um bis zu 45% (Heeren et al., 2003, Hasty et al., 2005). HDL wirkt auch
als extrazellularer Akzeptor fur resezerniertes ApoE in vivo und in vitro in
Hepatozyten (Heeren et al., 1999, Rensen et al., 2000, Heeren et al., 2001, Heeren
et al., 2003). Es ist bekannt, dass HDL den Cholesterinefflux vermitteln kann
(Fielding und Fielding, 2001b, von Eckardstein et al., 2001, Oram, 2002). Es konnte
gezeigt werden, dass ein gleichzeitiges ApoE-Recycling und Cholesterinefflux nach
einer HDL-Inkubation in Leberzellen, nicht aber in neuronalen Zellen stattfindet
(Heeren et al., 2003, Rellin et al., 2008). Zudem kolokalisierte ApoE mit Cholesterin
in Early Endosome Antigen 1 (EEAL) positiven Endosomen, was eine Verbindung
zwischen ApoE-Recycling und dem Cholesterintransport von endosomalen
Kompartimenten bestétigte. Allerdings kénnen HDL und ApoE auch unabhangig
voneinander zu Cholesterinefflux fuhren (Fielding und Fielding, 200l1a, von
Eckardstein et al., 2001, Oram, 2002, Heeren et al., 2003).

Anfanglich wurde vermutet, dass HDL das ApoE nach dessen Recycling erst an der
Zelloberflache abfangt. Bei den eingangs bereits beschriebenen radioaktiven Pulse-
Chase Experimenten kolokalisierte ApoAl, welches von HDL stammte, mit ApoE und
Cholesterin in EEA1 positiven Endosomen (Heeren und Beisiegel, 2001).
Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse auf eine Internalisierung von ApoAl in
bereits vorexistierende ApoE-Cholesterin-Komplexe, um so das ApoE-Recycling und
den Cholesterinefflux zu vermitteln. Ein Modell des ApoE-Recyclings basierend auf
dem postpradialen Stoffwechsel ist in der Abbildung 3 gezeigt.
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Abb. 3 Das ApoE-Recycling verbindet den Stoffwechse | von Chylomikronen und HDL

LPL vermittelt die Hydrolyse der Chylomikronen (CM) an der luminalen Seite der Endothelzellen von
Muskel- und Fettgewebe mit Bildung von CR. LPL bleibt zu den CR assoziiert und die CR erhalten
ApoE von HDL Partikeln. Sie werden dann tber die Bindung von LPL und ApoE an LRP1 in die Leber
aufgenommen. Obwohl die Kernlipide mit ApoB48 in den Spaten Endosomen abgebaut werden,
kommen ApoE, LPL und manche Lipide der Oberflache in Frilhen Endosomen vor und induzieren den
Cholesterinefflux aus intrazellularen Kompartimenten. Dazu bilden sich ApoE-Cholesterin-Komplexe in
EEAL positiven Endosomen. HDL oder ApoAl kann aufgenommen werden und wird zu diesen
Komplexen gefiihrt, wo es dann zur Bildung von ApoE-haltigen HDL-Partikeln und letztlich zum
Recycling und Cholesterinefflux kommt. Dieses Model erlautert den postprandialen ApoE-Zyklus am
Beispiel von ApoE3. Adaptiert nach Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2006 Mar;26(3):442-8.

Wie in Abschnitt 2.3 beschrieben, gibt es Unterschiede zwischen den verschiedenen
ApoE-Isoformen. Diese spiegeln sich nicht zuletzt im ApoE-Recycling wider. Obwohl
mehr ApoE4 an der Oberflache der Zellen gebunden und schneller internalisiert wird
als ApoE3, sind sie beide in den gleichen endosomalen Strukturen zu finden (Heeren
et al., 2004). Allerdings akkumuliert ApoE4 in den Zellen und wird nicht durch HDL
zum Recycling stimuliert wie dies bei ApoE3 der Fall ist. Gleichzeitig ist der
Cholesterinefflux vermindert. Dies kdnnte auch die pathologischen Eigenschaften
von ApoE4 fur den Lipoproteinstoffwechsel erklaren. Durch die Ansammlung vom
Cholesterin, wird die LDL-Rezeptor-Expression in der Leber herunterreguliert und die
LDL-Konzentration im Plasma steigt, was mit einem erhdhten Arterioskleroserisiko
einhergeht (Heeren et al., 2004, Heeren et al., 2006). In Neuronen nehmen ApoE3
und ApoE4 ebenfalls unterschiedliche intrazellulare Wege (Huang et al., 2001). Es
konnte kurzlich gezeigt, dass das Recycling von ApoE4 im Vergleich zum ApoE3
auch in neuronalen Zellen vermindert ist, wobei in diesem Zellsystem keine
Unterschiede beim Cholesterinefflux detektiert wurden (Rellin et al., 2008). Welche

Rezeptoren aber beim ApoE-Recycling beteiligt sind, wurde noch nicht vollstandig
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geklart, und die Meinungen sind verschieden (Heeren et al., 2006). Studien mit LDL-
Rezeptor-defizienten Mausen, in denen ebenso ApoE im Golgi-Vesikel zu finden war,
zeigten, dass das ApoE-Recycling nicht allein vom LDL-Rezeptor abhéngig ist (Fazio
et al.,, 1999). Heeren et al (2001) zeigten, dass Aufnahme, Abbau und erneute
Sekretion von ApoE bei LDL-Rezeptor-defizienten humanen Fibroblasten von
Patienten mit familiarer Hypercholesterinamie mit dem normaler Fibroblasten
vergleichbar ist. Das bedeutet, dass der LDL-Rezeptor nicht notwendig fir das
Recycling ist und dass LRP1 eine wichtige Rolle in der Abwesenheit vom LDL-
Rezeptor spielen konnte. Allerdings konkurrieren diese Ergebnisse mit denen von
Rensen et al. (2000), die eine Abh&ngigkeit des metabolischen Verhaltens von ApoE
vom LDL-Rezeptor nahelegten. Ob LRP1 fir das ApoE-Recycling notwendig ist,
wurde in murinen Hepatozyten untersucht, die kein Receptor Associated Protein
(RAP) herstellen. RAP ist ein intrazellulares Protein, das fur eine normale LRP1
Bildung notwendig ist (Herz et al., 1991, Moestrup und Gliemann, 1991, Williams et
al., 1992). Die ApoE-Aufnahme und erneute Sekretion war in diesen Hepatozyten mit
reduzierter LRP1-Expression vergleichbar mit Hepatozyten, die aus Wildtyp und
LDL-Rezeptor-defizienten M&ausen isoliert wurden. Aus diesem Grund wurde die
essentielle Rolle von LRP1 in Frage gestellt (Farkas et al., 2004).

Die exakte Rolle der unterschiedlichen Lipoprotein-Rezeptoren fur das ApoE-

Recycling bleibt allerdings bis heute weitgehend ungeklart.
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate

Tabelle 1: Gerate die fur die Experimente verwendet  wurden
Gerat Hersteller
Absaugpumpe Zellkultur VDE 0530 ABM
Brutschrank Binder
Brutschrank Heraeus
Casy® 1TT Scharfe System GmbH, Reutlingen
Entwicklermaschine  X-OMAT 1000

Kodak

Processor
Konfokales Laser Scanning Mikroskop Zeiss
,LSM 510 META"
Laborzentrifige , 1-15K" Sigma
Lichtmikroskop CKX31 Olympus
Mikroskop Axiovert 100 mit ,

o Zeiss
Fluorezenzeinrichtung
Rollgerat RMS V-80 CAT
Schattler ,Vibrax-VXR* IKA Labortechnik
Thermomixer ,Compact” Eppendorf
Tischabsaugpumpe ,ECOM-P 4153 Eppendorf
Ultrazentrifiige ,Optima"™ L-90K* mit
~Swing out Rotor SW 41“ und | Coulter Beckmann
passenden Zentrifugationsrohrchen
Vortexer ,Reax 2000* Heidolph
Warmebad GLF 1083
Zellkultur Werkbank ,Hera Safe” Heraeus

Typhoon 9410 ,Variable Mode Imager*

Amersham Biosciences
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3.2 Gebrauchswaren

Alle Waren, die fur diese Arbeit benutzt wurden, sind von der Firmen Eppendorf,
Nunc, Falcon und Greiner bezogen.

3.3 Chemikalien, Lésungen und Medien

Chemikalien, die nicht gesondert aufgefiihrt sind, wurden von der Firma Roth
(Karlsruhe) oder der Firma Merck (Darmstadt), der Firma Sigma oder der Firma
Fluka (Deisenhofen) bezogen.

3.4 Antikorper

Tabelle 2 Erste Antikorper die fur die Immunfluores  zenz verwendet wurden

Antikorper gegen Herkunftspezies Verdinnung Hersteller
LRP1 dolly Sheep 1:50 Heeren et al,
' 2001
Progen
LRP1Monomix Mouse 1:100 Biotechnik
GmbH
LRP1377 Rabbit 1:100 Joachim Herz

Santa Cruz

Rab5 Rabbit 1:50 Biotechnology
EEAL Mouse 1:50 BD
Biosciences
G58K Mouse 1:100 Sigma
) Hybridoma
LAMPl( 1D4B) Mouse 1:50 Bank
) Hybridoma
LAMPZ(GL2A7) Rat 1:50 Bank
Progen
LDL Rezeptor Chicken 1:50 Biotechnik
GmbH
) Ahle et al.,
AP2 Mouse 1:50 1988
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Tabelle 3 zweite Antikorper die fur die Immunfluore

szenz verwendet wurden

Antikorper Herkunftspezies Verdinnung Hersteller

Anti-Mouse-Cy2 Donkey 1:100 Jackson Lab
Anti-Mouse-Cy3 Donkey 1:200 Jackson Lab
Anti-Rabbit-Cy2 Donkey 1:100 Jackson Lab
Anti-Rabbit-Cy3 Donkey 1:300 Jackson Lab
Anti-Rabbit-Cy5 Donkey 1:200 Jackson Lab
Anti-Sheep-Cy2 Donkey 1:100 Jackson Lab
Anti-Sheep-Cy3 Donkey 1:400 Jackson Lab
Anti-Chicken-Cy2 Donkey 1:100 Jackson Lab
Anti-Chicken-Cy3 Donkey 1:200 Jackson Lab
Anti-Chicken-Cy5 Donkey 1:200 Jackson Lab
Anti-Rat-Cy2 Goat 1:100 Jackson Lab
Anti-Rat-Cy3 Donkey 1:200 Jackson Lab
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3.5 Zellkultur:

3.5.1 Material

e Humane Hepatomazellen HuUH7
* N&hrmedium:

- Dulbecco’s Modified Eagle Medium mit Glutamax | (Gibco)

- 10% Fetales Bovines Serum (Gibco)

- 1% Penicillin/Streptomycin (Gibco)

- 0,1% Ciprofluxacin (Fluka)
* Phosphate Buffered Saline(PBS) (Gibco):

2,7mM KClI, 1,5mM KH;PQO4, 137mM NaCl, 8,1mM NayPOy4, pH 7,4

e Trypsin-/ EDTA L6sung (Gibco)
o Zellkulturflaschen T75

3.5.2 Methode

Die Zellkulturarbeiten wurden zur Vermeidung von Kontamination unter einer sterilen
Kulturbank durchgefihrt. Die HuH7-Zellen wurden in flissigem Stickstoff bei -196°
Celsius in 2 ml Kryorohrchen aufbewahrt. Bei Bedarf wurden die Zellen fur eine
Minute im Wasserbad bei 37 Grad aufgetaut, anschliel3end in 10 ml frisches Medium
gegeben, in zwei Kulturflaschen verteilt und durch weitere 8 ml Nahrmedium erganzt.
Die Kulturflaschen wurden in einem Brutschrank bei 37 Grad Celsius und 5% CO,
gelagert. Bei Erreichen einer Konfluenz wurden die Zellen trypsiniert und mit
Nahrmedium erneut in Kulturflaschen verteilt oder fir Experimente ausgesetzt.

Hierzu wurde zuerst das alte Medium abgesaugt und mit 10 ml PBS abgewaschen,
was anschlieRend auch abgesaugt wurde. Auf den Zellrasen wurden 4 ml Trypsin
gegeben und nach 1 bis 2 Minuten wurden die Zellen abgeklopft. Um die Reaktion
des Trypsins zu stoppen, wurden anschlieBend 8 ml Nahrmedium zugesetzt und die
12 ml Trypsin und Nahrmedium in ein 15 ml R6hrchen gegeben. Davon wurden

erneut Zellen fur neue Kulturflaschen oder fir Experimente entnommen.
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3.6 Markierung von rekombinantem ApoE (rApoE) und A ssoziation an TRL

3.6.1 Material

»  PDso- Saule sephadex™ G-25M (Amersham Biosciences)

* TrApoE (freundlich zur Verfigung gestellt von Thomas Grewal und Kerry-Anne
Rye, Sydney)

« PBS

* Fluoreszenz Farbstoff ( Cy"™5 monoreactive dye) (Amersham Biosciences)

e TRL (wurden von der Technischen Angestellten Sandra Ehret aus dem
Plasma von ApoCll-defizienten Patienten nach Heeren et al., 1999 isoliert und
fur die Experimente zur Verfigung gestellt)

e 1M Sodium Bicarbonat ( NaHCO3) (Fluka)

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

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

* 60% Sucrose (Merck)

Unterschichtungskantile
3.6.2 Methode

Eine PDjo-Saule wurde dreimal mit PBS aquillibriert. Anschlieend wurden 1500 ul
vom rekombinanten ApoE mit einer Konzentration von 0,1 mg/ml ,welches bei —-80° C
gelagert wurde und in TBS geltst war, auf die Saule gegeben und mit PBS ad 2,9 ml
aufgeflllt. Nach Gabe von 1800 ml PBS wurde das in PBS geldste ApoE, welches
sich im unteren Teil der Saule befand, in einem Eppendorfcup aufgefangen. Die
rApoE-Losung wurde in Cy5-Farbstoff gelost und um den Farbstoff zu aktivieren
wurde nun 10% des Volumens der rApoE-Losung, bzw 200 yl an 1M NAHCOS3 zu-
gegeben. AnschlieBend wurde eine halbe Stunde im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurde 10 % des Volumens der rApoE-LAsung,
bzw 200 pl an 1M TRIS/HCI, pH 7,4 zugegeben. Um die mit dem Farbstoff
markierten rApoE nun an trypsinierte TRL zu assoziieren, wurde die rApoEx-Losung
mit etwa 500 pl TRL gemischt und die 2700 pl Losung wurde iber Nacht bei 4° C
rollend inkubiert.

Fur die Re-lsolation der Cy5-ApoE-TRL wurden zunachst 500 pl 60% Sucrose

hinzugefigt und der Ansatz wurde in einem Zentrifugenrohrchen unter 9 ml PBS
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geschichtet. Es folgte die Ultrazentrifugation bei 25.000 rpm fir 60 Minuten in einem
swing-out Motor, wobei die leichteren, mit Cy5 markierten ApoE gekoppelten TRL,
vom freien Farbstoff getrennt wurden. Der Uberstand, die Cy5-rApoE-TRL, wurden
quantitativ mit einer Kanule in 2ml Gesamtvolumen abgenommen und anhand dieses

Volumens wurde die Konzentration der Cy5-rApoE-TRL berechnet.

3.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

3.7.1 Material

* Murine Hepatozyten auf Coverslips (freundlich zur Verfigung gestellt von
Sandra Ehret, Technische Assistentin im Labor der Molekularen Zellbiologie)
 Mit Adenoviren transfizierte Hepatozyten auf Coverslips (freundlich zur
Verfigung gestellt von Sandra Ehret, Technische Assistentin im Labor der
Molekularen Zellbiologie)
* Né&hrmedien
o DMEM mit GlutaMAX-I (Gibco)
o DMEM mit 2,5% Fetalem Kalberserum und 1% Penicillin/Streptomycin
o DMEM mit 2% Bovinem Serum-Albumin (BSA Fraktion V von Sigma)
* Aufnahmeldsung:
o DMEM (Gibco) mit 2% BSA (Sigma)
o0 Cyb-gelabelte ApoEx assoziiert mit TRL
* Recyclinglésung:
0o DMEM with Glutamax | mit 0,5% BSA
o Cy3 markiertes ApoE freie HDL
* Waschpuffer
o PBS (Gibco, Invitrogen)
o PBS mit Heparin(Ratiopharm)
» Puffer
o Zelllysispuffer (50 mM TRIS, 80 mM NaCl, 2 mM CacCl,, 1% Triton
X100) mit 0,5% SDS in 0,25 M TRIS pH 8,0 und Protease-Inhibitoren
im Verhéltnis 1:100 bis 1:1000
0 Reduzierter Mix (2 Teile 10% SDS in 0,25 M TRIS pH 8,0 + 1 Teil

Bromphenolblau in 99% Glycerin + 1 Teil Mercaptoethanol (Serva))
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» Rainbow Marker RPN800 (Amersham Biosciences)

* BSA (2 mg/ml) (Pierce)

* 4-12% Bis-TRIS-Gradientengel NUPAGE, 1.0 mm x 10-Well mit MES SDS
Running Buffer und zugehoériger ,xCell Sure Lock” Elektrophoresekammer

(alles von Invitrogen)
3.7.2 Methode

Je nach Experiment wurden murine Hepatozyten oder Ad Cre infizierte Hepatozyten
in einer Dichte von 200.000 Zellen pro Well in 6-Well-Platten, die pro Well vier
Coverslips enthielten, ausgesetzt und im Brutschrank gelagert. Nach dem Erreichen
der gewiinschten Konfluenz wurden die Zellen mit einer Pinzette kurz auf Filterpapier
abgetupft und in eine Schachtel mit Parafiim verbracht. Hier wurden 60 pl der
Aufnahmel6sung auf die Zellen pro Coverslip gebracht und fir 30 Minuten bei 37C
mit dieser inkubiert. Anschlie3end wurden die Coverslips in PBS und heparinisiertem
PBS gewaschen, um an der Oberflache der Zellen gebundene Liganden zu
entfernen.

Die Zellen wurden dann, pro Coverslip in etwa 40 ul Zelllysispuffer 2% lysiert und
anschlieBend mittels einer Pipette unter Resuspension abgenommen. Die Proben
wurden daraufhin 10 Minuten in der Laborzentrifuge ,1-15K* von Sigma bei 13.000
rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Uberstande abgenommen. Es wurde aus
jeder Probe 10 pg Protein mit Zelllysispuffer bzw. 2% SDS auf 60 pl aufgefillt und
mit 30 pl reduziertem Mix gemischt, dieser enthielt neben SDS, eine Glycerin-Losung
zum Beschweren der Probe und Bromphenolblau zur Sichtbarmachung der
Lauffront.

Bei den Recycling-Experimenten erfolgte nach dem Waschvorgang eine 30minutige
Efflux-Phase, in der die Coverslips mit 80 pl der Recyclinglésung bei 37C bei
unterschiedlichen Zeiten inkubiert wurden. Anschlieend, statt der Zelllyse, wurden
die Uberstande mittels einer Pipette abgenommen und ebenso wie die Zelllysate mit
reduziertem Mix gemischt. Nach 10minutiger Inkubation bei 40C, anschlielRender
Abkihlung und kurzer Zentrifugation, wurden die Proben einer SDS-PAGE mit 4-
12%igen Gradientengelen (Invitrogen) unterzogen. Dabei wurden pro Well 25 pl
einer Probe pipettiert und eine Spannung von 200 V angelegt. Der Gellauf wurde bis
zum Erreichen der gewtinschten Auftrennung durchgefihrt. Die Proteine trennen sich

ihrer Grol3e nach auf, wobei die PorengréRe des Gels von oben nach unten
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abnimmt. Der in einer Linie sich auftrennende Marker, gibt durch unterschiedliche
Farben die GroRen der jeweiligen Banden an.
Je nach Experiment erfolgte danach ein Western Blot bzw. eine in Gel

Fluoreszenzdetektion und Quantifizierung.

3.8 Western Blot

3.8.1 Material

* Blotting-Puffer:
o 150 mM Glycin (Roth)
o 20 mM TRIS(Sigma)
o 11| Methanol ( Serva)
o Aquadest.ad5]|
 Membran: Nitrocellulose-Membran mit einer PorengréRe von 0,45 pm
(PROTRAN von Schleicher und Schuell)
» Gel-Blotting-Papier (Schleicher und Schuell)
* Schwamme
* Roller
» Trans-Blot" Cell-Apparatur (BioRad)
* Blotting - Power Supply ,,2301 Macrodrive 1 Power Supply” (LKB Bromma)
* Ponceau-Farbelésung: 0,2% in 3% TCA (Serva)
* Waschpuffer
o0 154 mM NaCl
o 20mMTRIS
o 0,1% Tween 20 (BioRad)
o ad 5| Aqua dest.
o pH74
« PBS
* Blocklésung: 10% Milchpulver in Waschpuffer
* ECL Entwicklungsreagenz (Amersham Biosciences)
* 1. Antikdrper : anti-ApoE (Dako) 1:5000 in Waschpuffer mit 5% BSA
* 2. Antikorper : Peroxidase-gekoppeltes anti-Kaninchen IgG (Garpo)

1:5000 frisch in Blocklésung angesetzt
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3.8.2 Methode

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

Zur Kontrolle der Blot-Effizienz erfolgte die Ponceau-Farbung. Dabei wurde die
Membran fir 10 Minuten mit Ponceau-L6sung unter leichtem Schiitteln gefarbt.
Uberschiissige Ponceau-Lésung wurde mit Aqua dest. abgewaschen bis die
Proteinbanden gut sichtbar waren. Nach Trocknen, Markierung der Markerbanden
und Dokumentation, wurde die Membran mit PBS wieder entfarbt.

Die anschlieRende Immundetektion erfolgte angelehnt an Beisiegel et al. (Beisiegel
et al., 1982). Zunachst wurden die noch freien Bindungsstellen der Membran durch
einstindige Inkubation mit 10% Milchpulver enthaltendem Waschpuffer blockiert.
Anschliel3end wurde die Blocklosung mittels Waschpuffer unter leichtem Schiutteln
abgewaschen und die Membran Uber Nacht bei 4C mit dem ersten Antikorper in
Waschpuffer mit 5% BSA inkubiert. Vor Inkubation mit dem zweiten Antikérper wurde
dreimal 10 Minuten mit dem Waschpuffer gewaschen. Es folgte die 90minitige
Inkubation mit einem zweiten Antikdrper 1:5000 verdinnt in Blockldsung. Nach
erneuter dreimaliger mit dem Waschpuffer erfolgter Waschserie, verblieb die
Membran bis zur Weiterverarbeitung in PBS.

Die Membran wurde nun leicht mit Gel-Blotting-Papier abgetupft und fiir eine Minute
mit ECL-LOsung inkubiert, diese wurde dann mittels Blotting-Papier wieder
abgenommen. Die entstehende Chemilumineszenz wurde mit Hilfe eines
Rontgenfilmes detektiert. In der Dunkelkammer wurde ein Rontgenfilm aufgelegt und
je nach Bedarf unterschiedlich lang belichtet. Nach Entwicklung waren die Banden

als dunkle Bereiche zu erkennen.

3.9 In Gel Fluoreszenzdetektion und Quantifizierung

Bei den Recycling-Experimenten wurde die Fluoreszenz im Gel direkt nach dem
SDS-Page und vor dem Western Blot mittels eines Fluoreszenzscanners (Typhoon

9410) gescannt und quantifiziert. Dabei wurde der Fluoreszenzfarbstoff Cy5 (670 BP
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30 Cy5) bei einer Wellenlange von 633 nm (Red) detektiert. Mit dem Programm
Typhoon Scanner Control v5.0 konnten die Banden schliel3lich quantifiziert und zum
Vergleich der aufgenommen ApoE in den Proben mit unterschiedlichen

Inkubationsansatzen herangezogen werden.

3.10 Indirekte Immunfluoreszenz

3.10.1 Material

Zellen:HuH7 auf Coverslips
* Aufnahme L6sung:
- DMEM with Glutamax | mit 0,5% BSA
- Cy5 markierte ApoE beladene TRL( je nach Versuchsansatz ApoE, oder

ApoE3)

* Recyclinglésung:
- DMEM with Glutamax | mit 0,5% BSA
- Cy3 markiertes ApoE freie HDL

» Fixationslosung: 4% Paraformaldehyd(PFA) (Sigma) in PBS

* Waschlésungen:
- DMEM with Glutamax | mit 0,5% BSA
- PBS
- PBS mit 100U/ml Heparin
- PGS : PBS mit 0,5% Glycin und 0,05% Saponin (Sigma)

* Blocklésung : 1% BSA und 0,05% Saponin in PBS

* 1. Antikdrper-Losungen: Blocklosung mit unterschiedlichen Antikérper (siehe
Tabelle in verschiedenen Konzentrationen je nach Aufnahmeansatz

» 2.Antikdrper-Losung:Blockldsung mit unterschiedlichen Antikdrpern je nach
Experiment:

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

* 4,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI) (Sigma)

* Nagellack

» Filterpapier

* Objekttrager
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3.10.2 Methode

HuH7 Zellen wurden auf autoklavierte Coverslips in 6-Well-Platten ausgesetzt (mit
100.000 Zellen pro Well) und im Brutschrank gelagert. Nach 1 bis 3 Tagen (abhéngig
von der erwunschten Konfluenz der Zellen) wurden sie fir die Experimente
entnommen. Die Coverslips wurden mit DMEM+0,5%BSA Lésung gewaschen und
fur 30 Minuten mit dem Aufnahmeansatz bei 37 Grad inkubiert. Danach wurden sie
mit PBS-Heparin auf dem Schittler gewaschen, um Ruickstande der
Aufnahmeldsung zu entfernen und schlie3lich mit PBS noch einmal gewaschen.
Dann wurden die Recyclingansatze auf die Coverslips pipettiert und flr
unterschiedliche Zeiten bei 37 Grad inkubiert. Die Zellen wurden anschliel3end mit
PBS gewaschen und fir 30 Minuten in 4% PFA-PBS LdOsung fixiert. Nach
viermaligem Waschen in PBS wurden die Zellen mit der Blocklsung fir 20 Minuten
inkubiert, um unspezifische Kreuzreaktionen der Antikérper zu vermindern. Zur
Inkubation mit dem ersten Antikérper wurden die Coverslips mit der 1.
Antikorperlosung bei 37 Grad im Brutschrank fir eine Stunde inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PGS-LOsung, welche die fixierten Zellmembranen
permeabel fur die Antikdrper macht und stérende Aldehydgruppen absattigt, wurden
die Zellen mit dem zweiten Antikdrper fir 45 Minuten bei 37 Grad im Brutschrank
inkubiert. Nach finfmaligem Waschen mit PBS und einmaligem Waschen mit PBS
plus DAPI, welches die DNA und somit die Zellkerne farbt, wurden die Coverslips mit
der Zellseite nach unten auf einen Objekttrager gegeben, nachdem ein Tropfen 0,1%
PPD in Mowiol auf den Objekttrager aufgebracht wurde. Zum luftdichten Abschluss
wurden die Coverslips mit Nagellack umrandet. So wurden die Strukturen der Zelle

unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar.

3.11 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

3.11.1 Prinzip der Fluoreszenz

Zur Analyse der mittels Immunfluoreszenz markierten Zellstrukturen, wurde die
Methode der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie angewandt, die wie die
herkdbmmliche Auflichtfluoreszenzmikroskopie auf dem Ph&nomen der Fluoreszenz

basiert. Darunter versteht man, dass bei der Absorption von Licht definierter
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Wellenlange (=Anregungslicht) bei bestimmten Molektlen, die Fluorochrome heil3en,
die Emission von Licht mit grol3erer Wellenlange zu beobachten (=Emissionslicht) ist.
Bestimmte Elektronen dieser Molekile absorbieren hierbei die Photonen und
gelangen dadurch auf ein héheres Energieniveau. Sie kdnnen sich allerdings auf
diesem Niveau nicht halten und fallen wieder nach wenigen Nanosekunden auf ihr
ursprungliches Energieniveau zurick. Aufgrund der Energieverluste durch
Schwingungsrelaxationen wird nur ein Teil der aufgenommenen Energie als
Fluoreszenz freigesetzt, weshalb diese immer eine groRere Wellenldnge als das
Anregungslicht besitzt (Stokesches Prinzip). Die als Stokes-Verschiebung
bezeichnete Differenz in der Wellenlange des absorbierten und emittierten Photons
ist von groRBerer Bedeutung, um in der Fluoreszenzmikroskopie durch eine
geschickte Auswahl an Filtern das helle Anregungslicht und das schwache
Fluoreszenzlicht im Strahlengang des Mikroskops zu trennen. Dadurch gelangt nur
noch das Fluoreszenzlicht zur Bildentstehung.

3.11.2 Prinzip der konfokalen Fluoreszenzmikroskopi e

Die konfokale Laserscanningmikroskopie bietet gegeniber der konventionellen
Fluoreszenzmikroskopie erhebliche Vorteile. Hervorzuheben sind die stark
verbesserte axiale Auflosung und die Maoglichkeit einer Aussage Uber die
dreidimensionale Verteilung von Fluoreszenzsignalen innerhalb des zu
untersuchenden Objektes. Zusatzlich ist durch eine besser lokalisierte Anregung der
Fluoreszenz mit Hilfe eines fokussierten Laserstrahls auch die laterale Auflésung
erhoht.

Beim konfokalen Mikroskop dient nicht eine Xenon- oder Quecksilberdampflampe
wie beim herkdmmlichen Mikroskop, sondern der Laser als Quelle fir das
monochromatische Anregungslicht einer definierten Wellenlange. Nach der Passage
einer konfokalen Lochblende (Pinhole) trifft das Licht auf einen dichroitischen
Spiegel, welcher transparent fur das Anregungslicht und reflektierend fir das
emittierte Licht ist. (siehe Abb. 4) Danach erreicht das Laserlicht Uber einen
doppelseitigen drehbaren Spiegel und ein Linsensystem sehr fokussiert das
MeRobjekt. Uber die Steuerung der Position der doppelseitigen drehbaren Spiegel
wird der Laserstrahnl Punkt fur Punkt dber das Objekt gefuhrt. Die

Fluoreszenzsignale kehren auf inversem Weg zum dichroitischen Spiegel zurtick und
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gelangen von dort durch eine 2zweite Lochblende (Pinhole) auf einen
lichtempfindlichen Empféanger (Detektor) zum Beispiel einen Photomultiplier, aus

dessen Signal dann punktweise ein (Schnitt-)Bild zusammengesetzt wird.

Anregungsfilter

korfokale Lochbleaden

Emizsionsfiler

/

= oy

' [ Fhotostoalliplie:
. FLAT)
2 ¢
dichuoizcher Teilerspiege! g } I
Cbjektivlinse I—I
Objekt A .,.. - Brentichenic dor Objeltivlinac

!

Abb. 4 Prinzip des Laser Scanning Mikroskops (LSM)

Durch die Einschaltung von den zwei konfokal zur Brennebene der Objektivlinse
angeordneten Lochblenden in den Strahlengang wird Licht, welches nicht aus der
Fokusebene stammt, ausgeblendet. Die Lochblenden, die beliebig variabel sind,
dienen als Raumfilter. Somit wird Licht, was von oberhalb oder unterhalb der
Fokusebene stammt, nicht detektiert. Die Durchmesser der Lochblenden bestimmen
zusammen mit dem Mikroskopobjektiv die Dicke des optischen Schnittes, die bis zur
unter 1um eingegrenzt werden kdnnen.

Die Enstehung der Aufnahmen dieser Arbeit erfolgte mit dem Laser-Scanning-
Mikroskop LSM 510 der Firma Zeiss. Es wurde ein 63x Objektiv verwendet.

Die Anregungs- und Emissionswellenlange der verwendeten Fluorochrome ist in der

folgenden Tabelle aufgefuhrt.

30



Material und Methoden

Tabelle 4 Einstellung zur Detektion verschiedener F

luorophore mit dem LSM 510

Fluorophor | Anregungslicht | Emissionslicht | Zugeordneter Farbstoff
Cy2 488nm 505-530nm gran

Cy3 543nm 560-615nm rot

Cy5 633nm > 650nm rosa

DAPI 364nm 385-470nm blau
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4 Ergebnisse

In dieser Arbeit sollte die intrazellulare Lokalisation des LRP1-Rezeptors und seine
Bedeutung fur das ApoE-Recycling untersucht werden. Da HDL das ApoE-Recycling
beeinflusst, sollte auch die Lokalisation von HDL im Vergleich zur LRP1 und ApoE

wahrend des Recyclings beurteilt werden.

Fir diesen Zweck wurden zundchst TRL aus humanem Plasma mit Hilfe der
Ultrazentrifugation isoliert. Diese Partikel enthalten primar ApoB48 und zu einem
geringen Anteil ApoB100. Da diese Partikel somit keiner sauberen Chylomikronen-
Praparation entsprechen, werden sie im Folgenden als TRL bezeichnet. Bakteriell
hergestelltes ApoE wurde mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert und an den TRL
assoziiert. Fur die Experimente wurden humane Hepatomazellen der Zelllinie HuUH7
(Nakabayashi et al., 1982) verwendet. Zuerst wurde das LRP1-Kompartiment
charakterisiert. Dafiir wurden endogen synthetisiertes LRP1 sowie Markerproteine
endosomaler Kompartimente mit spezifischen Antikrpern detektiert. Im zweiten Tell
wurde die LRP1-vermittelte intrazellulare Prozessierung untersucht, indem LRP1 und
aufgenommenes ApoE lokalisiert wurden. Im dritten Teil der Arbeit wurde unter dem
Einfluss von HDL das LRP1 induzierte intrazellulare Recycling in kurzen zeitlichen
Absténden untersucht. Die Kolokalisationsanalysen wurden mit Hilfe der konfokalen
Laserscanning-Mikroskopie durchgefiihrt. Um die Bedeutung von LRP1 fir das HDL-
induzierte-Recycling zu untersuchen, wurden die Experimente auch in priméren

Hepatozyten durchgefihrt, die durch genetische Manipulation LRP1 defizient sind.

4.1 Charakterisierung des LRP1-Kompartimentes

LRP1 wird ubiquitar exprimiert und ist reichlich in Hepatozyten zu finden. Die
Liganden-Aufnahme Uber Coated Pits ist - wie in Anschnitt 2.2.1.2 beschrieben -
vergleichbar mit dem LDL-Rezeptor. In dieser Arbeit sollte seine intrazellulare
Lokalisation genauer charakterisiert werden. Dafir wurde der Rezeptor mit Cy2
markiert und seine Lokalisation im Vergleich zu Markerproteinen endosomaler
Kompartimente untersucht. Zunachst wurde die Lokalisation von LRP1 im Vergleich

zu frihen endosomalen Strukturen ermittelt. Um die Frihen Endosomen sichtbar zu
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machen, wurde ein Antikbrper gegen das Markerprotein EEAl1 verwendet
(Christoforidis et al., 1999). Abbildung 5 zeigt die konfokalen Aufnahmen dieser

Untersuchungen.

Abb. 5 A-D: Lokalisation von LRP1 und EEAL in intra  zellularen Kompartimenten. HuH7-Zellen
wurden in 6-Well-Platten auf Coverslips ausgesetzt und in folgenden Tag nach Waschungen mit PBS
in PFA fixiert. Nach 30minutiger Fixation wurden die Coverslips nach erneuten Waschschritten in
Blockinglésung blockiert. Es folgte die einstiindige Erstantikdrperinkubation zur Detektion von LRP1
und EEAL. Vor der 45minltigen Zweitantikdrperinkubation mit anti-rabbit-Cy2 und anti-maus-Cy3
waren erneute Waschschritte nétig. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt (blau). Zum Schutz des
Fluoreszenzfarbstoffes wurden die Coverslips nun in 0.1% PPD in Mowiol eingebettet und auf einem
Objekttrager luftdicht umrandet. Die abgebildeten HuH7-Zellen zeigen je nach eingesetztem
Antikoérper und Wellenlange des konfokalen Mikroskopes unterschiedlich angefarbte intrazellulare
Strukturen. Abb. B zeigt eine Zoom-Aufnahme der Abb. A. In Abb. C sieht man LRP1 in griin und in D
EEAL in rot abgebildet. Die mit einem Pfeil markierten Strukturen kolokalisieren in der ,Overlay-
Darstellung*.
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In der Abbildung 5A ist das zusammengesetzte Bild aller Fluoreszenkanale gezeigt.
Der Bereich des Kastens wurde in der Abbildung 5B-D vergro3ert dargestellt. Die
vesikularen Strukturen in der Abbildung 5C entsprechen LRP1, jene in Abbildung 5D
Frihen Endosomen. Gut zu erkennen ist die typische, regelméRig beobachtete,
perinukledre Lokalisation des LRP1 in diesen Strukturen. Eine Farbung der
Plasmamembran, wie sie fur den LDL-Rezeptor typisch ist, ist fir LRP1 nicht zu
erkennen. Die Kolokalisation zwischen LRP1 und EEAL ist deutlich in der Abbildung
5B zu erkennen. Dies bedeutet, dass LRP1 in frihen endosomalen Strukturen zu

finden ist, von denen sich viele perinuklear befinden.

Um zu Uberprifen ob LRP1 auch im Golgi-Apparat lokalisiert ist, wurden in HuH7
Zellen LRP1 und das Golgi-System markiert (Abb. 6). Als Marker fur den Golgi-
Apparat wurde der monoklonale Anti-Golgi 58K Protein (G58K) verwendet. Wie flr
die Abbildung 5 beschrieben, ist in der Abbildung 6A das zusammengesetzte Bild
aller Fluoreszenkanéle gezeigt. Der Bereich des Kastens wurde in der Abbildung 6B-

D vergroRRert dargestellt.
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Abb. 6 A-D Intrazellulare Lokalisation von LRP1 und Golgi- Apparat.

HuH7 Zellen wurden in 6-Well Platten auf Coverslips ausgesetzt und nach Erreichen der gewiinschten
Konfluenz nach Waschungen mit PBS in PFA fixiert. Nach der Fixation erfolgten mehrere
Waschschritte und das Blocken mit der Blockldsung. Die Zellen wurden anschlieRend mit
Erstantikérper gegen LRP1 und G58K inkubiert. Die Zweitantikérperinkubation mit anti-rabbit-Cy2 und
anti-mouse-Cy3 dauerte 45 Minuten. Nach einer DAPI Farbung, bei der die Kerne gefarbt werden, und
mehreren Waschschritten, wurden die Coverslips in 0.1% PPD in Mowiol eingebettet und auf einem
Objekttrager luftdicht umrandet. Die Abb. B ist eine Zoom-Aufnahme der Abb. A. In Abb. C ist LRP1 in
grin und in Abb. D G58K in rot zu sehen. Die Pfeile zeigen auf mit LRP1 angereicherte Vesikel und
die Pfeilspitzen auf Vesikel des Golgi Systems.

Sowohl viele der Vesikel, die LRP1 (Abb. 6C) enthalten, als auch die meisten
derjenigen des Golgi-Systems (Abb. 6D) sind perinukledr zu sehen. Allerdings
kolokalisiert LRP1 nicht mit dem G58K (Abb. 6B). Das bedeutet, dass das LRP1 sich

offenbar nicht im Golgi-System oder Golgi-assoziierten Recycling-Systemen wie das

Trans-Golgi-Netzwerk befindet.
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Um zu dberprifen, ob es eine mogliche Assoziation von LRP1 mit spéten
endosomalen Vesikeln gibt, wurden erneut HuH7 Zellen fur ein Experiment
ausgesetzt und mit Markern fir Spate Endosomen/Lysosomen inkubiert. Letztere
wurden mit Antikbrpern gegen Lysosome-associated membrane protein 1 (LAMP1)
markiert (Eskelinen et al., 2003). Wie fur die Abbildung 5 beschrieben zeigt
Abbildung 7 die Ergebnisse dieses Experiments.

Abb. 7 A-D Lokalisation von LRP1 und LAMPL1 in intrazellularen Kompartimenten

HuH7 Zellen wurden fiir das Experiment in 6-Well-Plates ausgesetzt und nach mehreren Waschungen
mit PBS in PFA fixiert. Weitere Waschungen folgten und nach dem anschlieBendem Blocken mit
BSA/Saponin in PBS-Ldsung wurden die Zellen mit dem Erstantikdrper inkubiert. Dazu wurden anti-
LRP1 und anti-LAMP1 verwendet. Nach einer einstiindigen Inkubation und weiteren Waschschritten
wurden die Zellen fur 45 Minuten mit anti-rabbit-Cy2 und anti-mouse-Cy3 inkubiert. Nach einer DAPI
Farbung der Kerne und erneuten Waschschritten wurden die Coverslips in 0.1% PPD in Mowiol
eingebettet und auf einem Objekttrager luftdicht umrandet. Abb. B ist eine Zoom-Aufnahme der Abb.
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A. In Abb. C ist LRP1 in grin und in Abb. D LAMPL1 in rot zu sehen. Die Pfeile zeigen auf mit LRP1
angereicherte Vesikel und die Pfeilspitzen auf Vesikel der Spaten Endosomen.

Die Bilder der Abbildung 7 zeigen eindeutig, dass die Lokalisation von LRP1 in der
Zelle nicht mit der Lokalisation der Antikdrper gegen Spate Endosomen
Ubereinstimmt. Zusammenfassend zeigen diese ersten Experimente, dass sich LRP1
in Hepatomazellen weder im Golgi-System noch in lysosomalen Strukturen befindet,

sondern betont in perinukledren Frihen Endosomen zu finden ist.

4.2 LRP1-vermitteltes intrazellulares Prozessing

LRP1 dient mit Hilfe von ApoE und eventuell LPL oder HL wie in Abschnitt 2.1 bereits
beschrieben als Rezeptor fur die hepatische Aufnahme von TRL. Nachdem wir im
ersten Schritt die Lokalisation von LRP1 ermittelt haben, soll nun die Interaktionen
zwischen LRP1 und ApoE beim ApoE-Recycling untersucht werden. Es ist gezeigt
worden, dass LRP1 nicht in der Lage ist, lipidfreies ApoE zu binden und seinen
Stoffwechselweg zu initieren (Ruiz et al., 2005). Daher wurde ApoE mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Cy5 markiert und im Anschluss an TRL assoziiert, um in die
Zellen aufgenommen werden zu koénnen. Die Herstellung von markierten ApoE-
reichen-TRL wurde im Teil Material und Methoden beschrieben.

Die Wahl der geeigneten ApoE-Isoform fir die Experimente basierte auf den
unterschiedlichen Eigenschaften der drei Isoformen ApoE2, ApoE3 und ApoEA4.
ApoE3 und ApoE4 binden an den LDL-Rezeptor mit einer vergleichbaren Affinitat,
die Bindung von ApoE2 ist dagegen 50- bis 100-mal schwacher (Schneider et al.,
1981, Weisgraber et al., 1982, Mahley und Rall, 2000). Das ApoE4-Recycling in der
Zelle ist im Vergleich zu ApoE3 deutlich vermindert (Heeren et al., 2004). Aus diesen
Grinden verwenden wir bei unseren Experimenten die zudem haufigste Isoform
ApoE3 (Weisgraber et al., 1981).

Zur Kontrolle der erfolgreichen Markierung wurden die Liganden einer SDS-PAGE
unterzogen und mit Hilfe des Fluoreszenzscanners die Cy5-Fluoreszenz im Gel
detektiert (siehe Abb. 8).
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Abb. 8 Ligandengel Cy5-ApoE-TRL

Nach Herstellung der Liganden (siehe 3.6) erfolgte die gelelektrophoretische Auftrennung. Dafir
wurde Cy5-ApoE-TRL aufgetragen. Die Abbildung zeigt die mit dem Fluoreszenzscanner sichtbar
gemachte Fluoreszenzmarkierung der an TRL gekoppelten ApoE-Isoform bei einer Grof3e von 34
kDa.

Um die erfolgreiche Aufnahme der Cy5-ApoE-TRL in den Zellen zu Uberprifen
wurden Hepatomazellen auf Coverslips fur ein Experiment ausgesetzt und nach
30mindtiger Inkubationsphase bei 37C mit Cy5-ApoE- TRL wurden die Zellen fixiert

und die Fluoreszenzanalyse mittels konfokaler Mikroskopie durchgefuhrt (Abb. 9).

A B

20pm

Abb. 9 A-B Aufnahme von Cy5-ApoE-TRL

HuH7-Zellen wurden in 6-Well-Platten auf Coverslips ausgesetzt und am folgenden Tag nach
Waschungen mit PBS mit Cy5-ApoE-TRL fir eine halbe Stunde bei 37 Grad in CO, inkubiert.
AnschlieRend wurden sie mit Heparin in PBS Lésung gewaschen und in PFA fixiert. Einige Coverlips
wurden ohne die Inkubation mit der Aufnahmeldsung direkt fixiert. Nach 30mindtiger Fixation wurden
die Coverslips mehrmals gewaschen. Zum Schutz des Fluoreszenzfarbstoffes wurden die Coverslips
nun in 0.1% PPD in Mowiol eingebettet und auf einem Objekttrager luftdicht umrandet. Abb. A zeigt
die Zellen ohne, Abb. B diejenige mit 30minutiger Inkubation mit TRL.
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Abbildung 9B zeigt, dass die markierten TRL in die Zelle internalisiert wurden und
dass Cy5-ApoE in peripher gelegenen Endosomen detektiert werden kann.

Mit radioaktiv-markiertem ApoE wurde gezeigt, dass ApoE an LRP1 binden kann. In
dem folgenden Experiment sollte die Lokalisation des internalisierten ApoE im
Vergleich zum LRP1 untersucht werden.

Abb. 10 A-C Lokalisation von ApoE-Cy5-TRL und LRP1  in Hepatoma Zellen.

Hepatomazellen wurden auf Coverslips ausgesetzt. Nach Erreichen einer ausreichenden Konfluenz
und Waschung erfolgte die Inkubation mit ApoE-Cy5-TRL-Lésung fir 30 Minuten. Nach weiteren
Waschvorgangen, Fixierung und Inkubation mit einer Blockldsung, wurde anti-LRPs;; als erster
Antikorper aufgetragen. Nach einstiindiger Inkubation und erneuten Waschungen wurde anti-rabbit-
Cy2 als Zweitantikérper verwendet. In Abb. B ist LRP1, in Abb. C sind die ApoE-gekoppelten TRL
markiert. Die Pfeile zeigen auf Ko-Lokalisationen.
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In der Abbildung 10 sind viele Endosomen zu detektieren (siehe Pfeile), die LRP1
enthalten und mit Cy5-ApoE kolokalisieren. Hieraus lasst sich ableiten, dass sich das
TRL-assoziierte ApoE nach seiner Aufnahme in die Zelle in den gleichen Endosomen
wie sein Rezeptor befindet.

Um nun jene Endosomen zu charakterisieren, in denen sich das ApoE zusammen
mit LRP1 befindet, wurden im folgenden Experiment gleichzeitig Friihe Endosomen

markiert und ihre Lokalisation in Beziehung zu ApoE und LRP1 untersucht (Abb. 11).

Abb. 11A-D:Lokalisation von LRP1,Cy5-ApoE-TRL und E  EAL in intrazellularen Kompartimenten

HuH7-Zellen wurden in 6-Well-Platten auf Coverslips ausgesetzt und 48 Stunden spater fur das
Experiment mit PBS gewaschen. Es folgte die 30minitige Inkubation mit der Cy5-ApoE-TRL-
enthaltenden Aufnahmeldsung. AnschlieBend wurden die Coverslips nach mehreren Waschschritten
mit PFA/PBS fixiert und in Blockinglésung blockiert. Es folgte die 60minitige Erstantikdrperinkubation
mit anti-LRP1 und anti-EEA1.Vor der 45minttigen Zweitantikbrperinkubation mit anti-Rabbit-Cy2 und

40



Ergebnisse

anti-Maus-Cy3 waren erneute Waschschritte nétig. Zum Schutz des Fluoreszenzfarbstoffes wurden
die Coverslips nun in 0.1% PPD in Mowiol eingebettet und auf einem Objekttrager luftdicht umrandet.
Die abgebildete HuH7-Zelle zeigt je nach eingesetztem Antikérper und Wellenlange des konfokalen
Mikroskops unterschiedlich angefarbte intrazellulare Strukturen. In Abb. B ist LRP1, in Abb. C EEAl1
und in Abb. D TRL zu sehen. Die mit einem Pfeil markierten Strukturen kolokalisieren in der ,Overlay-
Darstellung” (Abb. A).

In HuH7 Zellen kolokalisieren LRP1, ApoE und EEA1 in Uber das Zytoplasma
verteilten endosomalen Strukturen. Diese Kolokalisation spricht fur einen TRL-
Transport mit Hilfe von LRP1 Uber EEA1-positive Strukturen, die am ehesten Frihen
Endosomen entsprechen. Diese Ergebnisse unterstitzten die Erkenntnisse, dass
ApoE uber periphere Kompartimente zuriick zur Plasmamembran transportiert und
nicht abgebaut wird (Heeren et al., 1999, Heeren et al., 2001)

Um zu untersuchen, ob ApoE auch in andere zellulare Kompartimente transportiert

wird, wurde eine Triple-Immunfluoreszenz mit Markierung der Golgi-Strukturen mit

dem G58K Antikorper durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 12 zu sehen.
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Abb. 12 A-D: Lokalisation von LRP1, Cy5-ApoE-TRL un d G58K in intrazellularen
Kompartimenten

Die HuH7-Zellen mit PBS gewaschen und fur 30 Minuten in einer Cy5-ApoE-TRL-L6sung inkubiert.
Nach mehreren Waschschritten mit PBS und PBS-Heparin und Fixierung mit PFA/PBS, wurden die
Coverslips mit Blocklosung geblockt. Es folgte die einstiindige Erstantikérperinkubation mit anti-LRP1
und anti-G58K. Nach der 45minltiger Zweitantikdrperinkubation mit Anti-rabbit-Cy2 und Anti-mouse-
Cy3 wurden die Coverslips in 0,1% PPD in Mowiol eingebettet und auf einem Objekttrager luftdicht
umrandet. Die Fluoreszenzen konnten dann im konfokalen Mikroskop bei entsprechender
Wellenlange erkannt und dargestellt werden. Die mit Pfeilen beispielhaft markierten Strukturen stellen
zytoplasmatische, LRP1(Abb. B) und ApoE-TRL(Abb. D) enthaltende Vesikel dar und die Pfeilspitzen
zeigen auf mit G58K(Abb. C) markierten Strukturen.

In der oberen Abbildung ist die Kolokalisation von LRP1 und ApoE-TRL Partikel
bestatigt worden, wahrend keine Kolokalisation G58K zu detektieren ist. Das
bedeutet, dass sich ApoE nach seiner Aufnahme in der Zelle mit Hilfe des LRP1
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nicht in G58K-positiven Strukturen befindet, die am ehesten dem Golgi-Apparat
entsprechen.

Um zu Uberprifen, ob sich ApoE in lysosomalen Strukturen befindet, wurden in den
folgenden Immunfluoreszenzexperimenten die Spaten Endosomen mit Hilfe des
Markers LAMP1 markiert und ihre Lokalisation mit der von LRP1 und ApoE
verglichen.

Abb. 13 Intrazellulare Lokalisation von LRP1 ,Cy5-A  poE-TRL und LAMP1.

HuH7-Zellen wurden in 6-Well-Platten auf Coverslips ausgesetzt und 48 Stunden spater fir das
Experiment mit PBS gewaschen. Es folgte die 30minitige Inkubation mit der Cy5-ApoE-TRL-
enthaltenden Aufnahmeldsung. AnschlieBend wurden die Coverslips nach mehreren Waschschritten
mit PFA/PBS fixiert und in Blockinglésung blockiert. Es folgte die 60minltige Erstantikdrperinkubation
mit anti-LRP1 und anti-LAMP1. Vor der 45minltigen Zweitantikdrperinkubation mit anti-Rabbit-Cy2
und anti-Maus-Cy3 waren erneute Waschschritte notig. Zum Schutz des Fluoreszenzfarbstoffes
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wurden die Coverslips nun in 0.1% PPD in Mowiol eingebettet und auf einem Objekttrager luftdicht
umrandet. Die abgebildeten HuH7-Zellen zeigen je nach eingesetztem Antikdrper und Wellenlange
des konfokalen Mikroskops unterschiedlich angeféarbte intrazellulare Strukturen. In 13B ist LRP1, in
13C LAMP1 und in 13D ApoE zu sehen. Die Pfeile zeigen auf mit LRP1(Abb. B) und ApoE(Abb. D)
und die Pfeilspitzen auf mit LAMP1(Abb. C) reichen Vesikeln.

In Abbildung 13 sieht man keine Kolokalisation von ApoE und LAMP1 (siehe
Pfeilspitzen in Abb. 13). Wahrend die Kolokalisation zwischen LRP1 und ApoE
bestétigt werden konnte, wird nach Inkubation mit TRL weder ApoE noch LRP1 in

lysosomalen Kompartimenten detektiert (Heeren et al., 1999).

Zusammenfassend wurde mit den in diesem Abschnitt beschriebenen Experimenten
gezeigt, dass ApoE nach seiner zellularen Aufnahme mit Hilfe von LRP1 wie auch
auf seinem Recyclingweg nicht im Golgi-System und auch nicht in Lysosomen zu
finden ist. Vielmehr ist anzunehmen, dass ApoE zusammen mit seinem Rezeptor
LRP1 in frihen endosomalen Strukturen verbleibt (siehe Abb. 11).

4.3 HDL-induziertes ApoE-Recycling

HDL im extrazellularen Medium kann das ApoE-Recycling tGber periphere Recycling
Endosomen induzieren (Heeren et al., 1999, von Eckardstein et al., 2001, Heeren et
al., 2003). Das ApoE-Recycling kann auch ohne HDL-Stimulation erfolgen, allerdings
ist die Anwesenheit eines extrazellularen Akzeptors sehr hilfreich (Heeren et al.,
2001, Heeren et al.,, 2003). Um die Lokalisation von ApoE und LRP1 vor dem
Recycling mit der Lokalisation wahrend des Recyclings zuné&chst unstimuliert (d.h.
ohne HDL) zu vergleichen, wurden flur das Folgeexperiment HuH7 Zellen mit Cy5-
ApoE-TRL inkubiert.
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Abb. 14 A-D Lokalisation von LRP1 und Cy5-ApoE-TRL in intrazellularen Kompartimenten vor
dem Recycling.

Hepatomazellen wurden auf Coverslips ausgesetzt. Nach Erreichen einer ausreichenden Konfluenz
und Waschung erfolgte die Inkubation mit ApoE-Cy5-TRL-L6sung fir 30 Minuten. Nach weiteren
Waschvorgéangen, Fixierung und Inkubation mit einer Blockldsung, wurde anti-LRPs;; als erster
Antikorper aufgetragen. Nach einstiindiger Inkubation und erneuten Waschungen wurde anti-rabbit-
Cy2 als Zweitantikdrper verwendet. Am Ende wurden die Coverslips auf dem Objekttrager mit
Nagellack fest umrandet. Die Abb. B ist eine Zoomaufnahme von A. In Abb. C ist LRP1 zu sehen und
in D Cy5-ApoE-TRL. Die mit einem Pfeil markierten Strukturen kolokalisieren in der ,Overlay-
Darstellung*.

Wie in den entsprechenden Vorexperimenten (siehe Abb. 10) befindet sich ApoE
nach Aufnahme in den gleichen intrazellularen Strukturen wie LRP1.

Im folgenden Schritt wurden HuH7 Zellen nach der ApoE-TRL Aufnahme flr
unterschiedliche Dauer mit HDL inkubiert, um die Induktion des intrazellularen

Recycling durch Gabe von HDL zu charakterisieren und die intrazellulare
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Lokalisation von HDL zu ermitteln. Dabei wurde auf die Lokalisation von ApoE, HDL
und LRP1 und ihre Position zueinander geachtet. Das HDL wurde mit Cy3 markiert.

Abb. 15 A-L: Lokalisation von LRP1, Cy5-ApoE-TRL un d HDL in
Kompartimenten nach 0, 5,15 und 30 Minuten Inkubati  on mit HDL

Die in 6-Well-Platten auf Coverslips ausgesetzten HuH7-Zellen wurden nach 48 Stunden mit PBS und
DMEM+BSA gewaschen und fur 30 Minuten bei 37 Grad mit einer Cy5-ApoE-TRL-L&sung inkubiert.

intrazellularen
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Nach erneuten Waschschritten mit PBS-Heparin und PBS folgte die Inkubation der HuH7 Zellen mit
einer Cy3-apoE-freie-HDL-L6sung fur jeweils 5,15 und 30 Minuten. Vor der 30minttige Fixierung mit
PFA waren erneute Waschschritte erforderlich. Die Coverslips wurden nun mit PBS gewaschen und
mit dem ersten Antikorper (anti-LRP1) bei 37 Grad inkubiert. Nach der 45minutigen
Zweitantikorperinkubation mit Anti-rabbit-Cy2 wurden die Coverslips in 0,1% PPD in Mowiol
eingebettet und auf einem Objekttrager luftdicht umrandet. Die Fluoreszenzen konnten dann im
konfokalen Mikroskop bei entsprechender Wellenlange erkannt und dargestellt werden. Die mit Pfeilen
beispielhaft markierten Strukturen stellen kolokalisierende LRP1 und ApoE-TRL enthaltende Vesikel
dar und die Pfeilspitzen zeigen auf kolokalisierenden HDL und ApoE-TRL enthaltenen Strukturen.

Wie in der Abbildung 15 zu sehen ist zum Zeitpunkt O min, wie zu erwarten, eine
starke Kolokalisation von ApoE und LRP1 zu sehen. Dies belegt erneut die initiale
Verbindung von ApoE mit seinem Rezeptor. Schon nach einer 5minitigen HDL-
Inkubation sind Endosomen zu detektieren, die ApoE und LRP1 als auch solche die
ApoE und HDL enthalten. ApoE scheint demnach an HDL zu binden und das
Recycling einzuleiten. Nach 15 Min sind die Kolokalisationen zwischen LRP1 und
ApoE deutlich geringer, nach 30 Minuten sind fast nur Vesikel zu erkennen, die ApoE
und HDL enthalten. Mit zunehmender HDL-Induktion scheint sich das ApoE von
seinem Rezeptor zu entfernen und sich mit HDL zu verbinden. Man kann mit
langerer HDL-Inkubation eine intrazellulare Abnahme der ApoE-Konzentration
beobachten, die durch die Sekretion in das Medium zu erklaren ist.

In Abschnitt 4.2 wurde gezeigt, dass die intrazellularen Strukturen, in denen sich
ApoE und LRP1 zusammen befinden, Friihe Endosomen sind (siehe auch Abb. 11).
Um den Aufenthalt von ApoE und HDL beim HDL-induzierten Recycling zu
charakterisieren, wurden HuH7 Zellen mit ApoE-TRL und HDL inkubiert und Frihe
Endosomen mittels EEA1 detektiert (Abb. 16).
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Abb. 16 A-l: Lokalisation von EEA1, Cy5-ApoE-TRL un  d HDL in intrazellularen Kompartimenten
nach 0, 5 und 30 Minuten Inkubation mit HDL

Die in 6-Well-Platten auf Coverslips ausgesetzten HuH7-Zellen wurden nach 48 Stunden mit PBS und
DMEM+BSA gewaschen und fur 30 Minuten bei 37 Grad mit einer Cy5-ApoE-TRL-L&sung inkubiert.
Nach erneuten Waschschritten mit PBS-Heparin und PBS folgte die Inkubation der HuH7 Zellen mit
einer Cy3-apoE-freie-HDL-L8sung fur jeweils 5,15 und 30 Minuten. Vor der 30mindtigen Fixierung mit
PFA waren erneute Waschschritte erforderlich. Die Coverslips wurden nun mit PBS gewaschen und
mit dem ersten Antikdrper (anti-EEA1l) bei 37 Grad inkubiert. Nach der 45minutigen
Zweitantikorperinkubation mit Anti-rabbit-Cy2 wurden die Coverslips in 0,1% PPD in Mowiol
eingebettet und auf einem Objekttrager luftdicht umrandet. Die Fluoreszenzen konnten dann im
konfokalen Mikroskop bei entsprechender Wellenlange erkannt und dargestellt werden. Die mit Pfeilen
beispielhaft markierten Strukturen stellen kolokalisierende zytoplasmatische, EEAlund ApoE-TRL
enthaltende Vesikel dar und die Pfeilspitzen zeigen auf kolokalisierende HDL und ApoE-TRL
enthaltende Strukturen

In Abbildung 16 sieht man zum Zeitpunkt O Min eine Kolokalisation von ApoE und
EEA1 wie in den vorigen Abschnitten beschrieben. Nach der HDL-Inkubation ist eine

zunehmende Kolokalisation von HDL und ApoE zu beobachten und gleichzeitig eine
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abnehmende Anzahl von Endosomen, die EEA1 und ApoE positiv sind. Schon nach
30 Minuten ist die Mehrzahl des ApoE nicht mehr in EEA1 positiven Strukturen
sondern in HDL enthaltenden Endosomen nachweisbar. Dies lasst vermuten, dass
ApoE zunehmend an HDL gebunden aus Frihen Endosomen austritt. Ferner
befindet sich ApoE nach 15 und 30 Minuten in Plasmamembran-nahen Vesikeln.
Gleiches qilt fur HDL. Viele dieser Vesikel kolokalisieren, was einer Bewegung der

ApoE-HDL-Vesikel in Richtung Zellmembran im Rahmen des Recyclings nahelegt.

Um zu uberprifen, ob LRP1 fir das ApoE-Recycling unter physiologischen
Bedingungen notwendig ist, wurden Experimente in primdren Hepatozyten
durchgeflhrt, die kein LRP1 exprimieren. Es ist bekannt, dass ein konventionelles
knockout-Modell des LRP1-Gens nicht mit einer normalen embryologischen
Entwicklung vereinbar ist (Herz et al., 1992). Daher wurden nach einer adenoviralen
Infektion mit dem Cre-Rekombinase-Gen Hepatozyten aus LRP1"¥"* Mausen
prapariert. Hierdurch wird, wie von Rohlmann beschrieben, das LRP1-Gen in der
Leber funktionell ausgeschaltet (Rohlmann et al., 1998). Zur Kontrolle wurden hier
Hepatozyten verwendet, die mit dem Markergen Enhanced Green Fluorescent
Protein (EGFP) transfiziert wurden.

Die Expression von LRP1 wurde durch Western Blotting des Zellproteins und
anschlieBende Detektion der Rezeptorproteine mit spezifischen Antikdrpern
verifiziert. Die Aufnahmen nach der Entwicklung des Rontgenfilms sind in Abbildung
19A zu sehen.

Zusatzlich wurde eine Immunfluoreszenz durchgefihrt, um den Erfolg des
Ausschaltens von LRP1 in diesem Modell zu zeigen und Bilder mit dem konfokalen
Mikroskop angefertigt (Abb. 17B, C).
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Abb. 17 LRP1 Expression in primdren Hepatozyten nac  h AAEGFP und AdCre Infektion

Abb. 17A: Western Blot mit Antikdrper gegen die R-U  ntereinheit von LRP1 . Primdre murine
Hepatozyten wurden auf 6-Well-Plates fur ein Experiment ausgesetzt. Nach 48 Stunden wurden die
Zellen lysiert und nach einer Proteinbestimmung und einen SDS-Page, wurde das Gel tiber Nacht mit
einem ersten Antikdrper aus dem Schaf, der gegen die 85 kDa groRe R-Untereinheit von LRP1
gerichtet ist. AnschlieBende Inkubation mit einem zweiten Antikdrper erlaubt mittels ECL-L6sung und
Entwicklung das Sichtbarmachen der Untereinheit. In den Proben 1 bis 3 wurde endogenes LRP1 bei
EGFP-infizierten (1) und bei AdCre infizierten (2 und 3) Hepatozyten detektiert. Es sind Banden bei
85kDa zu erkennen. Die Detektion von [I-Actin zeigt die gleichmafige Beladung.

Abb. 17 B,C: Immunfluoreszenz von primaren murinen Hepatozyten . Hepatozyten wurden in 6-
Well-Platten auf Coverslips ausgesetzt und im folgenden Tag nach Waschschritte mit PBS in PFA
fixiert. AnschlieRend erneut mit PBS gewaschen und in Blockinglésung blockiert. Es folgte die
einstiindige Erstantikdrperinkubation mit anti-LRP377. Vor der 45mindtigen Zweitantikbrperinkubation
mit anti-rabbit-Cy3 waren erneute Waschschritte nétig. Zum Schutz des Fluoreszenzfarbstoffes
wurden die Coverslips nun in 0.1% PPD in Mowiol eingebettet und auf einem Objekttrager luftdicht
umrandet. Mit Hilfe der konfokaler Mikroskopie wurden in ADEGFP-infizierten Zellen LRP1 positive
Endosomen (B) detektiert, wahrend in AdCre infizierten Hepatozyten keine oder nur eine schwache
LRP1-Farbung zu sehen ist.

Im Western Blot sieht man in den Kontrollansatzen eine deutliche Expression der
kleinen Untereinheit des LRP1 Rezeptors. Verglichen dazu sind die Banden der

AdCre-infizierten Hepatozyten stark vermindert, was zeigt, dass die Cre-Expression
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zur Deletion des LRP1-Gens fuhrt und folglich keine LRP1-Expression erméglicht. In
den Konfokalbildern nach Immunfluoreszenz sieht man den Unterschied anhand der
Detektion von LRP1 in jenen primaren Hepatozyten, die mit AAEGFP, im Vergleich
zu denen, die mit AdCre infiziert wurden. In Abb. 19C sind in den meisten
Hepatozyten keine LRP1-Vesikel sichtbar. Dies belegt erneut, dass eine Infektion
von Hepatozyten mit AdCre eine LRP1-Defizienz erzeugt.

Um nun die Wechselwirkung von ApoE mit LRP1 und die Konsequenzen einer
verminderten Expression von LRP1 fur das ApoE-Recycling naher zu untersuchen,
wurden primére Hepatozyten mit und ohne vorangegangene AdCre Infektion nach
einer Cy5-ApoE-TRL Aufnahme mit HDL inkubiert, um das ApoE-Recycling zu
induzieren. Die Uberstande wurden gesammelt und die Proteine mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Mit Hilfe des Fluoreszenzscanners konnte das Cy5-ApoE in den
Uberstanden detektiert und sichtbar gemacht werden. Die Ergebnisse zeigt
Abbildung 19.
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Abb. 18 A-B: HDL-induziertes-Recycling von Cy5-ApoE  -TRL in Wildtyp- und LRP1-defizienten
Hepatozyten.

Nach deren Infektion mit jeweils AdCre und AJEGFP, wurden die Hepatozyten auf 6-Well-Platten
ausgesetzt und nach 24 Stunden mit DMEM gewaschen. Es folgte die 30minutige Inkubation mit der
Cy5-ApoE-TRL-enthaltenden Aufnahmel6sung bei 37 Grad. Anschlielend wurden die Coverslips
nach mehreren Waschschritten mit PBS und PBS/Heparin mit der Recyclinglésung (HDL in DMEM)
fur eine Stunde inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Uberreste mit einer Pipette abgenommen.
Nach einer Zentrifugation bei 3000rpm, wurden 50 pul des Uberstandes mit 50ul
SDS/Bromphenolmischung versetzt. Jeweils 25 pl der Proben wurden auf einen 4-12% Gradientengel
aufgetragen. Die Proteine trennen sich nach GrofR3e und mit Hilfe des Fluoreszenzscanners konnte
Cy5-ApoE-TRL sichtbar gemacht werden (A). B zeigt die Quantifizierung des ApoE-Recyclings.

In der Gel-Fluoreszenzdetektion erkennt man einerseits, dass die Menge an ApoE in
den Uberstanden nach HDL-Inkubation gréRer ist als ohne die Stimulation des
ApoE-Recyclings durch HDL. Dieser Effekt ist nach der Quantifizierung in Abbildung
18B deutlicher zu sehen. Es wird sowohl bei Wildtyp-Hepatozyten als auch bei
LRP1-defizienten Zellen mehr ApoE im Medium nach HDL-Gabe detektiert. Im
vorliegenden Experiment erkennt man auch anhand des Vergleiches der Mengen
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des recycled ApoE nach HDL-Induktion, dass zwischen den Wildtyp und den LRP1-
defizienten Hepatozyten ein Unterschied besteht. Im Vergleich zu den LRP1-
defizienten Hepatozyten fiuhrt die HDL-Inkubation in den Wildtyp-Hepatozyten zu
einem effizienteren ApoE-Recycling. Das lasst vermuten, dass ein Verlust der
Funktion von LRP1 mit einem verminderten ApoE-Recycling einhergeht. Durch die
Quantifizierung der Banden in Abbildung 20B wird die Signifikanz des Unterschiedes

deutlicher.

Zusammenfassend wurde mit den Ergebnissen in Abschnitt 4.3 das ApoE-Recycling
mit Hilfe der Konfokalmikroskopie visualisiert und die herausragende Bedeutung von
LRP1 belegt. HDL kann das ApoE-Recycling stimulieren und ist auch intrazellular zu
finden. ApoE befindet sich nach seiner Aufnahme tber LRP1 zunachst mit seinem
Rezeptor in den gleichen Vesikeln, die EEA1 positiv sind und Frihen Endosomen
entsprechen. Nach Gabe von HDL erkennt man eine Bewegung der ApoE-Partikel im
Sinne eines Recyclings von perinukledren Endosomen zu HDL-positiven
Endosomen. In priméren LRP1-defizienten Hepatozyten findet sich eine signifikante
Reduktion des ApoE-Recyclings im Vergleich zum Wildtyp,
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5 Diskussion

TRL werden im Rahmen des Stoffwechsels von der Leber aufgenommen. Diese
Aufnahme findet mit Hilfe von ApoE, LPL und Uber die Lipoproteinrezeptoren statt.
Fur die Aufnahme der TRL sind hauptsachlich der LDL-Rezeptor und LRP1
zustandig (Rohlmann et al., 1998). Nach der Aufnahme durch Hepatozyten folgen die
Bestandteile von TRL unterschiedlichen Wegen (Heeren et al., 2006). Obwohl ApoB
und der groi3te Teil der Kernlipide zu Lysosomen gefiihrt und dort abgebaut werden,
folgen ApoE, LPL und ApoC einem Recyclingweg und werden zur Plasmamembran
zuruckttransportiert (Heeren et al., 1999, Rensen et al., 2000, Heeren et al., 2003).
Inwiefern diese Rezeptoren aber auch das Recycling selbst und insbesondere das
Recycling von ApoE beeinflussen, ist noch nicht abschlieRend geklart worden. In der
vorliegenden Arbeit wurde daher die Bedeutung von LRP1 fur das ApoE-Recycling
untersucht.

Im Gegensatz zum LDL-Rezeptor, der primar in Clathrin Coated Pits der
Zellmembran zu finden ist, gibt es einige Hinweise, dass LRP1 zu einem grof3en
Anteil in endosomalen Kompartimenten lokalisiert ist (Harasaki et al., 2005, Laatsch
et al, 2009). In dieser Arbeit wurde mit Hilfe der konfokalen
Laserscanningmikroskopie zunachst die LRP1 Lokalisation in humanen
Hepatomazellen charakterisiert. Bisher sind die LRP1-Kompartimente als kleine,
punktférmige Signale in fixierten Zellen beschrieben (Llorente-Cortes et al., 2000,
Newton et al., 2005). Unsere Experimente konnten diese Verteilung bestétigen (Abb.
5). Es konnte zudem gezeigt werden, dass sich LRP1 in der Zellperipherie aber auch
haufig in perinuklearen Kompartimenten befindet. Es ist bekannt, dass LRP1 nach
seiner Aufnahme nicht abgebaut, sondern wie der LDL-Rezeptor zurlick zur
Plasmamembran recycled wird, um weitere, potentiell atherogene TRL zu binden und
aus dem Kreislauf zu entfernen (Lund et al., 1989). Welche Art von Vesikeln aber
LRP1 nach seiner Aufnahme enthalten, war bisher unvollstdndig geklart. Wie in
Abbildung 5 zu erkennen, konnten wir zeigen, dass sich LRP1 in EEAL positiven
Vesikeln befindet, die Frihen Endosomen entsprechen (Christoforidis et al., 1999).
Frihe Endosomen unterscheiden sich von Recycling Endosomen, die bereits fur den
TRL-Cholesterin-Efflux und das ApoE-Recycling beschrieben wurden, anhand
morphologischer Gesichtspunkte, dem Transport von Metaboliten und der

raumlichen Aufteilung der Kompartimente in der Zelle. Fir die Beziehungen
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zwischen den Kompartimenten gibt es unterschiedliche Modelle. Einerseits werden
Frihe- und Recycling Endosomen als getrennt voneinander bestehende
Kompartimente gesehen (Klumperman, 2000, Pelletier et al., 2000), anderseits
konnten Recycling Endosomen auch aus tubuldren Auslaufern der Frihen
Endosomen hervorgehen (Mellman, 1996). Das Vorkommen des Recycling-
endosome-spezifischen Markers Rab11 in Frihen Endosomen scheint dieses Modell
Zu unterstutzen. (Sonnichsen et al., 2000, Sheff et al.,, 2002). Es gibt aber auch
Hinweise, dass das Recycling auch direkt Uber einen Recycling-Endosomen-
unabhangigen Weg und zwar wie im Falle des Transferrins (Sheff et al., 2002) tber
Frihe Endosomen stattfindet.

Aufgrund der in Abbildung 5 gezeigten Kolokalisation mit EEA1l ist es
wahrscheinlich, dass das LRP1-Recycling ebenso direkt Uber die Frihen
Endosomen stattfindet und, wie in den Abbildungen 6 und 7 zu sehen, weder mit
dem Golgi-System noch mit lysosomalen Strukturen in Verbindung steht. Allerdings
waren weitere Kolokalisationsexperimente mit verschiedenen Markerproteinen der
Recycling- und Frihen Endosomen notwendig, um diese Auffassung zu bestatigen.
Die Beziehung und Lokalisation von LRP1 im Vergleich zu ApoE nach seiner
Aufnahme wurde im zweiten Teil der Arbeit untersucht. Fur die Aufnahme der TRL
durch Hepatozyten ist ApoE essentiell. TRL binden zusammen mit LPL an LRP1,
(Beisiegel et al., 1991, Heeren et al., 2002, Zheng et al., 2006), was zur Endozytose
dieser triglyzeridreichen Partikel fihrt. Danach erfolgt die beschriebene Trennung der
TRL, wobei ApoE-haltige, peripher verbleibende ‘Surface Remnants’ in Frihen
Endosomen verbleiben (siehe Abb. 9 und auch (Heeren et al., 1999, Heeren et al.,
2003). In der Abbildung 10 ist zu sehen, dass ApoE nach seiner Aufnahme mit LRP1
zunachst verbunden bleibt. Das zeigt, dass sich ApoE im Gegensatz zu anderen
Liganden wie das RAP (Laatsch et al., 2004) nicht direkt von seinem Rezeptor trennt,
was erstens auf einen anfanglich gemeinsamen intrazellularen Weg hindeutet und
zweitens zeigt, dass LRP1 die Speicherung von ApoE in endosomalen
Kompartimenten bewirkt.

Mit Hilfe von Pulse-Chase Experimenten in Fibroblasten zeigten Heeren et al. eine
intrazellulare Kolokalisation von ApoE und Cholesterin mit EEAl-positiven Strukturen
(Heeren et al., 2003). Die Abbildung 11 zeigt, dass auch in Hepatomazellen ApoE
zusammen mit LRP1 in EEAl-positiven Strukturen lokalisiert ist. Es liegt nahe, dass

ApoE- und LRP1-Recycling bereits in Frihen Endosomen unabhangig vom Zelltyp
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stattfinden, von denen sich, wie oben erwdhnt, moglicherweise die Recycling
Endosomen herleiten.

Weitere Experimente, die die Lokalisation des Golgi-Systems sichtbar machten,
zeigten keine Kolokalisation mit ApoE oder LRP1. Weder ApoE noch LRP1 wurden
wahrend des Recyclings im Trans-Golgi Netzwerk nachweisbar (siehe Abb. 12).
Uber die Beteiligung des Golgi-Systems am ApoE-Recycling gibt es allerdings
unterschiedliche Auffassungen. In Experimenten der Gruppe Swift et al. wurde
aufgenommenes ApoE in isolierten Golgi-Fraktionen aus Mause-Lebern gefunden,
was fur Beteiligung vom Golgi-System beim ApoE-Recycling sprechen wirde (Fazio
et al., 1999, Swift et al., 2001). Fehlende Kolokalisation von ApoE und Adaptor
Protein 1 (AP1), einem weiteren Marker fir das Golgi-System (Ahle et al., 1988,
Heeren et al., 2003), wie auch die Erkenntnis, dass das ApoE-Recycling nicht von
einem defekten Golgi-System kompromittiert wird (Farkas et al., 2004), legten
allerdings nahe, dass das ApoE-Recycling nicht Gber das Golgi-System stattfindet.
Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen diese Auffassung.

Eine mogliche Erklarung fur diese unterschiedlichen Ergebnisse kénnten
unterschiedliche Recycling-Wege fir das ApoE sein. So kbnnte man vermuten, dass
ein schneller Haupt-Recyclingweg Uber Frilhe Endosomen stattfindet. Daneben
konnte bei langerem intrazellularem Aufenthalt von ApoE ein langsamerer Weg eine
Rolle spielen, der Uber das Golgi-System vermittelt ist. Allerdings ist zu beflirchten,
dass die Studien in der Arbeitsgruppe Swift Kontaminationen von ApoE-enthaltenden
Frihen Endosomen in ihren ersten Studien detektiert haben. Eine Beteiligung des
Golgi-Apparates wurde durch ihre eigenen spateren Studien widerlegt.

Analysen mit lysosomalen Markerproteinen zeigten (siehe Abb. 13) eine fehlende
Kolokalisation von ApoE und LRP1 mit Lysosomen, was die beschriebenen
Erkenntnisse Uber das ApoE-Recycling stitzt, wobei hier gezeigt werden konnte,
dass LRP1 nicht in pre- und lysosomalen Kompartimenten an der Proteinsortierung
beteiligt ist. Ein solcher Weg wurde fur LRP2, einem endozytotisch wirksamen
Lipoprotein Rezeptor mit sehr &hnlicher Struktur beschrieben (Czekay et al., 1997).
Das ApoE-Recycling wird von HDL oder ApoAl induziert. HDL dient hierbei als
extrazellularer Akzeptor fir ApoE (Heeren et al., 2003). Im dritten Teil dieser Arbeit
wurde das HDL-induzierte-Recycling mittels konfokaler Mikroskopie visualisiert und

die Bedeutung von LRP1 untersucht.
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Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe zeigen erneut, wie in den Abbildungen 15 und
16 dargestellt, dass ApoE uber seinen Rezeptor LRP1 in die Zelle eintritt und
zunachst im friihen endosomalen Kompartiment verbleibt. Bereits fiunf Minuten nach
der HDL-Inkubation zeigt sich eine Assoziation von ApoE mit HDL, welches in die
Zelle aufgenommen wurde. ApoE kolokalisiert schon nach kurzer Zeit fast
vollkommen mit HDL und entfernt sich von seinem Rezeptor und den Frihen
Endosomen (siehe Abb. 16 und 17). Ob sich HDL in den Endosomen erst mit ApoE
verbindet und schlie3lich als Komplex von den Frilhen Endosomen trennt oder aber
ApoE allein aus den Frihen Endosomen zu HDL transportiert wird, ist noch nicht
abschlieRend geklart worden.

Anfanglich wurde vermutet, dass HDL erst an der Plasmamembran ApoE aus der
Zelle aufnimmt (Heeren et al., 2001). Folgende Arbeiten entdeckten ApoAl und seine
Rezeptoren in intrazellularen Kompartimenten (Silver et al., 2001, Oram, 2002, Smith
et al., 2002). Mittlerweile ist bekannt, dass HDL -induziertes ApoE-Recycling mit der
Internalisierung von ApoAl und gesteigertem Cholesterinefflux einhergeht und dass
ApoAl mit Cholesterin und ApoE in Frihen Endosomen kolokalisiert und somit die
Entstehung ApoE- und Cholesterin angereicherter HDL-Partikel vermittelt (Heeren et
al., 2003). Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen diese Ansicht nachhaltig.

Die HDL und ApoE angereicherten Vesikel scheinen sich Uber die Zeit peripher zu
sammeln. Dabei scheint die intrazellulare ApoE-Konzentration abzunehmen, was auf
eine Bewegung der ApoE-HDL Partikel nach extrazellular im Sinne einer ApoE-
Sezernierung schlie3en lasst. Ob LRP1 nach der Entfernung von ApoE in Frihen
Endosomen verbleibt, ist unklar und musste mit weiteren Experimenten untersucht
werden. Es ist in jedem Fall denkbar, dass LRP1 tber Friilhe Endosomen nach der
Aufnahme der TRL zur Plasmamembran zuriickgefiihrt wird. Das Recycling Uber
Frihe Endosomen wird auch durch die Ergebnisse neuerer Studien untersttitzt, die
zeigten, dass eine Sortierung von LRP1 abhéngig von Sorting Nexin 17 (Snx17) ist,
das in Frihen Endosomen gefunden wird (Stockinger et al., 2002, van Kerkhof et al.,
2005).

Welchen quantitaiven Einfluss LRP1 fir das ApoE-Recycling hat, zeigt die Abbildung
18. Nach Ausschalten der LRP1-Expression in priméaren Maus-Hepatozyten mit Hilfe
der Cre/Lox Systems (siehe Abb. 17), wurde das ApoE-Recycling dieser Zellen mit
dem normaler Hepatozyten verglichen. LRP1-defiziente Hepatozyten re-sezernieren

dabei signifikant weniger ApoE als die Wildtypzellen. In beiden Fallen war das ApoE-
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Recycling durch HDL-Inkubation erhéht. Daraus lasst sich schliel3en, dass LRP1
einen grof3en Anteil an dem HDL-unabhangigen und insbesondere dem HDL-
abhangigen ApoE-Recycling vermittelt. Aul3erdem kann HDL das ApoE-Recycling
unabhangig von LRP1 vermitteln, wie die Ergebnisse in Abbildung 18B zeigen. Eine
verminderte Aufnahme von ApoE durch eine verminderte Expression von LRP1 ist
wenig wahrscheinlich, da der LDL-Rezeptor nicht ausgeschaltet worden ist und die
Aufnahme von ApoE kompensieren kann.

Die Abnahme des ApoE-Recycling durch die LRP1-Defizienz scheint komplementar
zu neueren Ergebnissen der Gruppe Farkas et. al zu sein. In primaren Hepatozyten
konnten sie keinen signifikanten Unterschied in Zellen mit reduzierter LRP1-
Expression und Kontrollzellen zeigen (Farkas et al., 2004). Die lieRe sich eventuell
dadurch erklaren, dass bei den verwendeten RAP-defizienten Hepatozyten mit ca.
75%iger Reduktion in der LRP1-Expression, wahrend bei den LRP1-defizienten
Hepatozyten, die in dieser Arbeit verwendet wurden, die LRP1-Expression nicht
nachweisbar ist. LRP1 kénnte also auch noch bei sehr geringer Expression seine
Rolle erfullen und nur im Falle einer kompletten Defizienz zur Abnahme des ApoE-
Recycling fuhren.

Mit den Daten der vorliegenden Arbeit und vor dem Hintergrung des HDL-induzierten
ApoE-Recyclings (Heeren et al., 2003) kénnte man der physiologischen Bedeutung
von LRP1 im ApoE-Recycling ndher kommen. Es ist denkbar, dass dieser Weg ein
Teil des Kreislaufes ist, dessen erster Teil der schon frih beschriebene
intravaskulare ApoE-Transfer von HDL zu TRL(Imaizumi et al., 1978, van't Hooft und
Havel, 1981). In der postprandialen Phase ist die Clearance der atherogenen TRL
(Mahley et al., 1991, Mahley et al., 1995) aus dem Blutkreislauf sehr wichtig, um das
Risiko einer Atherosklerose zu mindern. Wenn der ApoE-Bestand der Zelle erschopft
ist, und Uberdies eine Neubildung von ApoE zu viel Zeit in Anspruch nehmen wiurde,
wéare das ApoE Recycling ein idealer und schneller Weg, um neues ApoE
bereitzustellen. Das recycled ApoE wird dann von der Zelle an HDL abgegeben, von
wo aus es fur einen erneuten Aufnahmezyklus der CR zur Verfligung steht. Dieses
Recycling geht dann so lange weiter, bis keine CR mehr aufgenommen werden
mussen und die postprandiale Phase beendet ist.

Es konnte auch gezeigt werden, dass durch HDL-Induktion das Entfernen von ApoE
aus den LRP1 positiven Vesikeln und seine Re-Assoziation mit HDL bereits in den

Frihen Endosomen unmittelbar nach seiner Endozytose stattfindet. LRP1 befindet
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sich auch in den Frihen Endosomen und wird vermutlich tber diese zur
Plasmamembran zuriickgefuhrt. Diese Zusammenhénge kénnten die Voraussetzung
fur die mechanistisch noch immer unverstandene hohe Geschwindigkeit der
Aufnahme der aul3erst atherogenen TRL aus dem Plasma sein.

Es ist etabliert, dass LRP1 zusammen mit LDL-Rezeptor essentiell fir die Aufnahme
der TRL ist (Rohlmann et al.,, 1998). Allerdings gehen die Meinungen uUber die
Beteiligung der Rezeptoren am ApoE-Recycling auseinander. Die Ergebnisse dieser
Arbeit unterstitzen die Ansicht, dass LRP1 signifikant am ApoE-Recycling beteiligt
ist (Fazio et al., 1999, Heeren et al., 2001, Heeren et al., 2003). Es bleibt allerdings
offen, ob der LDL-Rezeptor ebenso wichtig oder wichtiger ist (Rensen et al., 2000).
Viele Autoren geben beiden Rezeptoren eine wichtige Rolle, die aber auch aufgrund
der mdglichen Beteiligung mehrerer intrazellularen Recycling-Wege (Farkas et al.,

2004) noch nicht eindeutig zu klaren ist.
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, die zellulare Lokalisation vom Lipoprotein Rezeptor LRP1 in
humanen Leberzellen zu charakterisieren und die Bedeutung von hepatischem LRP1
beim HDL-induzierten Recycling von ApoE zu untersuchen. Zur Analyse der
zellularen Lokalisation des Rezeptors und der Kolokalisation mit verschiedenen
Markern endosomaler Kompartimente wurde die Methode der indirekten
Immunfluoreszenz und konfokaler Laserscanningmikroskopie angewandt. Nach der
Inkubation mit direkt Fluoreszenz-markierten ApoE-gekoppelten Triglyceridreichen
Lipoproteinremnants und High-Density Lipoproteins (HDL) wurden die
Wechselwirkungen von ApoE, LRP1 und HDL beim ApoE-Recycling untersucht. Um
quantitativ die Bedeutung von LRP1 beim ApoE-Recycling zu untersuchen, wurden
Pulse-Chase Experimente mit primaren LRP1- defizienten murinen Hepatozyten
durchgefuhrt.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass sich LRP1 vor und nach der
Aufnahme von ApoE weder im Golgi-System noch in den Lysosomen befindet,
sondern in EEAl-positiven Frihen Endosomen. Im Verlauf der Endozytose wurde
eine Akkumulation von ApoE in LRP1-positiven, Frihen Endosomen beobachtet.
Sowohl ApoE als auch LRP1 wurden wahrend der intrazellularen Sortierung weder
im Golgi-System noch in lysosomalen Kompartimenten detektiert. Die kinetische
Analyse der gleichzeitigen ApoE, LRP1 und HDL Lokalisation wéhrend des HDL-
induzierten ApoE-Recyclings zeigte, dass die HDL-Stimulation die Freisetzung von
ApoE aus dem LRP1-Kompartiment induziert und zu einer intrazellularen Assoziation
von ApoE mit HDL fuhrt. Pulse-Experimente in LRP1-defizienten Hepatozyten
unterstitzten die Hypothese, dass LRP1 fir das ApoE-Recycling auch quantitativ
eine bedeutende Rolle spielt. Zusammenfassend konnten diese Experimente zeigen,
dass LRP1 nicht nur bei der Aufnahme sondern auch beim ApoE-Recycling eine
wichtige Rolle spielt. Klinisch kénnte dies von Bedeutung sein, da ein reduziertes
ApoE-Recycling eine Akkumulation von Remnant-Lipoproteinen verursachen kénnte,
da in diesem Fall der ApoE-Plasmapool insbesondere in der postprandialen

Stoffwechselsituation schnell erschopft sein wirde.
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