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1.Einleitung

Einleitung

Der Lipoproteinmetabolismus

Lipide sind flr den Saugetierorganismus unverzichtbare Substanzen. Sie wer-
den als Brennstoffe, Signalmolekile, Hormonvorstufen, fur die Warmeisolation
und als Strukturbausteine fur Zellmembranen verwendet. Die physiologisch
wichtigsten Klassen der Lipide sind Triglyceride (TG), Phospho- und Sphingoli-
pide sowie das Cholesterin. Das Blut als transportierendes Milieu hat hydrophile
Eigenschaften, was den Transport von Lipiden im vaskuldren System unmog-
lich macht. Der tierische Organismus I6st dieses Problem, indem er, dem che-
mischen Charakter der Lipide entsprechend, Lipide gemeinsam mit sogenann-
ten Apolipoproteinen als Lipoproteine transportiert.

Im Laufe der Entwicklung ist daraus ein System mit verschiedenen Lipoprotei-
nen und Lipoprotein-Rezeptoren entstanden, dessen Bedeutung in den letzten
zwei Jahrzehnten von der Wissenschaft erkannt wurde. So kdnnen sowohl ge-
netisch bedingte Defekte als auch die Lebens- bzw. Erndhrungsweise zu Dys-

regulationen des Lipoproteinmetabolismus flhren.

Struktur und Funktion der Lipoproteine

Die Lipoproteine haben alle ein gemeinsames Bauprinzip: es handelt sich um
grol3e spharische Partikel mit einer hydrophilen Oberflache und einem lipophi-
lem Kern. Die Hulle, ein amphiphiler Monolayer, bestehend aus Phospholipiden
und freiem Cholesterin, in die die Apolipoproteine eingebettet sind, umgibt den
aus Triglyceriden und Cholesterin-Estern bestehenden hydrophoben Kern. Der
Monolayer und die Apolipoproteine fuhren durch ihre physikodynamischen Ei-
genschaften zu einer thermodynamisch gunstigen Aggregation der Lipide in-
nerhalb eines wassrigen Systems und ermdglichen dieser Stoffklasse somit
einen regulierbaren und gezielten Transport (Mahley et al, 1984).

Im humanen Blut werden die Lipoproteine in 5 Klassen eingeteilt. Die Einteilung
erfolgt nach Dichte, GroRRe, elektrischer Ladung sowie nach Zusammenstellung

der Lipide und Apolipoproteine (Gotto et al, 1986). In Tabelle 1 werden die Ei-
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genschaften der einzelnen Klassen Chylomikronen (CM), Lipoproteien sehr ge-
ringer Dichte (very low density proteins, VLDL),Lipoproteinen intermediarer
Dichte (intermediate density proteins, IDL), Lipoproteinen geringer Dichte (low
density proteins, LDL) und Lipoproteine hoher Dichte (high density proteins,
HDL) dargestellt. Die Bezeichnung der Lipoproteine nach ihrer Dichte beruht
auf der Trennung der Fraktionen in einem Kaliumbromid-(KBr) Dichtegradienten

nach Ultrazentrifugation (Havel et al, 1955).

Chylomikronen VLDL IDL LDL HDL
Syntheseort Darm Leber intraplasmal VLDL Leber/Darm
Molekulargewicht 5-1000x10° 10-80x10° 5-10 x10° 2-3 x10° 65-386
[kDa]
Durchmesser [nm] 75-1200 30-80 25-35 18-25 5-12
Dichte [g/ml] <0,96 0,96-1,006 | 1,006-1,019 | 1,019-1,063 [ 1,063-1,21
Mobilitat * Start pre-B slow pre B B o
Komposition
[% der Masse]
Triglyzeride 86 55 23 6 4
Phospholipide 7 18 19 22 34
Cholesterolester 3 12 29 42 14
Cholesterol 2 7 9 8 4
Protein 1-2 6-10 11 21 45-55
Apolipoproteine
ApoA-I, ApoA-Il, + - - - +
ApoA-IV
ApoBigo - + + + -
ApoB,s + - - - -
ApoE + + + .
ApoC-I, ApoC-lI, + + + - +
ApoC-llI

Tabelle 1: Physikalische Eigenschaften, Lipid und Apolipoprotein Zusammen-
setzung der Lipoproteine

Die Daten zu den physikalischen Eigenschaften, sowie der Komposition der Lipide und der Apo-
lipoproteine der Chylomikronen, VLDL, IDL, LDL und der HDL sind der Literatur entnommen
(Gotto et al., 1986; Havel et al., 1955; Kane, 1996, Handbuch der Stoffwechselstérungen,
Schwandt, Richter, 2001). Die Mobiltdten sind entsprechend der Plasma o und - Globuline
nach elektrophoretischer Auftrennung in einem nativen Agarosegel angegeben. Die Plus- bzw.
Minuszeichen sollen die An- bzw. Abwesenheit des entsprechenden Apolipoproteins auf dem
jeweiligen Lipoproteinpartikel anzeigen

Die Lipoproteine des Plasmas variieren in ihrer Gro3e betrachtlich. Die Anteile

der Triglyceride laufen parallel zur Gréfze und die Dichte steigt progredient zum
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kleineren Durchmesser der Partikel. Dieses ist auf das unterschiedliche Ver-
haltnis von Proteinen an der Oberflache zu Lipiden im Kern zurtckzuflhren.

Der Proteinanteil der Lipoproteine nimmt rein funktionale Aufgaben wahr. Er
gewahrleistet neben der strukturellen Integritdt auch ein gezieltes Erkennen
ihrer charakteristischen Oberflachenstruktur durch spezifische Rezeptoren
(Goldstein and Brown, 1986). Man unterscheidet 10 verschiedene Gruppen von
Apolipoproteinen, die in Abhangigkeit ihrer Verwandschaft in 6 Familien
(A,B,C,D,E,(a)) eingeteilt werden (Havel et al, 1980, Camato et al, 1989, Scanu
et al, 1991). Sie wirken als enzymatische Cofaktoren bei der katabolischen Hyd-
rolyse der Lipoproteine einerseits durch die Lecithin-Cholesterin-Acyl-
Transferase (LCAT) (Aron et al.,, 1978, Steinmetz et al., 1985, Zorich et
al.,1985) und andererseits durch die Lipoprotein-Lipase (LPL) (Smith et al.
1980, Kinnunen et al., 1977).

Transport der Lipide

Zu unterscheiden sind bei dem Transport zwei verschiedene Wege, die aus der
Gliederung des Lipoproteinmetabolismus hervorgehen. Es gibt zum einen die
exogenen, mit der Nahrung aufgenommenen Lipide und zum anderen die en-
dogenen, von der Leber synthetisierten Lipide. Im folgenden werden diese bei-

den Wege naher erlautert.

A) Weg der exogenen Lipide

Die Verdauung der Lipide beginnt mit der Hydrolyse langkettiger Fettsauren aus
den Triglyzeriden durch die pharyngeale Lipase im Mund. Unter dem Einfluf3
von Gallensauren werden die Nahrungslipide zu kleinen gemischten Mizellen
emulgiert. An diesen kleinen Partikeln ist Uber die Colipase die Pankreaslipase
verankert, die dort hydrolytisch aktiv wird. (Dolphin, 1992). Die Gallensauren
spalten sich ab und gelangen Uber den enterohepatischen Kreislauf wieder in
die Leber. Freie Fettsauren und 2-Monoglyzeride werden in die Enterozyten des
Jejunums eingeschleust. Hier beginnt die Resynthese der Lipide und ihre In-
korporation in die sogenannten Chylomikronen. Dabei ist die Assoziation mit

dem Apolipoprotein Apo B4g ein notwendiger erster Schritt. Nach weiterer An-



1.Einleitung

bindung der Apolipoprteine A-l, A-ll und A-IV werden die gebildeten Chylo-
mikronen in den interstitiellen Raum exozytiert, mit der Lymphe gesammelt und
uber den Ductus thoracicus in die Blutbahn abgegeben (Hussain et al., 1996,
Kane, 1996). Intravaskular werden die Chylomikronen durch die Aktivitat der
endothelzell-gebundenen Lipoprotein-Lipase (LpL) hydrolytisch gespalten (Ei-
senberg et al., 1990). Es entstehen freie Fettsauren, die entweder in Adipozyten
gespeichert oder der p-Oxidation im Herz- und Skelettmuskel zugefihrt werden
(Olivecrona und Bengtsson-Olivecrona, 1993). Die verbliebenen Chylomikro-
nen-Remnants werden von weiteren Veranderungen begleitet. Die C-
Apolipoproteine und das Apolipoprotein E (ApoE) aus der HDL verbinden sich
mit den Chylomikronen und verandern dadurch ihre Eigenschaften (Mahley und
Hussain, 1991). Insbesondere die Assoziation mit ApoE erhoht die Affinitat zu
den Lipoprotein-Rezeptoren der Leber (Kowal et al., 1989, Beisiegel, 1992).
Von den C-Apolipoproteinen ist ApoC-Il ein essentieller Cofaktor fur die LpL-
Aktivitat (Olivecrona and Bengtsson-Olivecrona, 1993). Die weiteren C-
Apoproteine inhibieren die zellulare Aufnahme der CM-R (Masucci-Magoulas et
al., 1997, Ebara et al., 1997, Swaney and Weisgraber, 1994).

Nach der hydrolytischen Spaltung der Chylomikronen in CM-R mittels der LpL,
verbleibt diese an den CM-R ( Felts et al., 1975, Goldberg et al., 1986, Zambon
et al., 1996). Dadurch wird die Aufnahme Uber das LDL-Rezeptor-Related-
Protein (LRP) moglich. Ebenso wie das LRP, so befindet sich auch die Hepati-
sche Lipase (HL), die durch ApoE aktiviert wird, an den Leberzellen. Sie dient
auch als Ligand fur die Aufnahme von CM-R (Krapp et al., 1996).

Der wirksamste Mechanismus der Aufnahme von CM-R in die Leber stellt je-
doch die Bindung von ApoE an den LDL-Rezeptor und LRP dar (Beisiegel,
1995, Beisiegel et al., 1989, Bradley and Gianturco, 1986, Kowal et al. 1989,
Willnow et al., 1994). Die Aufnahme erfolgt Gber Endozytose in Hepatozyten.

B) Weg der endogenen Lipide

Der Weg der endogenen Lipide beginnt in der Leber, dem Hauptort biochemi-
scher Fettsauresynthese. Hier werden zunachst VLDL-Partikel synthetisiert und
von den Hepatozyten, in geringerem MalRe auch von den Enterozyten, sezer-
niert. Sie erhalten vor allem endogene Triglyzeride und Phospholipide und als
ApoB-Komponente das ApoB1oo. Die VLDL1 gelangt Uber den Blutkreislauf in
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die Peripherie und wird durch die endothelstandige Lipoprotein-Lipase zur klei-
neren VLDL2 und schlieBlich zur IDL hydrolysiert (Griffin and Packard, 1994).
Die VLDL wird in der Peripherie teilweise durch die endothelstandige Lipopro-
teinlipase (LPL) hydrolisiert (Griffin and Packard, 1994), teilweise auch als
kompletter Partikel durch rezeptorvermittelte Endozytose aufgenommen. Ver-
antwortlich hierfur ist der VLDL-Rezeptor(Takahashi et al.,1992), der das ApoE
als Ligand erkennt (Beisiegel, 1995). Die VLDLZ2 und die IDL werden ca. zur
Halfte wieder in die Leber aufgenommen. Dies geschieht vornehmlich uber den
endozytotisch wirkenden LDL-Rezeptor oder die LRP.

Die nicht in die Leber aufgenommenen IDL-Partikel werden wieder durch die
LpL und HL hydrolytisch zu LDL gespalten. Wahrend der Hydrolyse zum LDL-
Partikel kommt es des zum Verlust aller Apolipoproteine aul3er dem ApoBioo.
Nach einer Verweildauer von ca. 2-3 Tagen erfolgt die Aufnahme der LDL-
Partikel Gber die Bindung von ApoB1g an den LDL-Rezeptor (Brown and Gold-
stein, 1986). Sie erfolgt zu ungefahr gleichen Teilen in der Leber und in nicht-
hepatischem Gewebe. Um intrazellular eine zu hohe Cholesterinkonzentration
zu vermeiden, wird sowohl die Neusynthese als auch die Aufnahme von LDL-
Partikeln Uber Sterol-regulierte Bindungsproteine gesteuert (Brown and Gold-
stein, 1997).

Die Elimination von Cholesterin aus dem Organismus erfolgt ausschliel3lich U-
ber die Ausscheidung von Gallensauren. Da periphere Zellen nicht in der Lage
sind , freies Cholesterin und Gallensauren auszuscheiden, geben diese das
freie Cholesterin an extrazellulare Akzeptoren weiter. Beim sogenannten rever-
sen Transport des Cholesterins spielen die in den Leber- und Darmzellen gebil-
deten HDL-Partikel die Hauptrolle. Unter dem Einflu} der Lecithin-Cholesterin-
Acyltransferase (LCAT) ubernimmt die HDL das Cholesterin und deponiert es
verestert im Kern. Das Koenzym dieser Reaktion ist dabei das auf der HDL be-
findlich ApoA-I (Fielding et al., 1972). Die HDL ubertragt wiederum ihr Choleste-
rin auf grélere Lipoproteine. Dieses wird enzymatisch durch das Cholesterin-
Ester-Transfer-Protein (CETP) gesteuert. Ein Teil der in der HDL sich befinde-
nen Cholesterin-Ester wird auch direkt an die Leber herantransportiert (Pieters
et al. 1991) und dort Uber den Scavenger-Rezeptor B1 (SR-B1) in die Leber

aufgenommen (Krieger etal., 1995).
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Rezeptoren im Lipoproteinmetabolismus

Die Funktion der Lipoprotein-Rezeptoren besteht in der Bindung und Aufnahme
von Lipoproteinen aus der Zirkulation. Mittlerweile sind 7 Mitglieder der LDL-
Rezeptor-Familie im Saugetierorganismus bekannt:

e LDL-Rezeptor (Brown and Goldstein, 1974)

e LRP (Herz et al., 1988)

e GP330/Megalin (Raychowdhury et al., 1989, Saito et al., 1994)

e VLDL-Rezeptor (Takahashi et al., 1992)

e LR 11 (Yamazaki et al., 1996)

e LR8B (Novak et al., 1996)

e ApoE-Rezeptor 2 (Kim et al.,1996)

Gemeinsam ist den Mitgliedern, dal} sie alle aus 5 verschiedenen Doméanen
bestehen:

1. complement-type-Domane

Ihren Namen hat diese Domane von ihrer homologen Struktur zu verschiede-
nen Komplementfaktoren. Sie bildet das C-terminale-Ende des Rezeptor-
Proteins. Es besteht aus einer variablen Wiederholung von 40 Aminosauren
(AS) mit drei Disulfidbrucken, die eine konservierte S-D-E(Ser-Asp-Glu)-
Sequenz umgeben. Die Domane ist negativ geladen und ist fir die Liganden-
bindung verantwortlich (Mahley et al.,1977, Goldstein et al., 1983, Russell et al.,
1989).

2. EGF-type-Domane

Sie besitzt eine 35%ige Sequenzhomologie zum Epidermalen Wachstumsfaktor
(EGF), was zur Namensgebung beitrug. Eine Konsensus-Sequenz Y-W-T-D
(Tyr-Trp-Thr-Asp), mehrfach wiederholt, trennt die wachstumsartigen Faktoren
voneinander. Notwendig ist diese Domane fur die intrazellulare, saureinduzierte

Dissoziation der Liganden (Davis et al., 1987).
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3. O-Glycosyl-Domane

Die 18 O-Glycosid enthaltene Domane gewahrleistet wahrscheinlich eine aus-
reichenden Abstand der extrazellularen Domane von der Zelloberflache (Davis
et al., 1986).

4. Transmembrandomane

5. Carboy-terminale-Domane

In dieser Domane sind N-P-X-Y (Asp-Pro-Yal-Tyr)-Sequenzen enthalten, die
einerseits flur das Recycling des Rezeptors (Chen et al., 1990) und andererseits
fur die Bindung des Rezeptors an bestimmte Membranbereiche, den coated

pits, zustandig ist.

LDL-Rezeptor-related Protein gp330
NH, LRP
.ﬂﬂ'l.‘%‘*NHz

Transmembran
Domane 515 kDa

NPXY Internalisierungs-
Sequenz

) Ligand-Bindungs-
Doméne

mm O-gebundene Zucker-
méne

Do

<4— Growth Factor
Repeat
Spacer

QO EGF Repeat

LDL-Rezeptor VLDL-Rezeptor

% 85’; -
| |
Ve O

|

| |
COOH COOH % *m
I COOH @

Abbildung 1: Schematische Darstellung des flr den Lipoproteinstoffwechsel
relavanten Teils der LDL Rezeptor Gen Familie

Gezeigt sind die Anordnungen der einzelnen funktionalen Domainen fir den LDL R (Brown and
Goldstein, 1974), den VLDL R (Takahashi al et., 1992), fur LRP (Herz et al., 1988) und
gp330/Megalin (Raychowdhury et al., 1989; Saito et al., 1994).
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Im weiteren werden nun die fur diese Arbeit wichtigen Rezptoren, LDL-Rezeptor

und VLDL-Rezeptor, beschrieben.

LDL-Rezeptor

Der LDL-Rezeptor ist ein aus 839 Aminosauren bestehendes Glykoprotein. Er
vermittelt die Bindung, die Aufnahme und den Abbau von LDL. Durch homozy-
gote Defekte im LDL-Rezeptor-Gen kann es zur familiaren Hypercholesterina-
mie kommen, deren Folgen im weiteren Verlauf dieser Arbeit beschrieben wer-
den.

Der Genlocus des humanen LDL-R befindet sich auf dem kurzen Arm von
Chromosom 19 (p13.1-p13.3). Er umfal’t 18 Exons und dementsprechend 17
Introns (Sudhof et al.).

Die Synthese beginnt mit einem 120 kDa Vorlauferprotein, das innerhalb des
Golgi- Apparates zum reifen, 160 kDa groRen LDL-Rezeptor prozessiert wird.
Kurze Zeit nach der Translation gelangt der LDL-Rezeptor zur Zelloberflache,
wo er sich in Clathrin umsaumten Bereichen (Clathrin-Stachelsaum-Grubchen)
der Plasmamembran konzentriert.

Die complement-type-Domane umfalt sieben Wiederholungen der 40 AS lan-
gen, konservierten S-D-E Sequenz mit je drei Disulfidbricken. Durch eine
Traube von positiv geladenen AS auf den Apolipoproteinen erfolgt die Bindung
auf Grund der komlementaren negativen AS auf dem Rezeptor.

Die regulatorische Grol3e, an der sich die Expression des LDL-Rezeptors orien-
tiert, ist das freie zytoplasmatische Cholesterin (Dietschy et al., 1970). Hohe
Konzentrationen an zytosolischem Cholesterin fuhren zur Hemmung der Cho-
lesterinsynthese, zur vermehrten Speicherung durch Veresterung und zu einer
Verminderung der Aufnahme exogenen Cholesterins. Die Hemmung der Cho-
lesterinbiosynthese erfolgt Uber das Herabsetzen und die verminderte Expres-
sion des Schlusselenzyms 3-Hydroxymethylglutaryl-CoA-Reduktase (HMG-
CoA-Reduktase). Einschrankend auf die Aufnahme von exogenem Cholesterin
mittels LDL ist die Limitation der Expression des LDL-Rezeptors (Goldstein and
Brown, 1986). Die Expressionregulation findet auf Transkriptionsebene statt. In
den Membranen des Endoplasmatischen Retikulums und des Zellkernes befin-
den sich inaktive Vorlaufer der Transkriptionsfaktoren SREBP-1 und SREBP-2

(sterol regulatory element binding protein 1 /2). Kommt es zu einem Absinken
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des zytosolischen Cholesteringehaltes, so erfolgt eine proteolytische Aktivie-
rung der Transkriptionsfaktoren und die Transkription des LDL-Rezeptorgens
beginnt. Bei einem erhdhten intrazellularen Cholesterinspiegel kommt es zu
einer Hemmung der Expression des LDL-Rezeptorgens. Somit ist die Zelle in
der Lage, mit den dargestellten Mechanismen den Cholesterinspiegel den je-

weiligen Bedurfnissen anzupassen.

VLDL-Rezeptor

Auf Grund von Beobachtungen gelang es 1992 den VLDL-Rezeptor zu identifi-
zieren. Er ist in der Lage VLDL, nicht aber LDL zu binden. Der Unterschied zwi-
schen dem VLDL-Rezeptor und dem LDL-Rezeptor ist ein zusatzliche Domane
zur Bindung der Liganden. Im Vergeich hat der VLDL-Rezeptor somit 8 Wieder-
holungen der aus 40 AS komplementfaktor-ahnlichen Sequenz. Es besteht zwi-
schen den verschiedene Spezies eine hohe Homologie des VLDL-Rezeptor.

Die Expression des VLDL-Rezeptor findet vor allem in Herz-, Muskel- und Fett-
gewebe und nur in sehr geringem Male in der Leber statt. Dieses sind also vor
allem Gewebe, die ihre Energie in Form von Fettsduren aus triglyzeridreichen

Lipoproteinen beziehen.

Rezeptor-vermittelte Endozytose

Die Lipoproteine bedienen sich der Rezeptor-vermittelten Endozytose, um in die
Zelle aufgenommen zu werden.

Der LDL-Rezeptor als Transmembran-Rezeptor ist in sogenannten Stachel-
saum-Grubchen vorzufinden, dessen zytoplasmatischer Teil aus einer Schicht
direkt an die Membran bindender Clathrin-assoziierter Proteine aufgebaut ist.
Um diese Proteine herum, saumen sich Clathrin-Unterheiten. Die Anhaufung
der LDL-Rezeptor werden auch ,coated-pits“ genannt. Kurze Zeit nach der Ent-
stehung kommt es zu einer Invagination der entsprechenden Membranabschnit-
te. Die Folge ist ein zytoplasmatisches umhilltes Vesikel. Die Invagination ist
ein Liganden unabhangiger Prozel, der Energie in Form von ATP bendtigt. Der
nachste Schritt ist das Entfernen des Clathrin-Mantels durch sogenannte ,un-
coating Enzyme®, ein ebenfalls ATP-abhangiger Prozel. Nun beginnt der Weg
des LDL durch die einzelnen Zellkompartimente. Die entstandenen Endosomen

verschmelzen mit Sortierenden-Endosomen, die zu den friihen Endosomen zu-
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zuordnen sind. In diesen erfolgt die Dissoziation von LDL-Rezeptor und Ligand.
Zustandig zeigt sich eine Ansauerung der Kompartimente mittels ATP-
abhangiger Protonenpumpen. Die Rezeptoren sammeln sich in tubularen Aus-
wulchsen. Diese werden dann abgeschnurt und transportieren den Rezeptor als
sogenannter Recycling-Vesikel wieder zur Zelloberflache Der Zyklus von der
Invagination bis zum erneuten Erscheinen des LDL-Rezeptor an der Zellober-
flache nimmt ca. 10 Minuten in Anspruch.

Das Endosom mit dem enthaltenen LDL wird dem lysosomalen Kompartiment
zugeflihrt. Dort werden sowohl der Proteinanteil, das ApoB1go, als auch der in
den Partikeln vorwiegend enthaltene Cholesterin-Ester hydrolytisch abgebaut.
Entstehende Fett- und Aminosauren werden dem Intermediarstoffwechsel zu-
gefuhrt. Die frei gewordenen Cholesterin-Molekule werden in die Plasma-
membran eingebaut (Tabas, 1995) oder werden zwecks Speicherung in zytoso-
lischen Tropfchen durch die ACAT reverestert. Die Neusynthese des Choleste-
rins und die Expression des LDL-Rezeptor wird durch zellulare Kontrollwege,

die sterol-regulierten Bindungsproteine, reduziert.

Hyperlipoproteinamien

Die Hyperlipoproteinamien beruhen auf ererbten und erworbenen Defekten von
Proteinen, z.B. Enzymen, Transportproteinen oder Rezeptoren. Man unter-
scheidet zwischen primaren (ererbten) und sekundaren (erworbenen) Hyperli-
poproteinamien. Die sekundaren kommen im Rahmen von Krankheiten wie
cholestatischer Lebererkrankungen, Hypothyreose oder falscher Ernahrungs-
weise vor. Die primaren werden bei reiner Bestimmung des Cholesterin- und
Triglyzeridspiegels deskriptiv in drei Gruppen eingeteilt. Haufig sind genetische

Pradisposition und exogene Faktoren zur Auspragung der Krankheit wichtig.
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Name Ursache / gen.Defekt Phanotyp
Hypercholesterinamie LDL-R- / ApoB1go-Defekt | Erhdhung der LDL

TC> 180 mg/dI >115 mg/dl
Hypertriglyzeridamie LPL-/ Cll-Defekt VLDL und Chylomikronen
TG> 180 mg/dI Erhéhung

Kombinierte Hyperlipiddmie |Polygene Ursache Remnant-Akkumulation
TC >180 mg/dI

TG >100 mg/dl

Tabelle 2: Primare Hyperlipoproteinamien (European Guideline)

Familiare Hypercholesterinamie (FH)

Zu den haufigsten Erkrankungen dieser Gruppe gehoért die Familiare Hypercho-
lesterinamie (FH). Sie ist auf einen Defekt im LDL-Rezeptor-Gen zurtckzufuh-
ren. Bei Individuen mit diesem Defekt liegt ein bereits zum Zeitpunkt der Geburt
erhohter Cholesterin-Wert vor. Vorallem ist es darauf zurickzufuhren, dal3 das
LDL nicht mehr oder nicht ausreichend aus dem Blutplasma eliminiert werden
kann. Die FH wurde bereits im Jahre 1938 beschrieben (Thannhauser et al.,
1938; Muller, 1938), aber sie zahlt erst seit 1964 zu den monogenetischen Er-
krankungen (Khachadurian, 1964). Sie unterliegt einem autosomal-dominantem
Erbgang und tritt bei heterozygoten Tragern mit einer Haufigkeit von 1:500 und
bei Homozygoten mit einer Frequenz von 1:1.000.000 auf (Patterson et al.,
1972; Goldstein et al., 1973).
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Das im Blut zirkulierende LDL kann bei der FH nicht mehr eliminiert werden, so
dall es zu einer Akkumulation von LDL-Cholesterin kommt. Das LDL-
Cholesterin lagert sich vor allem in den Makrophagen der Haut, Sehnen und
Arterienwanden in Form von Cholesterin-Estern ab. In der Haut und den Seh-
nen fuhrt das zu sogenannten Xanthomen, in den Augen rufen Cholesterinabla-
gerungen den arcus lipoides corneae hervor. Beides ist jedoch nur fur die Diffe-
rentialdiagnose wichtig und hat kaum pathogenes Potential. Prognostisch am
ungunstigsten wirkt sich die frihzeitige und massive Arteriosklerose mit den
entsprechenden kardiovaskularen Komplikationen aus.

Wahrend bei Heterozygoten die LDL-Rezeptor-vermittelte Aufnahme von LDL-
Partikeln ,nur® zu 50% eingeschrankt ist, ist die Elimination der LDL-Partikel bei
homozygoten Tragern nahezu vollstandig aufgehoben.

Die Folgen des erhdhten LDL-Plasma-Titers ist der vermehrte Einstrom von
LDL in den subendothelialen Raum der Arterienwand. Nach oxidativer Modifika-
tion wirken die LDL-Partikel als immunologischer Stimulus. Daraus folgt eine
Entzindungsreaktion in deren Verlauf es zu einer Volumenzunahme der Ge-
faBwand durch einwandernde glatte Muskelzellen und zur Bildung von
Schaumzellen aus LDL-phagozytierenden Makrophagen kommt. Hierdurch ver-
ringert sich das GefalRvolumen und es kommt zu einer starken Behinderung des
Blutstromes mit der Folge einer Mangelversorgung weiter peripher gelegenen
Gewebes, die sich vor allem im Myokard dramatisch manifestiert. Es kommt
bereits in juvenilen Alter zu myokardialer Insuffizienz mit daraus resultierendem
Myokardinfarkt.

Als erster klinischer Parameter fallt in der Anamnese der von FH betroffenen
Patienten der signifikant erhdhte Plasmacholesterinspiegel auf. Abhangig vom
genetischen Status liegt er bei heterozygot betroffenen Patienten im Durch-
schnitt bei 350 mg/dl. Der Wert bei homozygot betroffenen liegt im Mittel bei
700 mg/dl. Dieses laRt sich ausschliel3lich auf eine Erhéhung der LDL-
Lipoprotein-Fraktion zurtckfihren. Zum einen beruht dieses auf der Akkumula-
tion von LDL-Partikeln auf Grund einer verlangerten Halbwertszeit im Blut (von
2,5 auf 6 Tage), zum anderen auf einer erhohten Bildungsrate von LDL aus IDL
(IDL wird in Normalpersonen auch uber den LDL-Rezeptor sehr schnell in die

Leber aufgenommen).
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Der Cholesterin-Wert liegt im Vergleich dazu bei normolipamischen Personen
im Mittel bei 180 mg/dl. Der zweite charakteristische Phanotyp sind die oben
beschriebenen Ablagerungen des Cholesterins in Haut, Sehnen, Auge und Ar-
terien.
Bei heterozygot erkrankten Personen zeigt sich als einziges klinisches Sym-
ptom zunachst nur die Erhdhung des Cholesterin-Spiegels. Innerhalb des zwei-
ten Lebensjahrzehntes kommt es haufig, nicht aber zwangslaufig, zur Ausbil-
dung der Xanthome und des arcus lipoides corneae. Die Artherombildung tritt
ab der vierten Lebensdekade auf. Das durchschnittlich erreichte Lebensalter
betragt 50-60 Jahre.

Die Lebenserwartung der homozygot erkrankten liegt dahingegend weitaus

niedriger. Die Patienten sterben meist vor Erreichen des 30. Lebensjahres in-

folge der sich bereits im 1. oder 2. Lebensjahrzehntes manifestierenden Arthe-
rombildung mit KHK und Myokardinfarkten.

Die FH beruht auf einem Defekt des LDL-Rezeptors. Die Defekte sind auf Muta-

tionen im LDL-Rezeptor-Gen zurtckzufuhren, die sich in finf Mutationsklassen

einteilen lassen (Hobbs et al., 1990):

1. Die Synthese des Rezeptors ist gestort. Bei homozygoten Merkmalstragern
ist weniger als 2% der normalen Rezeptoraktivitat an der Zelloberflache
nachweisbar.

2. Der intrazellulare Transport des LDL-Rezeptors ist gestdrt. Es kommt inner-
halb des Golgi-Apparates nicht zur regularen Prozessierung der 120 kD
Vorstufe des Rezeptors

3. Die Bindungsfahigkeit an den LDL-Rezeptor ist beeintrachtigt.

4. Die Invagination des LDL-Rezeptors in die coated-pits ist gestort.

5. Das Recycling des LDL-Rezeptors zurlick zur Zelloberflache ist gestort.

Diagnose der FH

Diagnostisch steht der Lipidstatus der Patienten im Vordergrund. Hierbei ist e-
benfalls die Kontrolle der Verwandten, insbesondere der Eltern, sinnvoll, um die
Diagnose FH zu stellen. Abzugrenzen sind die Ergebnisse gegen die sekundare

und kombinierte Hypercholesterindmie. Zusatzlich zur Blutkontrolle ist die Un-
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tersuchung der Xanthome indiziert, da einige Typen von Xanthomen spezifisch

fur homozygote Personen sind.

Zusatzlich kénnen biochemische Analysen spezifischere Ergebnisse liefern:

Bindungs-, Aufnahme-, und Degradations-Analysen mit '?°l-markierten LDL
auf kultivierten Patienten-Fibroblasten.
Rezeptor-Expressionsumfangs-Untersuchung mittels Immunblotting und
Immunprazipitation

PCR-Analysen

Messung der cholesterinvermittelten Suppression der 3-HMG-CoA-
Reduktase

Therapie der FH
Die Therapie richtet sich nach der Form der FH.

a)

Heterozygot Erkrankten wird zunachst eine fett- und cholesterinarme Diat
mit weniger als 150 mg/dl pro Tag verordnet. Parallel wird eine lipidsenken-
de Therapie aus drei kombinierten Medikanten verschrieben. Zum einen
werden lonenaustauscherharze (Cholestyramin, Cholestipol) verabreicht.
Sie binden im Dinndarm Gallensauren und entziehen diese somit dem ente-
rohepatischen Kreislauf. Die Folge ist die erhdhte Ausscheidung von Cho-
lesterin und eine Senkung des Plasma-Cholesterin-Spiegels um 15-20%.
Weiter werden den betroffenen 3-HMG-CoA-Reduktasehemmer (sog. ,Sta-
tine®) verschrieben. Sie bewirken, dal® die, durch die lonenaustauscherharze
gesteigerte, Cholesterinsynthese unterbunden wird. Gegenregulatorisch
kommt es in den Hepatozyten auch zu vermehrten Expression von LDL-
Rezeptoren. Hierdurch wird der Cholesteringehalt im Plasma um ca. 30%
gesenkt. Als drittes Praparat werden Nicotinsaure-Derivate verabreicht, die
Uber eine Hemmung der VLDL-Synthese in der Leber zu einer verminderten
vaskularen Entstehung von LDL fuhrt. Dieses |alt den Gesamtcholesterin-
spiegel auf unter 40% des Ausgangswertes sinken.

Bei homozygot Erkrankten ist die Therapie auf Grund nicht-funktionaler LDL-
Rezeptoren weitaus schwieriger. Sie beruht auf chirurgischer (Lebertrans-
plantation) oder physikalischer Methode. Diese stitzt sich auf das Prinzip
der Apharese. Es wird eine extrakorporale Filtration des Blutplasmas Uber

Heparin-Sepharose, Dextran-Sulfat-Zellulose oder anti-LDL-Agarose durch-
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gefuhrt. Eine kurzfristige Senkung des LDL-Cholesterins um ca. 70% ist
maoglich. Sie halt jedoch nur fur etwa 7 Tage an, so dal} die Therapie wo-

chentlich durchgefuhrt werden muf3.

Gentherapie der Familiaren Hypercholesterinamie

Mit der zunehmenden Zahl von Erkrankungen, die vollstandig oder teilweise auf

einem genetischen Defekt basieren, entwickelte sich seit Anfang der siebziger

Jahre die Idee einer Gentherapie. Das Ziel ist ein therapeutischer Effekt durch

Anderung der genetischen Konstituion des Patienten. Konzeptionell ist dieses

durch eine Keimbahntherapie oder eine somatische Gentherapie moglich.

Die Keimbahntherapie ist durch ihre irreversible Anderung des Keimbahnge-

noms allerdings ethisch fragwirdig. Folgende Generationen haben dadurch

keinen Einflul} auf inre am Genom erfolgten Veranderungen.

Somit steht die somatische Gentherapie zur Zeit im Vordergrund. Ihre Verande-

rungen ist auf somatische Zellen und bestimmte Gewebebezirke begrenzt. Im

Rahmen der somatischen Gentherapie werden Substitutionen, Additionen, De-

letionen bzw Depletionen genetischer Informationen in den Zielzellen durchge-

fuhrt. Sie dienen dem Erzielen therapeutischer Effekte bei erworbenen und er-

erbten Defekten. Zu diesen Defekten gehdren :

e Monogene Erbkrankheiten (FH, Cystische Fibrose, Faktor VIII-/ Faktor IX-
Mangel, a1- Antitrypsinmangel und Adenosin-Desaminase-Defizienz)

e Krebserkrankungen

e Virale Erkrankungen (HIV-Infektionen, Hepatitis-B-Virus Infektionen, Ep-

stein-Barr-Virus- Infektionen, Herpes-Simplex-Virus Infektionen)

Die Art der Erkrankung bestimmt die Strategie der gentherapeutischen Behand-
lung. Danach richtet sich 1) das genetisch zu modifizierende Zielgewebe, 2) die
notwendige Persistenz der genetischen Veranderung und 3) der erforderliche
Expressions-umfang.

In Abhangigkeit zu der Proliferation, Regenerationsfahigkeit und der Kultivier-
barkeit des Gewebes wird zwischen der in vivo und ex vivo Strategie unter-

schieden.
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Die ex vivo Strategie setzt die chirurgische Entnahme des Zielgewebes voraus.
Die genetische Modifikation erfolgt extrakorporal. Im Anschlu® wird das gene-
tisch modifizierte Gewebe reimplantiert.

Im Gegensatz dazu wird bei der in vivo Strategie die genetische Modifikation
mit einem rekombinanten Vektor durchgefuhrt, der im allerersten Fall per Sprit-
ze in die Blutbahn injeziert wird.

Der Vorteil der in vivo Strategie ist die geringe Invasivitat. Der Nachteil der sich
aus dieser Methode ergibt, ist die entstehende Immunogenitat gegen den im
Patienten direkt auftretenden Vektor und das Problem der Gewahrleistung der
Zielsteuerung an das gewlinschte Gewebe.

Die notwendige Persistenz der genetischen Veranderung richtet sich nach der
Art der Erkrankung. Erworbene Defekte konnen durch einmalige Modifikation
der genetischen Information behandlet werden, wohingegen die ererbten Defek-
te einer dauerhaften Substitution unterworfen werden mussen.

Der Expressionsumfang eines therapeutischen Gens muf} den physiologischen
Erfordernissen durch entsprechende Promotorkonstruktionen angepal’t werden.
Es gibt einen Vektoren-Pool, der die heute verfligbaren Vektoren zusammen-
fafdt.

Vektor Gruppe |Transferprinzip |Einsatz bis heute”
Adenovirus I viral ja
Retrovirus I viral ja
Adenoassoziierter Virus AAV? || viral nein
Herpesvirus HSV? [ viral nein
Bakulovirus® [ viral nein
Liposomen I chemisch ja
DNA-Protein-Komplexe® [ chemisch ja
Kompositvektoren” I chemisch/viral nein
Ca3(P0Oy)2 Il chemisch nein
Ballastische Transfektion® I physikalisch nein
Jet-Injection” I physikalisch nein
Mikroinjektion' I physikalisch nein
Elektroporation Il physikalisch nein

Tabelle 3: Heute verfugbarer Vektoren-Pool und Gentransfermethoden

Methoden des Gentransfers, die heute routinemallig Einsatz finden. Aufgefuhrtt sind
auch neuartigere Vektortypen wie Adenoassoziierter Virus? (Flotte et al.,1995 review),
Herpes-Simplex.Virus® (Ali ei al.,1994), Bakulovirus® (Hofman et al., 1996), die in ihrer
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Vektorqualitdt weniger gut charakterisiert sind. Die Spalte ,Einsatz bis heute*" bezieht
sich auf die Nutzung des jeweiligen Gentransferprinzips im Zuge eines klinischen Gen-
therapieversuches. DNA-Protein-Komplexe® sind Aggregate aus kationischen Protein
und DNA, die Uber ligandenwirksame Komponenten der Proteinstruktur rezeptorvermit-
telt aufgenommen werden (Wu et al., 1991). Unter Kompositvektoren” versteht man im
engeren Sinne DNA-Proteinstrukturen mit viralen und nonviralen Anteilen, die die Nut-
zung einiger viraler Eigenschaften (Aufnahme, Kernlokalisation, Replikation) ohne die
Ubernahme der gesamten viralen Funktionseinheit ermdglichen sollen. Ballistische
Transfektion® beruht auf der Aggregatbildung von DNA und Projektilen (i.a. Gold oder
Wolfram), die mit groRer Geschwindigkeit in die Zelle geschossen werden (Yang et al.,
1990). Jet-Injection” beschreibt den DNA-Transfer in Zielzellen bei hoher Geschwin-
digkeit eines fliissigen Tragermediums (Furth et al., 1992). Unter Mikroinjektion'® ver-
steht man das gezielte manuelle Eiinbringen von DNA in Zellen/Zellkerne mit einer
feinen Glaskandle.

Die Anforderungen, die an einen Vektor gestellt werden sind unterschiedlicher
Art. Einerseits ist die Effizienz des Gentransfers, die Pathogenitat und Immuno-
genitat des Vektors von entscheidener Bedeutung. Andererseites mufd auch auf
die Verpackungskapazitat, den Zielzelltropismus und die erzielbare Trans-
genstabilitat geachtet werden. Die Methode, die diesen Anforderungen bis heu-
te am gerechtesten werden sind Vektoren viralen Ursprunges. Insbesondere
konnten mit Retroviren und Adenoviren Erfolge erzielt werden. Das Prinzip der
Modifikation eines viralen Vektor beruht auf der Loschung eines Teils der gene-
tischen Information des Wildtyp-Virus und dem Ersatz durch ein gentechnisches
Konstrukt.

Retroviren sind Viren der RNA-Gruppe mit einer Grof3e von 8 kb. |hr viraler Zyk-
lus beinhaltet die reverse Trankription ihres Genoms in doppelstrangige DNA
und dessen stabile Integration in das Wirtsgenom. Wahrend Retroviren in vitro
eine hohe Transferrate erreichen, werden sie in vivo sehr schnell durch das
humane Komplementsystem deaktiviert. Zwei weitere Nachteile sind 1) die In-
tegration in nur proliferierendes Gewebe (Miller et al., 1990), das die Leber als
Zielgewebe von in vivo Versuchen somit ausschlief3t und 2) die geringe Verpa-
ckungskapazitat von lediglich 7 kb.

Der Adenovirus, ein sowohl auf proliferierende als auch ruhende Zellen wirken-
der Virus, scheint zur Zeit der vielversprechenste Vektor fur die in vivo Strategie

ZU sein.
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Der Adenovirus

Das erste Mitglied der Familie Adenoviridae wurde 1953 aus Tonsillengewebe
isoliert (Rowe et al., 1953). Es sind bisher 47 humanpathogene Serotypen iden-
tifiziert worden, die in 6 Untergruppen unterteilt werden (A-F). Einige dieser
Stamme erwiesen sich in neugeborenen Nagetieren als oncogen. Dieses onco-
gene Potential konnte fur humanpathogene Adenoviren nicht festgestellt wer-
den. Vielmehr sind diese mit akuten respiratorischen Infektionen, epidemischen

Konjunktividen und kindlichen Gastroentertiden assoziiert.

Gruppe Typ oncogenes
Potential

A 12, 18, 31 hoch

B 3,7,11,14,16, 21, 34, 35 niedrig

C 1,2,5,6 keines

D 8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, 32, 33, 36-39 |keines

E 4 keines

F-G 10, 41-47 keines

Tabelle 4: humane Adenoviren.

Der reife Adenovirus besteht strukturell aus drei Komponenten: 1.) dem Capsid,
2.) dem Gerust (Scaffold) und 3.) der Kernstruktur (Core). Das Capsid ist aus
252 Untereinheiten zusammengesetzt, 240 Hexonproteinen und 12 Pentonpro-
teinen. An den Kanten setzen 60 trimere Faserproteine (plV) an. Es hat eine
Durchmesser von 70 nm. Das Scaffold-Gerust halt das Capsid zusammen. A-
denoviren besitzen eine doppelstrangige lineare DNA als genetisches Material,
die an ihren Enden inverse terminale Wiederholungen (inversed terminal re-
peats, ITR) einer Lange von 100-140 bp haben. An die 5-Enden des DNA-
Molekdls ist je ein terminales 55 kDa grof3es Protein gebunden, das entschei-
dend fur die nukleare Matrix-Befestigung, die effiziente Transkription und die
Initiation derviralen DNA-Replikation ist. Die Abbildung zeigt schematisch einen

Adenovirus.
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Hexonprotein (II)
’  Hexon-assorziiertes Protein (V1)

Scaffoldprotein (V)

“Fiberprotein (IV)

Core-Proteine (V + VII) -~ /__Penlonprotein (m

DNA Terminales Protein

Hexon-;ssoziler‘le Proteine (llla + IX)

Abbildung 2: Der Adenovirus

Die viralen Transkriptionseinheiten sind funktional in frihe (E1a, E1b, E2a&2b,
E3 und E4) und spate Regionen unterteilt, beruhend auf dem Zeitpunkt ihrer
Transkription nach erfolgter Infektion. Die Umschaltung von der frihen zur spa-
ten Phase der Infektion betragt ca. 6-8 Stunden. Mit Ausnahme der E2-Region
stehen alle Regionen der frihen Phase unter der Kontrolle eines autologen
Promotors. Die spate Region wird konzentriet vom ,major late promotor* transk-

ribiert. Die Abbildung zeigt das adenovirale Genom.
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Abbildung 3: Das adenovirale Genom.

Der Infektionszyklus einer Zelle durch einen Adenovirus ist nach 20-24 Stunden
abgeschlossen. Er beginnt Uber die Wechselwirkung der Kopfdomane des Fi-
berproteins mit zellularen Oberflachenstrukturen (Londberg-Holm et al., 1969),
die bisher nicht fur alle Vertreter der Adenoviridae-Familie identifiziert wurden.
Adenoviren des Serotyps 2 und 5 binden spezifisch an ein Oberflachenprotein
der Immunglobulin-Familie.

Es kommt zur Endozytose und zur Bildung eines Clathrin-umschlossenen Vesi-
kels. Nach erfolgter Endosombildung (Pastan et al., 1987) beginnt das Entwei-
chen des Virus aus dem sauren Milieu des frihen Endosoms durch pH-
abhangige Konformationsanderung (Wolfhart, 1988). Auf dem Weg des Virions
zur Kernhtlle erfolgt die schrittweise Dissoziation des Capsids (Greber et al.,
1993). Dabei werden zunachst die Pentonproteine und anschliellend die He-
xonproteine abgeldst. Der Transfer des viralen Genoms in das Nukleoplasma
erfolgt Uber die Bindung an nukleare Poren (Dales and Chardonnet, 1973).

Ein bis zwei Stunden nach der Infektion erreicht die virale DNA den Zellkern.
Nun beginnt die Transkription der E1a-Region, die fur einen viralen Transkripti-
onsfaktor codiert. So kommt es zur Expression der friihen viralen Gene und es
kommt Uber ein E4-codiertes Protein zu einem Stillstand der zellularen Protein-
synthese und zu einem verstarktem Transport viraler mRNA in das Zytosol. Im
Anschlufd an die ausreichende Expression der frihen Gene beginnt die Replika-
tion der viralen DNA und somit auch die Expression der spaten Gene. Es ent-
stehen sogenannte Strukturproteine, die sich mit der DNA zu Virionen im
Nukleoplasma zusammenschlieRen. Sie werden ungezielt aus dem noch meta-

bolisch aktivem Zellkern freigesetzt.
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Cytoplasma

| endosomale Freisetzung
¥ {escapa)
Translation
virale Proteinpradukte

@ SrvteRs S

" virale messenger
= Transkription e |
= = i L4
= iy
: Zusammenbau . ;
"‘MM 'f‘:: [ﬂmbiy} reifes Vidon
. =
- =]

Replikation ™a =

Nuciwopiasma

Abbildung 4: Der adenovirale Lebenszyklus

Durch akkumulierende virale Komponenten entstehen nukleare Lasionen, die
schlieBlich zum Zusammenbruch des nukledaren und spater auch zellularen Me-
tabolismus fuhren. Es fallt jedoch auf, dal} trotz dieser zytopathischen Effekte,

eine adenovirale Infektion meist einen klinisch milden Verlauf nimmt (Rubin and

Rorke, 1988). Es zeigen sich vor allem nasopharyngeale und pulmonale Infekti-
onen. In seltenen Fallen kann es auch zu Keratokonjunktivitis, infantiler
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Gastroenteritis und hamorrhagischer Zystitis kommen. Die Symptome treten
jedoch bei immunkompetenten Personen abgeschwacht oder Uberhaupt nicht
auf. Auf Grund einer moglichen Persistenz infektioser Virionen in sekundarem
lymphatischem Gewebe kdnnte es zur Aufrechterhaltung eines langfristigen
immunologischen Gedachtnisses kommen (Horowitz,1990). Daher ist eine Re-
infektion mit einem Adenovirus desselben Serotyps nahezu ausgeschlossen.

Zu gentherapeutischen Zwecken werden in erster Linie die Serotypen 2 und 5,
die wenig pathogene Potenz besitzen, verwendet. Adenoviren haben eine hohe
Verpackungskapazitat (106% der Grole ihres Wildtyp-Genoms). Weiterhin wird
ein grolker Teil der E1-Region und der nicht replikationsnotwendigen E3-Region
entfernt, was die Replikationsfahigkeit der Viren unterbindet.

Die hergestellten Vektoren infizieren sowohl ruhende als auch proliferiende
Gewebe, somit unter anderem Hepatozyten, Lymphozyten und Neurone (Abken
et al., 1987; Akli et al., 1993), Makrophagen (Haddada et al., 1993) und Endo-
thelzellen (Lemarchand et al., 1992).

Der Einsatz der heutigen adenoviralen Vektorsysteme wird durch zwei Faktoren
limitiert. 1) Die transferierte genetische Information geht auf Grund von Zelltei-
lungsvorgangen oder Degradatiosvorgangen verloren (Strauss, 1994). 2) Die
humorale und zellulare Immunantwort fuhrt zu Inaktivitat viral eingebrachter
Strukturen (Yang et al., 1994).

In der gentherapeutischen Behandlung der FH ist der adenovirale Vektor zur
Zeit die erste Wahl. Die Behandlung ist auf eine Senkung des Serumcholeste-
rinspiegels ausgerichtet. Die Wirkungsprinzipien zielen in erster Linie auf eine
erhohte Lipoproteinaufnahme der Hepatozyten ab, z.B. LDL-Rezeptor-
Gentransfer (Choewdhury et al., 1991; Herz&Gerard 1993; Ishibashi et al.,
1993; Kozarsky et al., 1994 Li et al., 1995) oder VLDL-Rezeptor-Gentransfer
(Kobayashi at al., 1996). Adenovirale Vektoren werden neben Untersuchungen
in vitro auch in vivo eingesetzt. Informationen Uber die Wirkung dieser Vektoren
sind an Tiermodellen gewonnen worden. Hier sind die LDL-Rezeptor-Knockout-
Maus (Ishibashi et al., 1993) und das Watanabe-(WHHL)-Kaninchen (Watana-
be, 1980) zu nennen. Ishibashi gelang es, die Rezeptordefizienz bei LDL-R -
Mausen durch adenoviralen Gentransfer zu kompensieren. |hr anfanglich hy-
percholesterindmischer Zustand wurde wieder aufgehoben. Auf Grund physio-

logischer Unterschiede im Lipoproteinmetabolismus zwischen Maus und
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Mensch sind die gewonnenen Informationen allerdings begrenzt. Diese Diffe-
renzen treten zwischen dem Kaninchen und dem Menschen nicht auf. Daher ist
das WHHL-Kaninchen mit einer homozygoten LDL-R-Defizienz zur Zeit das
informativste Tiermodell der FH. Im Vergleich zu einem Referenz-Kaninchen
(New Zealand White, NZW-Kaninchen, Plasmacholestrerinwert 40-50 mg/dl)
hat es einen Plasmacholesterinwert von 700-900 mg/dl. Ein weiterer Vorteil liegt
in der wesentlich hoheren Lebensdauer im Vergleich zur Maus.

Adenovirale Vektoren haben eine ausreichend hohe Kapazitat, um zu einer be-
notigten Transduktionseffizienz zu fuhren. Es war daher moglich im WHHL-
Kaninchen eine gegeniber dem NZW-Kaninchen 10-fach hdhere LDL-
Rezeptor-Uberexpression in der Leber zu erreichen (Wilson et al., 1993). Der
verwendete Promotor war hierbei der Cytomegalievirus-Promotor, CMV. Dies
fuhrte zu einem Abfall der Plasmacholesterinkonzentration fur eine Woche auf
Normwerte. Innerhalb der folgenden zwei Wochen stieg dieser Wert jedoch
wieder auf Ausgangsniveau. Eine erneute Applikation fuhrte zu keinem Abfall
der Cholesterinkonzentration im Plasma. Eine weitere adenovirale Transfekti-
onsstudie einer Kaninchen-LDL-R-cDNA mit einem Rous-Sarkom-Virus(RSV)-
Promotor flhrte ebenfalls zu einer signifikanten Abnahme des Cholesterinspie-
gels (Li et al., 1995). Hier kam es drei Wochen nach der Applikation zu einem
Anstieg der Plasmacholestreinkonzentration auf Ausgangswerte. Eine erneute
Transfektion ergab keinen Rickgang der Konzentrationen. Dieses Phanomen
beruht am ehesten auf einer Immunreaktion gegen das Virus und/oder die
Transgenstrukturen. Es konnte der Nachweis erbracht werden, dal® hohe Titer
neutralisierender Antikorper gegen den applizierten Vektor vorhanden sind
(Wilson et al., 1993). Um eine erfolgreiche Gentherapie in der Zukunft am Men-
schen durchfihren zu kénnen, ist es daher notwendig, die Immunantwort zu

umgehen.
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1.Einleitung

Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit soll die Funktionalitat von adenoviralen Vektoren fur die genthe-
rapeutische Behandlung der Familiaren Hypercholesterinamie untersucht wer-
den. Die eingesetzten adenoviralen Vektoren, die die Uberexpression des
LDLRs bzw. des VLDLRs induzieren sollen, werden von Dr. Frank Schnieders
bzw. Dr. Gunther Cichon (MDC, Berlin) im Rahmen eines BMBF-geforderten
Verbundprojektes zur Verfugung gestellt. Die Transgene stehen unter der Kon-
trolle verschiedener Promotoren, die eine starke leberspezifische Expression
induzieren bzw. zur Cholesterin-regulierten Expression fuhren.

Die Expression und Funktionalitat der untersuchten Proteine wird nach adenovi-
raler Infektion in verschiedenen Zellinien mittels der Western Blot Technik bzw.
mit Aufnahmeexperimenten von radioaktiv-markierten Lipoproteinen in vitro
quantifiziert. Fur die Expressionsanalysen wird ein im Schaf hergestellter Pep-
tid-Antikorper genutzt und charakterisiert, wobei der Einfluss der verschiedenen
Promotoren getestet wird. Die Funktionalitat der Vektoren soll der adenoviralen
Vektoren soll ebenfalls im Tierexperiment Uberpruft werden. Zu diesem Zweck
werden LDLR defiziente Mause und Kaninchen (Watanabe-Hyperlipidemic,
WHHL) mit den oben erwahnten adenoviralen Gentransfer Vektoren infiziert
(durchgefuhrt an der Humboldt Universitat zu Berlin). Die Seren der Tiere wer-
den vor und zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion gewonnen und
das jeweilige Lipoproteinprofil mittels Gelfiltrationsanalyse (FPLC) bestimmt.
Zusatzlich wird Proteinlysat der infizierten Lebern hergestellt, um die Expressi-
on des LDLRs mittels Westen Blot Analyse zu vergleichen.

Die Ergebnisse sollen einerseits Information fir die allgemeine Weiterentwick-
lung von Vektoren erbringen, andererseits auch den therapeutischen Nutzen
eines Gentransfers fur das Krankheitsbild der ,Familiaren Hypercholesterina-

mie“ aufzeigen.
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2.Methoden und Material

Methoden und Material

e Alle nicht extra aufgeflihrten Chemikalien, Firma Merck, Darmstadt oder
Sigma Chemie, Taufkirchen

e Auto-Gamma-Counter Cobra Il (Packard)

¢ Blotting-Kammer (Biorad)

e FPLC (Firma Pharmacia Biotech, Deutschland)

e FPLC-Saule Superose®6 (Firma Pharmacia Biotech, Deutschland)

e Glasplatten fur die Gelelektrophorese (Firma Desaga)

e |IBM Computer zur digitalen Verarbeitung aller Daten mit den Programmen
Corel Draw und MS Office

e Laborzentrifuge Biofuge fresco (Hareus, Deutschland)

e Laborzentrifuge Labofuge (Hareus, Deutschland)

e Laborzentrifuge Rotanda /RP (Hettich, Deutschland) fur Plasmazentrifugati-
on

e Lichtmikroskop Olympus, Objektive Olympus Sp Plan 4x, Sp Plan 10x, CD
Plan 20x und 40x

e Magnetrihrer (Heidolph)

e Nitrocellulose PorengroRe 45um und Blotting Papier von Schleicher und
Schuell

e Objekttrager, 13mm Deckglaschen und Pinzetten (Firma Roth)

e Parafim und alle Plastikwaren zur Inkubation (Firma Wilke und Witzel,
Hamburg)

¢ Rollenmischgerat RM5 (Assistent Deutschland)

¢ Rotationsmischer 3300 (Eppendorf)

e Spektralphotometer 150-20 (Hitachi) mit eingebauter Kivette

e Sterile Filter (Sartorius)

e Thermomixer 5436 (Eppendorf)

o Ultrazentrifuge Beckman L7-55 mit Swing out Rotor SW 41 mit passenden
Zetrifugationsrohrchen

e Ultrazentrifuge Beckman TL-100

e Ultrazentrifuge Sorvall OTD65B mit Festwinkelrotor FW647 und Swing out

Rotor SW 641 mit passenden Zentrifugationsrohrchen
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2.Methoden und Material

e Vertoxer (Heidolph)

e Zellkultur Brutschrank (Heraeus)
Nachweis der Funktionalitat von Vektoren in vitro

Mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz wurde die Transfektionseffizienz von
LDL-Rezeptor- und VLDL-Rezeptor-Promotoren nachgewiesen. Alle eingesetz-

ten Vektoren wurden an der Humboldt-Universitat zu Berlin hergestellt.

Zellkultur

Methode:

Die Zellkultur ist in diesem Teil der Arbeit die Grundlage flr alle folgenden Ar-
beitsschritte. Daher werden im folgenden die allgemeinen Arbeitsregeln, die fur
die humane Hepatoma Zellinie (HuH7-Zellen) gelten, aufgefuhrt.

Die Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in einer Werkbank (Hood)
durchgefuhrt. Die im flissigen Stickstoff gelagerten HuH7-Zellen wurden bei
37°C aufgetaut, und das 1ml umfassende Pellet wurde in 225 ml Zellkulturfla-
schen Uberfuhrt, die bereits 12ml Medium enthielten. Nach ca. 48 Stunden wa-
ren die Zellen konfluierend gewachsen.

Zum Aufteilen der dicht gewachsenen Zellen auf diverse Gefalte mufdten die
Zellen durch Trypsinieren von der Kulturflasche abgelost werden. Die Zellen
wurden dafur zunachst mit PBS gewaschen und anschlieRend mit 5ml Trypsin-
|I6sung ca. 3 Minuten unter mikroskopischer Kontrolle bis zur Ablésung der Zel-
len inkubiert. Die nun von der Zellkulturflasche abgeldsten Zellen wurden in ein
12ml Rohrchen mit vorgelegtem 8ml Vollmedium zur Inhibition der Trypsinlo-
sung Uberfuhrt und 5 Minuten bei 400x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in ei-
nem Volumen von 6ml Vollmedium resuspensiert und fur die Zellzahlung ein
Alliquot von 100ul entnommen. Es wurde eine 1:2 Verdiunnung mit 100ul Try-
panlosung hergestellt, um tote Zellen erkennen zu konnen, und anschliel3end
wurden in der Neubauer-Zahlkammer Zellen gezahlt. Die Lebend-Zellzahl wur-

de berechnet (Zahl der Zellen in 16 Kleinstquadraten x Verdiinnung x10*
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2.Methoden und Material

=Zellzahl/ml), und eine Zellsuspension mit definierter Zellzahl hergestellt. Die
Aussaat fur das Immunfluoreszenz-Experiment erfolgte in 6-Lochplatten, die mit

je 2x10° Zellen und je 4 runden Deckgléschen pro Loch bestiickt waren.

Material:

e Trypsin/ EDTA-LOsung (GIBCO)
e 10x Trypanblaulésung (GIBCO)
e Vollmedium:
1. Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) fur Hepatoma-Zellen
2. 10% Foetales Kalberserum (FCS), (GIBCO)
3. 100IU/ml Streptomycin/ Penicillin (GiBCO)
4. 1x Glutaminlésung (GIBCO)
e Zellen: HUH7 (humane Hepatoma-Zellinie aus dem UKE, Hamburg)
e Alle anderen Materialien wurden bereits oben beschrieben

Transfektion

Methode:
Man gibt zunachst ca. 500 pl des DMEM-Mediums in ein Tube und inkubiert es

im Verhaltnis 10:1 mit FuGene-Reagenz. In diesem Fall wurden Medium und
Reagenz mit 1 ug DNA versetzt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. In
einer 6-well-Platte waren bereits HuH7 Zellen zur Subkonfluenz kultiviert wor-
den. Man tropft nun vorsichtig den DNA-haltigen Ansatz auf die Zellen und Iaf3t
sie mindestens 24 Stunden, jedoch maximal 72 Stunden den Transfektionsan-

satz aufnehmen.

Material:

e FuGene Transfection Reagent (Roche)
¢ DMEM-Medium (Gibco)
e gereinigte Plasmid DNA

Indirekte Immunfluoreszenz zum Nachweis der Transfektionseffizienz von LDL-
R und VLDL-R Konstrukten

Methode:
Zur Darstellung der Transfektionseffizienz mit Hilfe der indirekten Immunfluo-

reszenz wurden die auf den Deckglaschen gewachsenen HuH7-Zellen zu-

27



2.Methoden und Material

nachst mit kaltem DMEM gewaschen und fur 30 Minuten im Kihlschrank bei
4°C gekuhlt. Die Inkubationsmedien wurden mit LDL-R bzw. VLDL-R Promoto-
ren angesetzt und im Kuhlraum bei 4°C auf die Zellen pipettiert und fur 30 Minu-
ten inkubiert. Nach dreimaligem vorsichtigen Waschen mit PBS wurde die Fixie-
rung der auf den Deckglaschen haftenden Zellen mit 1ml PFA-Lésung fur 30
Minuten bei Raumtemperatur in 12-Lochplatten durchgefihrt. Danach wurden
die Zellen 5x 5 Minuten mit PBS und 1x mit Glycin-PBS Puffer gewaschen. Im
Anschluld erfolgte die 15 minutige Inkubation mit 50ml Blockldsung, die danach
mit Filterpapier entfernt worden ist. Der nachste Schritt war die indirekte Immun-
fluoreszenz bei 37°C fur 60 Minuten mit einem in Blocklésung verdinnten pri-
maren Antikorper gegen LDL-R bzw. VLDL-R. Nach erfolgtem viermaligem
Waschen fur je 5 Minuten mit Glycin-PBS-Puffer folgte die Inkubation mit dem
zweiten Antikoérper bei 37°C fur 45 Minuten mit je 50ul Losung, die in Blocklo-
sung 1:1000 verdinnte Cy3-gekoppelte Antikérper gegen Immunglobuline des
Kaninchens enthielt. Wiederum folgten 5 Waschschritte 5 Minuten dauernd mit
PBS. Die Zellkerne wurden mit DAPI-L6sung fur 3 Minuten gefarbt, und schliel3-
lich wurden die Deckglaschen auf einem Objekttrager mit 5ul Mowiol eingede-
ckelt. Nachdem die Objekttrager tber Nacht getrocknet waren, erfolgte die mik-

roskopische Untersuchung der Zellen.

Material:

e VLDL-R- und LDL-R-Konstrukte (Herstellung an der ,Humboldt Universitat
zu Berlin®)
e Phosphatgepufferte Salzlésung PBS (Gibco, phosphate buffered saline,
2,7mM KCI, 1,5mM KH ;,PO4, 137mM NaCl, 8,1mM Na;HPO,, pH=7,4)
¢ Inkubationsmedium (2% BSA (Sigma) in DMEM)
e PFA-LG6sung (8%ige PFA-Stammldsung wurde nach Erhitzen auf 60°C mit
einem aquivalentem Volumen 2x PBS gemischt)
e Glycin-PBS-Losung (20nM Glycin in PBS)
e Blocklosung ( 1% BSA, 10% Ziegenserum (Dianova, Hamburg), 5% Pferde-
serum (GIBCO) in Glycin-PBS-Lésung)
e Antikorper:
1. oLDL-R aus
2. aVLDL-R aus
3. Cy3-konjugierter Antikdrper aus Ziege gegen Immunglobuline des
Kaninchens (Jackson Immuno Research, Dianova, Hamburg)
e Dapi-PBS-Lésung (Hoechst Nukleus stain 1:1.000.000 in PBS)
e Alle anderen Materialien wurden bereits oben beschrieben
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2.Methoden und Material

Quantitative Aufnahme-Experimente mit HuH7-Zellen

Fir die quantitative Aufnahme von '?°l-markierten Lipoproteinen wurden zu-
nachst HuH7-Zellen in 6-Lochplatten mit definierten Zellzahlen ausgesetzt. 24
Stunden nach der Aussaat wurden die konfluent gewachsenen Zellen mit
VLDL-R und LDL-R Uberexpremierenden Konstrukten bzw. mit Kontrollvektoren
transfiziert. Die Transfektion nahm Dr. J.Heeren in einem S2-Sicherheitslabor
vor. Am 2. Tag nach der Aussaat wurden die Aufnahme-Experimente durchge-
fihrt. Hierzu wurden '®°|-markierte Lipoproteine (die Markierung wurde von
Dr.T.Grewal, Labor Dr.Jackle, und Dr.J.Heeren, Labor Prof.U.Beisiegel,
I.Med.Klinik, UKE,Hamburg, durchgefuhrt) den transfizierten Zellen zugesetzt.
Abhangig von der spezifischen Aktivitdt wurden 1-2ug/ml Ligand in das Inkuba-
tionsmedium pipettiert, wobei in jedem vergleichbarem Versuch aquivalente
Mengen des Liganden benutzt wurden. Um die spezifische Aufnahme zu be-
stimmen, wurde in den Ansatzen ein 30facher Uberschuf an nicht markierten
Liganden hinzugefugt. Nach einer Inkubationszeit von 60 Minuten bei 37°C
wurden die Zellen bei 4°C viermal mit PBS gewaschen, wobei der erste fir 1
Minute und die drei weiteren Waschschritte fir jeweils 5 Minuten durchgefiihrt
wurden. An der Oberflache der Zellen gebundene Liganden wurden mit Hepa-
rinldsung abgelost (unspezifische Bindung). Im Anschlul® wurden die Zellen mit
1ml NaOH lysiert, und die in die Zelle aufgenommene Radioaktivitat im Gam-
macounter gezahlt. Das Zellprotein wurde gemaf der Methode nach Bradford
bestimmt. Zur Berechnung einer Proteinkonzentration wurde mit Hilfe einer
Gamma-Globulinstammldsung (1mg/ml) eine Konzentrationsreihe im Bereich
von 1 bis 16 ug/ml erstellt, mit Aqua bidest auf 700ul aufgeftllt und mit 100yl
0,1M NaOH erganzt.

Es wurden 100pl der 0,1M NaOH Probe genommen und dieser 700ul Aqua bi-
dest zugefuhrt.

Beiden wurde 200ul Bradford-Reagenz addiert, die Probe gut durchmischt, und
nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten der proportional zur Proteinkonzentra-
tion entstandene blauliche Farbstoff bei 595nm gemessen. Mit Hilfe der spezifi-
schen Radioaktivitat wurde die Aufnahme in ng aufgenommener Ligand pro mg
Zellprotein berechnet. Die spezifische Aufnahme ergab sich aus der Subtraktion

der unspezifischen Aufnahme von der Gesamtaufnahme.
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Material:

e Losungen der "®°I-LDL, der '?°-Rap, der '?°|-CM, der LDL, der Rap, der CM
und der '®°I-CM mit 30fachem Zusatz von nicht markiertem ApoE
Heparinldésung (770 U/ml Liquemin®, La Roche, Schweiz)
Natronlauge (0,1 N NaOH)
Zellkulturplatten und —flaschen der Firmen Nunc und Falcon
Medien
(1) DMEM-Vollmedium
-Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco)
-10% fotales Kalberserum (FCS),(Gibco)
-1% (100 IE) Streptomycin/Penicillin(Gibco)
(2) Inkubationmedium (5%BSA (Sigma) in DMEM)
e PBS (phosphate buffered saline)2,7 mM KCI, 1,5 mM KH;PO,4, 137 NaCl,
8,1 mM NayHPO,, pH 7.4
e 1% Trypsin-EDTA (Gibco)
e 10x Tryptanblaulésung (Gibco)
e Eingesetzt wurden folgende Zellinien:
(1) HUH7: humane Hepatomazellinie (aus dem UKE Hamburg)
e Bradford-Proteinbestimmung:
(1) Gamma-Globulinstammlésung 1mg/ml
(2) Natronlauge (0,1N NaOH)
(3) Aqua Dest.
(4) Proteinreagenz (Bradford-Reagenz) der Firma Biorad

Testung von Antikorpern gegen den LDL-R

Es wurden Antikoérper gegen die Peptide aus dem humanen LDL-Rezeptor bei
der Firma Abimed hergestellt. Die aufgereinigten Antikdrper wurden an Leber-
membranpraparationen getestet.

FUr die Auftrennung der Lebermembranpraparationen bei der Antikdrpertes-
tung, fur die Auftrennung der Proteine der transfizierten HuH7-Zellen (siehe un-
ten) und flr den Nachweis von Uberexpremierten LDL-Rezeptoren in Leber-
membran-praparationen infizierter LDL-R k/o-Mause (siehe unten) mit an-
schlieBender Westernblot-Analyse ist die diskontinuierliche SDS-Page nach

Neville benutzt worden (Neville, 1971).
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Zunachst wurde das Trenngel fir die Trennung der Lipoproteine 10%ig gegos-
sen. Das Sammelgel enthielt 3% Acrylamid. Einer definierten Menge an Protein
aus den Lebermembranpraparationen wurden 10%iges SDS und jeweils 10%
des Gesamtvolumens an B-Mercaptoethanol und Bromphenolblau (in [ul]) zu-
gegeben. Die Proben wurden bei 95°C fur 10 Minuten gekocht. Je 150pul der
Proben wurden nach kurzer Abkuhlung unter reduzierten Bedingungen e-
lektrophoretisch getrennt. Proteinstandards (BSA [2ugProtein/pl]) wurden zur
Bestimmung der Molekulargewichte parallel aufgetragen. Bei konstanten 30 mA
erfolgte die Auftrennung fur ca. 3,5 Stunden. Im Anschluld erfolgte eine
Westernblot-Analyse. Hierzu wurden die Proteine zunachst durch Elektroblot-
ting mit 250mA Uber Nacht auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen. Dann
erfolgte eine Immundetektion nach Beisiegel (Beisiegel et al., 1982). Die Protei-
ne wurden zuachst mit Ponceau-Losung gefarbt. Entsprechend der geplanten
Inkubation mit den von der Firma Abimed hergestellten LDL-R Antikérpern wur-
de die Nirocellulose beschriftet und geschnitten. Zur Entfarbung wurde PBS
benutzt, und die Nitrocellulosestreifen wurden dann in Blockingpuffer 1 Stunde
blockiert. Nun erfolgte die Inkubation mit dem ersten Antikorper aLDL-R aus
dem Schaf (aLDL-R 5193 und alLDL-R 5194) mit einer Verdinnung von 1:50
bei 4°C Uber Nacht. Am nachsten Tag wurden die Blots 1 Minute mit Waschpuf-
fer A, zweimal 10 Minuten mit Waschpuffer B und nochmals 1 Minute mit
Waschpuffer A gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem zweiten Antikor-
per, der mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelt ist. Die Nitrocellulosestreifen
wurden 1 Stunde mit dem Antikdrper Esel-a-Schaf-Immunglobulie mit einer
Verdinnung von 1:2500 inkubiert. Nachfolgend wurden erneut, wie oben be-
schrieben, die Nitrocellulosestreifen gewaschen. Die Detektion erfolgte mittels
des ECL-Detektiossystems nach Herstellerangaben. Abschlielend wurde der

Blot auf einem Roéntgenfilm in einer Filmkassette entwickelt.

Material:
e Trenngel aus je 10ml:
1. Acrylamidldésung bestehend aus X g Acryamid (Roth, Y% x4 = X g);
0,4 g Bisacrylamid (Serva) ad 100 ml Aqua bidest.
2. Untergelpuffer (1,7 M Tris-HCI (Roth); pH 9,18 mit 18%iger HCI)
3. Temed-Ldsung (0,6 ml Tetramethylethylendiamin (Temed, Serva) ad
100ml Aqua bidest)
4. AP Loésung ( 200 mg Ammoniumpersulphat (Serva) ad 100 ml Aqua
bidest)
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Sammelgel aus
1. 5 ml Acrylamidlésung (12g Acrylamid(Roth) ; 0,8 g Bis-
acryamid(Serva) ad
100 ml Aqua bidest )
2. 5 ml Obergelpuffer (0,2 M Tris-HCI (Roth) mit 1N H,SO4 auf pH 6,14)
3. 2 ml AP-Lésung ( 200mg Ammoniumpersulphat (Serva) ad 100 mi
Aqua bidest)
4. 8 ml Aqua bidest
5. 20pl unverdunntes Temed (Serva)
Unterer Elektrodenpuffer ( 0,42 M Tris-HCI(Roth) mit 18%iger HCI auf pH
9,5)
Oberer Elektrodenpuffer ( 0,04 M Borsaure; 0,04 Tris-HCI (Roth) 1Promille
SDS (Serva) pH Wert mit 18%iger HCI auf 8,64)
B-Mercaptophenol (Serva)
Bromphenolblaupuffer ( Spatelspitze Bromphenolblau in Aqua bidest I6sen;
87%iges Glycerin mit Bromphenolblauldsung auf 80% verdinnen )
SDS Losung ( 10% Natriumdodecylsulphat (Serva) in 50mM Tris-HCI
(Roth))
Ponceau 0,2% in 3% Trichloessigsaure (Serva)
Elektroblottingpuffer ( 20mM Tris-HCI (Roth), 150 mM Glycin (Serva), 20%
Methanol)
Blockingpuffer ( 5% BSA (Rinderserumalbumin Fraktion V ,Serva) in
Waschpuffer A)
Waschpuffer A ( 10mM Tris-HCI (Roth) , 86mM NaCl, 0,1% Tween 20 pH
7,4)
Waschpuffer B ( 10mM Tris-HCI (Roth) , 86mM NaCl, 0,1% Tween 20,
0,3mM SDS (Serva), 6mM Natriumdesoxycholat pH 7,4
ECL-System (Firma Amersham)
Antikorper:
1. Polyklonale Antikdrper aus dem Schaf gegen LDL-R (aLDL-R 5193,
Firma Abimed)
2. Polyklonale Antikdrper aus dem Schaf gegen LDL-R (aLDL-R 5194,
Firma Abimed)
3. Esel anti Schaf-Immunglobuline mit Meerrettich-Peroxidase (diano-
va, Hamburg)

Westernblot-Analyse VLDL-R und LDL-R Uberexpremierender Konstrukte

Zur Testung von VLDL-R, LDL-R und Kontrollvektor Konstrukten wurden zu-

nachst HuH7-Zellen auf Petrischalen zwei Tage bis zur Konfluenz kultiviert und

anschlieffend mit den Konstrukten transfiziert . Wiederum 24 Stunden spater

erfolgte der Essay. Die Zellen wurden zunachst mit 2ml kaltem PBS gewa-

schen. Die weiteren Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefuhrt. Mit einem
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Zellschaber wurden die Zellen vom Boden der Petrischale geldst und in ein
Epitube uberfuhrt. AnschlieBend wurden die Epitube bei 1500 x g bei 4°C
zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 500ul Zellysispuffer aufgenom-
men und homogenisiert. Nach 10minitigem Stehenlassen auf Eis wurden die
Epitubes bei 4°C bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde gesammelt,
und eine wie oben beschriebene Proteinbestimmung nach Bradford durchge-
fuhrt. Es wurden 50ug Protein pro Bahn aufgetragen. Nach diskontinuierlicher
SDS-Page mit einem 7,5%igem Acryamid-Gel wurde eine Westernblot-Analyse
durchgefuhrt. Dann erfolgte der Proteintransfer auf eine Nitrocellulosemembran
mittels Elektroblotting mit 250mA Uber Nacht. Die weiteren Schritte sind bereits
oben beschrieben worden. Es erfolgte eine Inkubation der Nitrocellulosestreifen
mit dem ersten Antikorper aLDL-R 5193 aus dem Schaf (Verdinnung 1:50),
oLDL-R638 aus dem Kaninchen (Verdunnung 1:1000), aVLDL-R 6A6 aus der
Maus (Verdinnung 1: 500) bzw af-Gal aus dem Kaninchen (Verdinnung
1:1000). Nach der oben beschriebenen Waschung wurden die Nitrocellulose-
streifen fur 1 Stunde mit dem zweiten entsprechenden Anitkorper inkubiert. Die

Detektions erfolgte mit dem ECL-Detektionssystem.

Material:

o Zellysispuffer (50mM Tris, 2mM CaCl,, 80 mMNaCl,, 1% Triton X100, ad
aqua dest, PIC im Verhaltnis 1:100-1:1000, auf pH 8,0)
e Antikorper:
1. Polyklonale Antikorper aus dem Schaf gegen LDL-R (aLDL-R
5193,Firma Abimed)
2. Polyklonale Antikorper aus dem Kaninchen gegen LDL-R (aLDL-R 638,
Firma
3. Polyklonale Antikérper aus der Maus gegen VLDL-R (aVLDL-R 6AG6,
Firma
4. Polyklonale Antikérper aus dem Kaninchen gegen B-Galaktosidase (-
B-Gal, Firma CLONTECH Laboratories, Inc.)
5. Ziege anti Maus-Immunglobuline gekoppelt mit Meerrettich-Peroxidase
(Dianova, Hamburg)
6. Esel anti Schaf-Immunglobuline gekoppelt mit Meerrettich-Peroxidase
(Dianova, Hamburg)
7. Ziege anti Kaninchen-Immunglobuline gekoppelt mit Meerrettich-
Peroxidase (Dianova, Hamburg)
e Alle anderen Matreialien wurden bereits beschrieben
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Nachweis der Funktionalitat LDL-Rezeptor Uberexpremierender Konstrukte

Die Versuche wurden an LDL-R k/o-Mausen an der ,Humboldt Universitat zu
Berlin® durchgefuhrt. Den Tieren wurde vor Beginn der Versuche Blut enthom-
men. Dann erfolgte die Infektion mit einem RSV gesteuerten LDL-R ube-
rexpremierenden Konstrukt. Am 6.Tag nach der Infektion wurde den LDL-R k/o-
Mausen erneut Blut abgenommen, und anschlieRend die Leber resiziert. Nach
Zentrifugation des Blutes wurde das Serum im folgenden weiterverarbeitet.

Das Serum wurde zunachst mit einem 2,5%igem Anteil von 2M CacCl;, rekalzifi-
ziert, um das Fibrin auszufallen. Jeweils 100ul der Probe wurden auf eine
FPLC-Saule Superose®6 aufgetragen. Als Laufmittel wurde PBS-Puffer ver-
wendet. Das Serum trennte sich nach der GréRe der Partikel auf und wurde in
Tubes gesammelt. Die Fraktionsgrofde betrug jeweils 0,5 ml. Fur die Quantifizie-
rung des Lipidgehaltes der Lipoproteine wurden das Cholesterin und die Trigly-
zeride mit Hilfe enzymatischer Farbtests (Testkits) der Firma Boehringer,
Mannheim, photometrisch bestimmt. Die mitgelieferten Standards dienten zum
Eichen des Photometers. Fur die Bestimmung der Cholesterin- und Triglyzerid-
werte wurden jeweils 10ul des fraktionierten Serum mit 1ml Cholesterin-bzw.
Triglyzeridreagenz gemischt. Die Extinktion des entstandenen Farbstoffes wur-
de nach 10 mindtiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur bei 546 nm photo-
metrisch bestimmt. Das Photometer errechnete mit den angegeben Faktoren
8,53 [mg/ml] fur Cholesterin und 10,14 [mg/ml] fur Triglyzeride die Konzentrati-

on der Lipoproteine in den Fraktionen.

Material:

e FPLC-Saule Superose®6 (Firma Pharmacia Biotech)

e Serum RSVLDL-R infizierter LDL-R k/o-Mause

o PBS-Puffer

e 2M CaCl,

e Enzymatischer Farbtest fur Cholesterin nach CHOD-PAP (Boehringer,

Mannheim)

e Enzymatischer Farbtest fur Triglyceride nach GPO-PAP (Boehringer, Mann-
heim)

¢ Qualitatskontrolle Precinorm® (Boehringer,Mannheim)

¢ Qulitatskontrolle Precipath® (Boehringer, Mannheim)
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2.Methoden und Material

Qualitativer Nachweis von LDL-Rezeptoren im Lebergewebe infizierter LDL-R

k/o-Mause mittels Westernblot-Analyse

Infizierten LDL-R k/o-Mausen wurden an der ,Humboldt Universitat zu Berlin®
am 6.Tag nach erfolgter Infektion mit einem RSVLDL-R Uberexpremierenden
Konstrukt die Leber resiziert. Das Lebergewebe wurde bei —20°C gelagert.

Alle nachfolgenden Schritte wurden auf Eis durchgeflhrt. Hierzu wurden von
dem Lebergewebe der infizierten Tiere, ebenso wie von Lebergewebe unbe-
handelter Mause und von humanen Lebern, Gewebesticke einer GroRe von
200ug angefertigt. Das Gewebe wurde im Anschluf mit dem 6fachem Uber-
schuly an Homogenisationspuffer (1,2ml) homogenisiert. Die entstanden Sus-
pension wurde bei 800 x g fir 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und in ein neues Zentrifugationsrohrchen uberfuhrt. Die Zentrifu-
gation wurde unter denselben Bedingungen wiederholt, und der Uberstand er-
neut abgenommen. Der nach der zweiten Zentrifugation gewonnene Uberstand
wurde nun fir 1 Stunde bei 4°C bei 100.000 x g zentrifugiert. Das entstandene
Pellet, in dem sich nun die Plasma-Membranen, das Endoplasmatische Retiku-
lum und der Zellkern befinden, wurde mit 0,5 ml Resuspensionspuffer vorsichtig
und vollstandig resuspensiert und anschlief3end erneut bei 100000 x g und 4°C
fur 30 Minuten zentrifugiert. Das im Puffer befindliche Triton X 100 bewirkt, dal}
sich im Uberstand nur noch angereicherte Fraktionen von Membranproteinen
befinden. Die Proteinkonzentration des Uberstandes wurde dann mit der bereits
oben beschriebenen Methode nach Bradford bestimmt. Danach erfolgte unter
reduzierten Bedingungen eine 10%ige SDS-Page mit anschlieRender
Westernblot-Analyse. Dem Proteintransfer auf eine Nitrocellulosemembran mit-
tels Elektroblotting bei 250mA Uber Nacht folgte die Detektion mit dem ersten
Antikorper bei 4°C ebenfalls Uber Nacht. Verwendet wurde ein a-LDL-R Anti-
korper aus dem Kaninchen mit einer Verdinnung von 1:500. Im Anschluf® wur-
de die Detektion mit einem an Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Zweitanti-
korper, mit einer Verdinnung von 1:5000, fir eine Stunde durchgefihrt. Die
Detektion der Nitrocellulosestreifen erfolgte, wie oben beschrieben mit dem

ECL-Detektionssystem.
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Material:

e Lebergewebe mit einem RSVLDL-R Uberexpremierenden Konstrukt infizier-
ter LDL-R k/o-Mause, unbehandelter Mause und humanes Lebergewebe
e Homogenisationspuffer ( 20mM Tris HCI pH=7,4 , 2mM MgCl,, 0,25M Suc-
rose)
e Resuspensionspuffer (50mM Tris HCI pH=8,0 , 2mM CaCl,, 80mM NaCl, 1%
Triton X ad 10ml Aqua bidest )
e Proteasen-Inhibitor, PIC: 1mM Pepstatin A, 10mM Chymostatin, 10mM Leu-
peptin, 10mM Antipain (Firma Calbiochem)
e Antikorper :
1. Polyklonale Antikérper aus dem Kaninchen gegen LDL-
Rezeptoren (aLDL-R 638, Firma
2. Ziege anti Kaninchen-Immunglobuline gekoppelt mit Meerrettich-
Peroxidase (Dianova, Hamburg)
e Alle anderen Materialien sind bereits beschrieben worden

Nachweis der Funktionalitat LDL-R Uberexpremierender Konstrukte an WHHL-

Kaninchen

Die Infizierung der Watanabe-Kaninchen (WHHL-Kaninchen) mit einem LDL-
Rezeptor Uberexpremierenden RSVLDL-R Konstrukt erfolgte an der ,Humboldt
Universitat zu Berlin“. Zunachst wurde die Testung des Konstruktes an einem
Kaninchen durchgefiihrt. Dabei wurden 1x10'? infektidse Partikel pro Kilogramm
Korpergewicht den Tieren injeziert. Nachdem die Experimente an dem Kanin-
chen gelangen, wurden im nachsten Schritt drei Kaninchen mit einem LDL-
Rezeptor Uberexpremierenden Konstrukt infiziert. Das den Tieren entnommene
Blut wurde zentrifugiert, und das gewonnene Serum bei —20°C gelagert.

Das Serum wurde zunachst mit 2m CaCl, behandelt und anschliel3end sind,
wie oben beschrieben, 150ul Uber die FPLC-Saule Superose® aufgetrennt
worden. Die Fraktionen wurden dann auf ihren Gehalt an Cholesterin und

Triglyzeriden photometrisch bestimmt.
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ERGEBNISSE

Zur Prufung der Funktionalitat von adeno-viralen Konstrukten wurden in dieser
Arbeit zwei voneinander unabhangige Arbeitsschritte durchgefuhrt.

Zum einen wurden in vitro Experimente mit HuH7-Zellen durchgefuhrt, um ver-
schiedene adeno-virale Konstrukte, die eine Uberexpression von VLDL-R und
LDL-R induzieren, zu testen. Hierzu wurde an den Zellen zum Nachweis der
Funktionalitat die Bindung und Aufnahme verschiedener Lipoproteine mit radio-
aktiven und Immunfluoreszenz-Methoden untersucht. Auch fand in diesem Zu-
sammenhang eine Beurteilung der Expression Uber SDS-Page mit Western-
Blotting statt.

Im zweiten Teil der Arbeit fand eine Auswertung der Seren von in vivo infizier-
ten WHHL-Kaninchen und LDL-R k/o-Mausen statt. Den Tieren wurden an der
,2HAumboldt Universitat zu Berlin“ LDL-R Uberexpremierende adeno-viralen Kon-
strukte injeziert. Die Auswertung erfolgte Uber die Auftrennung der Seren mittels
FPLC und anschlieBender Analyse der fraktionierten Seren mit kommerziellen

enzymatischen Farbtests.

Vektoren fiir in vitro Experimente

Die in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte wurden in der Arbeitsgruppe
Strauss an der ,Humboldt Universitat zu Berlin“ entwickelt.

Nach Herstellung eines Rezeptor-cDNA-Fragmentes des Kaninchen LDL-
Rezeptors wurde dieses unter die Kontrolle eines RSV-Promotors (RSV= Rous
Sarkom Virus) gebracht. An das 3’-terminale Ende wurde das Polyadenylie-
rungssignal aus dem bovinen Wachstumshormon (bovine growth hormon),

bGHPA, eingesetzt, der als humane Signalsequenz dient.
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** pRSVLDLbPA

6230 bps

Abb. 5a: pRSVLDLbPA

Das zweite Plasmid war ein Rezeptor-cDNA-Fragment des Kaninchens unter
der Kontrolle eines murinen Albuminpromotors. Dieser wurde mit drei zusatzli-
chen Bindungsstellen flr leberspezifische Transkriptionsfaktoren (HNF3 sites)

versehen.

ad5
Beta-Lac
x HNF3 + mouse aibumiﬂ promoter
AN

8000

pHVad2AlIbhLDL _
3692 bps :

Abb. 5b: pHVad2AlbhLDL
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Beim dritten Plasmid handelte es sich um ein Rezeptor-cDNA-Fragment des
VLDL-Rezeptors. Der Promotor ist hierbei der Enhancer 2/CP. Es ist ein weit-
gehend leberspezifischer Hybridpromotor, zusammengesetzt aus dem minima-
len CMV (Cytomegalivirus)-Promotor und dem Enhancer-Element des humanen

Hepatitis B Virus Corepromotors.

pAd2Hyb-VLDLs

HooyLDL-R
605],30’.‘\1’“ - sote 8194 bpS

Abb. 5c: pAd2Hyb-VLDLs

Beim vierten Plasmid handelte es sich um ein humanes Rezeptor-cDNA-
Fragment unter der Kontrolle des Autologen Promotors (AP600). Die Kontrolle
des Autologen Promotors hat zur Folge, das dieses Konstrukt sterolreguliert
wird, so dass es sich den Bedurfnissen des Organismus anpassend, die Ex-

pression des LDL-Rezeptors reguliert.
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Beta-Lactamase

U ori DHVZaDhLDLR

AP 600-hLDLR

8275

Abb. 5d: pHV2aphLDLR

Nachweis uiberexpremierten Proteins mittels Western-Blot-Analyse

Vor der funktionellen Testung in den in vitro Experimenten wurden die Ube-
rexpremierenden Proteine, welche spater auf die HuH7-Zellen transfiziert wer-
den, mittels SDS-Page und Western-Blotting nachgewiesen.

Um die Transgene in verschiedenen Spezies nachweisen zu kénnen, war es
zunachst erforderlich einen Antikérper zu produzieren. Ziel war es, dabei einen
Antikorper herzustellen, der spezifisch gegen den Kaninchen LDL-Rezeptor
(Projekt 5194) gerichtet ist und einen polyklonalen Antikdrper (Projekt 5193)
gegen alle untersuchten Spezies herzustellen (mit freundlicher Unterstitzung

von Dr.J.Heeren, Labor Prof.U.Beisiegel,|l.Med.Klinik, UKE Hamburg). Gegen
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3.Ergebnisse

die Sequenz der LDL-Rezeptoren (rot-markiert) wurde mit Hilfe der Firma Abi-

med ein Antikorper hergestellt.

Antikorper Projekt 5193
Maus 9 gryyrarriaasacgy- AVEDSGSRNEFQCRDGKC - 1askwvenGSPROPNGSDRESPKTCMSVTC 68
RW +ALLLARAG - AV D RNEFQC+DGKC - I+ KWVCDGS EC DGSDES +TC+SVTC
Human 9 RWTVALLLAAAGT- AVGDRCERNEFQCQDGKC - ISYKWVCDGSAECQDGSDESQETCLSVIC 68
Antikorper Projekt 5194
Rabbit 1 LLAAAAGAAAGDKCGRNEFOCRN — GKCISYKWVCDGSSEC — ODGSDEWEOTCMSLTCKSDDF 60

LL AAAG A GD+C RNEFQC++- GKCISYKWVCDGS+EC QDGSDE ++TC+S+TCKS DF

Human 14 1LLAAAGTAVGDRCERNEFQCQD- GKCISYKWVCDGSAEC - QDGSDESQETCLSVICKSGDFE 73

Abb. 6a: Sequenzen der human, Maus und Kaninchen LDL-Rezeptoren fiir die Her-
stellung eines monoklonalen (Projekt 5194) und eines polyklonalen (Projekt 5193)

Antikorpers

Die aufgereinigten Antikdrper wurden mittels Western-Blotting an Lebermemb-
ran-praparationen getestet ( die Methodik der Lebermembranpraparation wurde
im Methoden- und Materialteil dieser Arbeit beschrieben). Der Antikdrper 5194
erkennt ausschlieRlich den LDL-Rezeptor aus dem Kaninchen (Abb. 6b). Der
Antikorper 5193 erkennt dagegen spezifisch den LDL-Rezeptor aus dem huma-
nen Lebergewebe (Spur 1), aus der Maus (Spur 2), aus dem Kaninchen (Spur
3) und aus der Ratte (Spur 4) (Abb.6b).
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AK 5193 AK 5194

Abb. 6b: Nachweis der Funktionalitdt der LDL-R-Antikérper 5193 und 5194 mittels
Western-Blotting an humanem Lebergewebe (Spur 1) Lebergewebe der Maus (Spur
2), des Kaninchens (Spur 3) und der Ratte (Spur4)

Die Praparation des Lebergewebes erfolgte wie im Abschnitt Methoden und Material beschrie-
ben. Jeweils 120ug Protein des Lebergewebes der verschiedenen Spezies wurden pro Bahn
einer 7,5%igen SDS-Page unter reduzierten Bedingungen aufgetrennt. Nach dem Transfer auf
eine Nitrocellulose-Membran wurden die auf den Leberzellen befindlichen LDL-Rezeptoren mit
den von der Firma Abimed hergstellten Antikbrpern nachgewiesen.

Im néachsten Schritt wurde nun die Uberexpression von LDL- und VLDL-
Rezeptoren mittels einer SDS-Page und Westerblot-Analyse dargestellt. Zu-
nachst wurden HuH7-Zellen ausgesetzt und mit einem 1) pHybVLDL-R-, 2)
AlIbLDL-R-, 3) RSVLDL-R-Vektor und 4) einem Kontrollvektor (B-Gal) transfi-
ziert. Es folgte eine 48 stundige Inkubationszeit bei 37°C.

Die Detektion mit einem spezifischen Antikérper ergab, dafld es nach der Inku-
bationszeit zu einer Uberexpression des VLDL-R in HuH7-Zellen kam (Abb.7a).
Die Uberexpression des LDL-R in RSVLDL-R transfizierten Zellen konnte mit-
tels des polyklonalen Antikdrpers a-LDL-R 638 und des oben beschriebenen
polyklonalen a-LDL-R 5193 —Antikdrpers nachgewiesen werden (Abb.7b und
7c).
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Die in diesem Zusammenhang ebenfalls nachzuweisende Uberexpression des
AlbLDL-R-Vektors gelang nicht, so da® davon auszugehen ist, dal3 dieser Vek-
tor nicht funktionsfahig ist (Abb. 7b und 7c).

Die Detektion der Nitrocellulose-Membran mit einem polyklonalem Antikérper

gegen B-Gal ergab ebenfalls ein Uberexpressionssignal (Abb. 7d).

<«— VLDL-R

Abb. 7a: Detektion der Nitrocellulose-Membran mit dem polyklonalen a-VLDL-R Anti-
kérper 6A6 zeigt eine Uberexpression des VLDL-R

Die Hepatomazellen (HuH7) wurden mit den Transgenen pHybVLDL-R (Spur 1), AIbLDL-R
(Spur 2), RSVLDL-R (Spur 3) und p-Gal (Spur 4) transfiziert und sind nach 48 stiindiger Inkuba-
tioszeit bei 37°C mit Zellysispuffer lysiert worden. Jeweils 50ug der lysierten Zellen sind pro
Bahn einer 7,5%igen SDS-Page unter reduzierten Bedingungen aufgetrennt worden. Anschlie-
Rend erfolgte der Transfer auf eine Nitrozellulose-Membran.
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1 2 3 4

Abb. 7b: Detektion der Nitrocellulose-Membran mit dem polyklonalem a-LDL-R Anti-
kdrper 638 zeigt eine Uberexpression des LDL-R in RSV-LDL-R transfizierten Zellen

Die Hepatomazellen (HuH7) wurden mit den Transgenen pHybVLDL-R (Spur 1), AIbLDL-R
(Spur 2), RSVLDL-R (Spur 3) und p-Gal (Spur 4) transfiziert und sind nach 48 stindiger Inkuba-
tioszeit bei 37°C mit Zellysispuffer lysiert worden. Jeweils 50ug der lysierten Zellen sind pro
Bahn einer 7,5%igen SDS-Page unter reduzierten Bedingungen aufgetrennt worden. Anschlie-
Rend erfolgte der Transfer auf eine Nitrozellulose-Membran.

. «— LDLR

Abb.7c: Detektion der Nitrocellulose-Membran mit dem polyklonalem a-LDL-R Anti-

kdrper 5193 zeigt eine Uberexpression des LDL-R in RSV-LDL-R transfizierten Zellen

Die Hepatomazellen (HuH7) wurden mit den Transgenen pHybVLDL-R (Spur 1), AIbLDL-R
(Spur 2), RSVLDL-R (Spur 3) und p-Gal (Spur 4) transfiziert und sind nach 48 stiindiger Inkuba-
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tioszeit bei 37°C mit Zellysispuffer lysiert worden. Jeweils 50ug der lysierten Zellen sind pro
Bahn einer 7,5%igen SDS-Page unter reduzierten Bedingungen aufgetrennt worden. Anschlie-
Rend erfolgte der Transfer auf eine Nitrozellulose-Membran.

Abb. 7d: Detektion der Nitrocellulose-Membran mit dem polyklonalem a-p-Gal Antikor-

per zeigt eine Uberexpression von R-Gal

Die Hepatomazellen (HuH7) wurden mit den Transgenen pHybVLDL-R (Spur 1), AIbLDL-R
(Spur 2), RSVLDL-R (Spur 3) und B-Gal (Spur 4) transfiziert und sind nach 48 stiindiger Inkuba-
tioszeit bei 37°C mit Zellysispuffer lysiert worden. Jeweils 50ug der lysierten Zellen sind pro
Bahn einer 7,5%igen SDS-Page unter reduzierten Bedingungen aufgetrennt worden. Anschlie-
Rend erfolgte der Transfer auf eine Nitrozellulose-Membran.

Nachweis der Funktionalitiat der Vektoren in vitro

Es wurden bei den in vitro-Experimenten humane Hepatoma Zellen (HuH?7)
verwendet. Zunachst ist die Transfektionseffizienz von VLDL- bzw. LDL-
Rezeptor-Konstrukten in diesen Zellen qualitativ nachgewiesen worden. Hierzu
erfolgte eine Transfektion mit einem VLDL-Rezeptor- (Bild A und C) und einem

LDL-Rezeptor-Konstrukt (Bild B und D). Die transduzierten Zellen wurden im
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Anschlufy mit einem Antikorper gegen den VLDL-Rezeptor (obere Reihe) und
den LDL-Rezeptor (untere Reihe) immunmarkiert. Nach der Visualisierung mit
einem fluoreszenzmarkiertem Zweitantikorper, konnte die Uberexpression des
VLDL-Rezeptors (Bild A) bzw. des LDL-Rezeptors (Bild D) auf zellularer Ebene
deutlich gezeigt werden. Es ist deutlich zu sehen, dal} die benutzten Antikorper

nicht kreuzreagieren (Bild B und C).

Abb. 8: Nachweis der Uberexpression des VLDL- bzw. des LDL-Rezeptors in HuH7-
Zellen mittels Immunfluoreszenz

HuH7 Zellen wurden auf Deckglaschen in DMEM unter Zusatz von 10% FCS und 1% Penicil-
lin/Streptomycin Uber 24 Stunden bis zur Subkonfluenz kultiviert. Die Zellen in Abb. A und C
wurden mit einem VLDLR-Konstrukt bzw. in B und D mit einem LDLR-Konstrukt mittels Fugene
transfiziert (siehe Material und Methoden). Die transduzierten Zellen wurden im Anschluf fixiert
und mit einem Antikdrper gegen den VLDLR (obere Reihe) bzw. mit einem AK gegen den LDLR
(untere Reihe) detektiert. Die Expression der Rezeptoren wurden mit entsprechenden Fluores-
zenz-markierten Zweitantikbrpern und die Zellkerne mit DAPI visualisiert. Es ist fur beide Re-
zeptoren (A=VLDLR; D=LDLR) die typische Plasmamembrananfarbung zu detektieren.
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Nachdem im vorherigen Abschnitt gezeigt wurde, da® das LDL-Rezeptor-
Konstrukt qualitativ zu einer Uberexpression des LDL-Rezeptors fiihrt, soll im
folgenden Ergebnisteil auf den Nachweis der Funktionalitat des LDL-Rezeptors
eingegangen werden.

Es wurden Aufnahme-Experimente mit '*°I-markierter LDL (zur Verfugung ge-
stellt von Dr. Jorg Heeren |.Med.Klinik, UKE Hamburg) an humanen Hepatoma-
Zellen (HuH7) durchgefihrt. Daflr wurden die Zellen zunachst mit pPCMVhLDL-
R, pRSV-LDL-R, pHybLDL-R Promotoren und einem Kontroll-Promotor (B-Gal)
transfiziert. Die spezifische Aufnahme von '°I-LDL in HuH7-Zellen wurde bei
37°C far 120 Minuten in cpm/mg Zellprotein bestimmt und im Verhaltnis zu -
Gal dargestellt (B-Gal=1).

Ein relativer Anstieg der Aufnahme von LDL um das fast 3,5fache in
pRSVhLDL-R transfizierten, um das fast 2,0fache in pCMVhLDL-R transfizier-

ten und das annahernd 1,3fache in pHybLDL-R tranfizierten Zellen, wurde ver-

zeichnet.
5 _
3,479
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Abb. 9: Spezifische Aufnahme von '®-LDL im Vergleich vom pCMVhLDL-R,
pRSVhLDL-R und pHybLDL-R Promotor in transfizierten HuH7-Zellen.

Die Hepatomazellinie HuH7 wurde mit der spezifischen Aktivitdt von 1-2ug/ml Protein des Li-
poproteins LDL bei 37°C fur 120 Minuten inkubiert. Die Aufnahme von LDL in B-Gal-
transfizierten Zellen wurde gleich 1 gesetzt und vergleichend der prozentualem Anstieg der
Aufnahme von "°-LDL in pCMVhLDL-R (n=3), pRSVhLDL-R (n=3) und pHybLDL-R (n=3)
Promotor transfizierten Zellen berechnet. Der absolute Wert von -Gal betrug 68487 cpm/mg.
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Da der qualitative Nachweis von VLDL-Rezeptoren nach Transfektion von
HuH7-Zellen mit einem VLDL-R Uberexpremierenden Konstrukt gelang, sollte
nun die Quantifizierung der Aufnahme von '*I-markiertem LDL erfolgen. Zu-
nachst wurden die HuH7-Zellen mit einem pHybVLDL-R-, einem RSVLDL-R-
und einem Kontrollvektor (B-Gal) transfiziert . In der Abbildung 6a und 6b wurde
die spezifische Aufnahme und die Bindung von '®°I-LDL an die transfizierten
HuH7-Zellen bei 37°C fir 90 Minuten in cpm/mg Zellprotein bestimmt. Fur die
spezifische Aufnahme von '°I-LDL iiber RSVLDL-R wurde ein relativer Antieg
um das 6,7fache verzeichnet, wohingegen die Aufnahme von '®|-LDL iiber den

VLDL-Rezeptor-Promotor pHybVLDL-R nur um das 1,1fache gesteigert war.

15
ot 10 1
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Aufnahme im Vgl €639
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RSV-LDL-R pHyb-VLDL-R 3-Gal

Abb. 10a: Spezifische Aufnahme von '*I-LDL im Vergleich von RSV-LDL-R und
pHybVLDL-R transfizierten HuH7-Zellen

Die Hepatomazellinie HuH7 wurde mit der spezifischen Aktivitdt von 1-2ug/ml Protein des Li-
poproteins LDL bei 37°C fur 90 Minuten inkubiert. Die Aufnahme von LDL in B-Gal-transfizierten
Zellen wurde gleich 1 gesetzt und vergleichend der prozentuale Anstieg der Aufnahme von '%°I-
LDL in RSV-LDL-R (n=3) und pHybVLDL-R (n=3) Promotor transfizierten Zellen berechnet. Der
absolute Wert fur B-Gal betrug 33183 cpm/mg.

Fir die Bindung von '?°I-LDL (iber RSV-LDL-R wurde ein relativer Anstieg um

das fast 4,7fache verzeichnet. Der Wert fur die unspezifische Bindung ist flr
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pHybVLDL-R und B-Gal nahezu unverandert. Der hohe Wert der Standartab-
weichung der unspezifischen Aufnahme von '®°I-LDL (iber RSV-LDL-R ergibt

sich durch eine stark abweichende Aufnahme bei drei durchgeflihrten Testun-

gen.
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Abb. 10b: Bindung von '*°I-LDL an RSV-LDL-R und pHybVLDL-R transfizierten HuH7-
Zellen

Die HuH7-Zellen wurden nach der Inkubatioszeit von 90 Minuten bei 37°C bei 4°C fiir 20 Minu-
ten mit Heparin gewaschen. Das abgenommene Heparin gibt die unspezifische Bindung von
"LLDL in cpm/mg Zellprotein an. Die Bindung an B-Gal wurde gleich 1 gesetzt und verglei-
chend der prozentuale Anstieg der Bindung von 2. DL an RSVLDL-R (n=3) und pHybVLDL-R
(n=3) Promotor transfizierten Zellen berechnet. Der absolute Wert fur p-Gal betragt 2128
cpm/mg.

Aus den Abbildungen 10a und 10b ist zu ersehen, dal® der pHybVLDL-R flr die
Funktionalitidt, gemessen an der spezifischen Aufnahme von '?°|-LDL, keine
hohe Spezifitat zeigt. Auf Grund der héheren Affinitdt zum VLDL-Rezeptor wur-
de im nachsten Versuch '®I-markiertes Rap verwendet, um die Funktionalitat

des pHybVLDL-Promotors besser Uberprifen zu kénnen.

In den Abbildungen 11a und 11b wird die spezifische Aufnahme und die Bin-
dung von '®°I-Rap an transfizierten HuH7-Zellen bei 37°C fiir 90 Minuten in

cpm/mg Zellprotein gezeigt (B-Gal=1). Fiir die spezifische Aufnahme von '?°l-
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Rap uber pHybVLDL-R wurde ein relativer Anstieg um das 1,9fache und tber
den RSV-LDL-R ein 1,4facher Anstieg verzeichnet.
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Abb. 11a: Spezifische Aufnahme von '*I-Rap im Vergleich von RSV-LDL-R und
pHybVLDL-R transfizierten HuH7-Zellen

Die Hepatomazellinie HuH7 wurde mit der spezifischen Aktivitat von 1-2ug/ml Protein 125I-Rap
bei 37°C fir 90 Minuten inkubiert. Die Aufnahme Rap in B-Gal transfizierten Zellen wurde gleich
1 gesetzt und vergleichend der prozentuale Anstieg der Aufnahme von 125I-Rap in RSVLDL-R

(n=3) und pHybLDL-R (n=3) Promotor transfizierten Zellen berechnet. Der absolute Wert flr -
Gal betrug 182631 cpm/mg.

Fir die Bindung von 'I-Rap an den transfizierten HuH7-Zellen wurde ein An-
stieg um das 3,1fache beim pHybVLDL-R und ein nahezu 1,5facher Anstieg
beim RSV-LDL-R Promotor beobachtet.

10 -

relative Bindung
imVgl zu 3-Gal

3,116

[ 1,487 _|_1,000

RSV-LDL-R pHyb VLDL-R RGa
Abb. 11b: Bindung von '*°I-Rap an RSV-LDL-R und pHybVLDL-R transfizierten Zellen
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Die Zellen wurden nach einer Inkubation bei 37°C ber 90 Minuten bei 4°C 20 Minuten mit
Heparin gewaschen. Das abgenommene Heparin gibt die Bindung von '°|_Rap in cpm/mg Zell-
protein an. Die Bindung an -Gal wurde gleich 1 gesetzt und vergleichend wurde der prozentua-
le Anstieg der Bindung von '®I-Rap an RSV-LDL-R (n=3) und pHybVLDL-R (n=3) Promotor
transfizierten Zellen berechnet. Der absolute Wert von B-Gal betragt 12055 cpm/mg.

Aus den Abbildungen 11a und 11b geht hervor, dal} der pHybVLDL-Rezeptor-
Promotor in den HuH7-Zellen eine Uberexpression des VLDL-Rezeptors be-
wirkt, und dadurch auch eine gesteigerte Aufnahme und Bindung von Rap an
die HuH7-Zellen erreicht wird. Der LDL-R bindet Rap mit wesentlich geringerer
Affinitat.

Im weiteren Verlauf der Versuche wurde nun untersucht, ob eine Senkung des
Cholesterin-Spiegels dadurch erreicht werde, dal} triglyzeridreiche Lipoproteine
(Chylomikronen) Uber den LDL-Rezeptor bzw. VLDL-Rezeptor aufgenommen
werden, und somit keine Lipoproteine der Klasse LDL entstehen.

Hierzu wurden HuH7-Zellen ausgesetzt und mit den in den Abbildungen 10 und
11 verwendeten Vektoren transfiziert. Als Ligand wurden nun '®I-markierte
Chylomikronen verwendet. Nach 90 minutiger Inkubation bei 37°C wurde die
spezifische Aufnahme und die unspezifische Bindung in cpm/mg Zellprotein
bestimmt und Uber B-Gal induziert.

In der Abbildung 12a zeigt sich, daR die spezifische Aufnahme '®I-markierten
CM in pHybVLDL-R (1,17fach) und RSVLDL-R (1,13fach) transfizierten Zellen

nicht héher war als in den mit einem Kontrollvektor (B-Gal=1) transfizierten Zel-

len.
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Abb. 12a: Spezifische Aufnahme von '*I-markierten Chylomikronen in pHybVLDL-R
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und RSVLDL-R transfizierten HuH7-Zellen

Die Inkubation der HuH7-Zellen erfolgte wie oben beschrieben. Die Aufnahme von '*°I-CM in p-
Gal transfizierten Zellen wurde gleich 1 gesetzt und der prozentuale Anstieg der Aufnahme
von'?|-CM in pHybVLDL-R (n=3) und RSVLDL-R (n=3) transfizierten HuH7-Zellen berechnet.
Der absolute Wert von -Gal betrug136657 cpm/mg.

Der Wert der Bindung lag noch unterhalb dem Wert des Kontrollvektors.
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Abb. 12b: Bindung von '®*l-markierten Chylomikronen an pHybVLDL-R und RSVLDL-
R transfizierten Zellen

Die Versuchsdurchfiihrung wurde bereits oben beschrieben. Die Bindung von '*°I-CM an p-Gal
transfizierten Zellen wurde gleich 1 gesetzt, und der prozentuale Wert der Bindung von '21.cm
an pHybVLDL-R (n=3) und RSVLDL-R (n=3) Vektor transfizierten Zellen berechnet. Der absolu-
te Wert von B-Gal betrug 11490 cpm/mg.

Triglyzeridreiche Lipoproteine (Chylomikronen) binden Uber das Apolipoprotein
E (ApoE) an den LDL- und VLDL-Rezeptor. Um den Bindungsgrad von Chylo-
mikronen an die beiden Rezeptoren zu verstirken, wurde den '*°I-markierten
CM, 2,5ug/ml ApoE zugesetzt.

Wiederum wurden HuH7-Zellen mit den oben beschriebenen Vektoren transfi-
ziert und bei 37°C tber 90 Minuten mit '?°I-CM und 17% ApoE-Zugabe inku-
biert.

Die spezifische Aufnahme von '?°I-CM mit Zugabe von ApoE wurde in den mit
B-Gal transfizierten Zellen gleich 1 gesetzt und prozentual fir die mit einem
pHybVLDL-R- und einem RSV-LDL-R-Promotor transfizierten HuH7-Zellen be-
rechnet. In den pHybVLDL-R transfizierten Zellen betrug der relative Anstieg
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der Aufnahme das 1,5fache und in den RSV-LDL-R transfizierten Zellen das
fast 2,4fache des B-Gal Wertes.
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Abb. 13a: Spezifische Aufnahme von '?°l-markierten Chylomikronen unter Zugabe von
2,5ug/ml ApoE in mit pHybVLDL-R und RSVLDL-R Promotor transfizierten HuH7-
Zellen

Die Durchfihrung des Versuches wurde bereits oben beschrieben. Die spezifische Aufnahme
von 125l-markierten CM mit Zugabe von 2,5ug/ml ApoE in mit 3-Gal transfizierten HuH7-Zellen
wurde gleich 1 gesetzt, und der prozentuale Anstieg der Aufnahme in pHybVLDL-R (n=3) und
RSVLDL-R (n=3) transfizierten HuH7-Zellen berechnet. Der absolute Wert fur p-Gal betrug
6309 cpm/mg.

Im Vergleich mit den Werten der Bindung bei dem Experiment ohne Zugabe
von ApoE stieg der Wert der Bindung von '®°|-markierten CM mit Zusatz von
ApoE an HuH7-Zellen deutlich an. Nach der Inkubationszeit von 90 Minuten bei
37°C wurden die Zellen bei 4°C 20 Minuten mit Heparin gewaschen und der
Wert von den Kontrollvektorzellen gleich 1 gesetzt. Die Werte von pHybVLDL-R
und RSV-LDL-R transfizierten Zellen wurden Uber B-Gal induziert. Ein relativer
Anstieg um das 1,9fache bei pHybVLDL-R (n=3) und um das 2,25fache bei

RSV-LDL-R (n=3) Promotor transfizierten Zellen konnte beobachtet werden.
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Abb. 13b: Bindung von '®®l-markierten CM unter Zugabe von 2,5ug/ml ApoE in mit
pHybVLDL-R und RSV-LDL-R transfizierten HuH7-Zellen

Die Versuchsdurchfilhrung wurde bereits oben beschrieben. Die Bindung von '®|-markiertem
CM mit Zugabe von 2,5ug/ml ApoE in mit 3-Gal transfizierten HuH7-Zellen wurde gleich 1 ge-
setzt und der prozentuale Anstieg der Bindung in pHybVLDL-R (n=3) und RSVLDL-R (n=3)
transfizierten Zellen berechnet. Der absolute Wert von B-Gal betrug 1042 cpm/mg.

Nachweis der Funktionalitiat der Vektoren in vivo

Die Herstellung der adenoviralen Vektoren fur die in vivo-Experimente erfolgte
in der Arbeitsgruppe Strauss an der ,Humboldt Universitat zu Berlin®“.

Als Tiermodelle dienten die in der Einleitung beschriebenen LDL-R k/o-Mause
und die WHHL-Kaninchen, die ebenso wie die LDL-R k/o-M&ause keinen LDL-
Rezeptor aufweisen und dementsprechend in der LDL-Rezeptor-Forschung die
gangigen Tiermodelle darstellen.

Das LDL-R bzw. VLDL-R Transgen steht unter der Kontrolle verschiedener
Promotoren, die als Kassetten in die adenoviralen Vektoren eingebracht wer-
den. Die Injektion in die Schwanzvene wurden wie das gesamte tierexperimen-
telle Procedere in Berlin durchgefuhrt. Bevor die Infektion vorgenommen wurde,
ist den Tieren ca. 200ul Blut enthommen worden. Nach Zentrifugation ist mit

dem erhaltenen Serum weitergearbeitet worden. Dieses Serum wurde Uber eine
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FPLC-Saule aufgetrennt. Die erhaltenen Fraktionen wurden mittels eines kom-
merziellen enzymatischen Farbtests auf den Cholesterin- und Triglyzeridgehalt
bestimmt. Somit entstanden zunéachst die Profile fur die Seren ,vor Injektion®.
Am 6. Tag nach der Infektion wurde den LDL-R k/o-Mausen erneut Blut ent-
nommen, und nach Auftrennung Uber die FPLC-Saule wurde auch hier ein
Cholesterin-und Triglycerid-Profil erstellt.

In Abbildung 14a-d ist exemplarisch das Cholesterin-und Triglyzerid-Profil von
zwei LDL-R k/o-Mausen dargestellt, die mit adenoviralem Vektor infiziert wor-
den sind. Das Cholesterin-Profil zeigt drei Peaks, wobei der erste Peak (Frakti-
on 16-17) die VLDL, der zweite Peak (Fraktion 23-26) die LDL und der dritte
Peak ( Fraktion 30-31) die HDL darstellt. Da Triglyzeride im wesentlichen ein
Bestandteil der Chylomikronen und der VLDL-Lipoproteine sind, zeigt sich im
Triglyzerid-Profil ein Peak bei Fraktion 16-17 (VLDL). Ein weiterer Peak in der
Fraktion 24-26 gibt den geringen Anteil von Triglyzeriden in den LDL-
Lipoproteinen wieder.

In beiden Profilen zeigt sich keine Verschiebung der Fraktionen der zwei aufge-
trennten LDL-R k/o-Maus-Seren, so dald die Profile der Kontrollvektoren als

Vergleichswerte angesehen werden kdnnen.

A) vor Injektion B) 6.Tag nach Injektion
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Abb. 14a-b: Exemplarische Darstellung der Cholesterin(a—a)- und Triglyzerid(m—m)-

Profile ([mg/dl]) einer LDL-R k/o-Maus vor und nach Infektion mit einem adenoviralem
Vektor (R-Gal).
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Abb. 14c-d: Exemplarische Darstellung der Cholesterin- und Triglyzerid-Profile
([mg/dl]) einer LDL-R k/o-Maus vor undnach Infektion mit einem adenoviralem Vektor
(B-Gal).

Die LDL-R k/o-Mause wurden mit einem B-Gal-Kontrollvektor infiziert. Die Cholesterin(a—a)-

und Triglyzerid(m—m)-Profile wurden von den Seren der infizierten Mause erstellt. Die Abbil-
dungen 14a und 14c geben das Uber eine FPLC-Saule aufgetrennte Serum vor der Infektion mit
dem B-Gal Kontrollvektor an. Die Profile 14b und 14d zeigen die Cholesterin- und Triglyzerid-
werte ([mg/dl]) in den fraktionierten Seren.

Im Cholesterin-Profil stellen sich die einzelnen Lipoprotein-Fraktionen als Peaks dar. In den
Fraktion 16-17 finden sich die VLDL-Partikel, in den Fraktionen 23-26 die LDL- und in den Frak-
tionen 30-31 die HDL-Partikel. Auf Grund ihrer Verteilung im Lipoproteinmuster sind die Trigly-
zeride nur in der VLDL (Fraktion 16-17) und der LDL (Fraktion 24-26) deutlich nachweisbar und
werden in der HDL nicht mehr sichtbar.

Nachdem sich die Profile der LDL-R k/o-Mause wie erwartet nicht verandert
hatten, wurde weiteren LDL-R k/o-Mausen ein adenoviraler RSV-LDL-R Vektor
injeziert, um die Funktionalitat dieser Konstrukte zu verifizieren. Auch in diesem
Experiment wurde den Tieren vor der Infektion Blut entnommen und Uber die
FPLC aufgetrennt (Abbildung 15a und 15c).

Die in den Abbildungen 15a und 15b gezeigte LDL-R k/o-Maus veranderte ihre
Cholesterin- und Triglyzerid-Profile nach erfolgter Infektion nicht, so dal3 man
davon ausgehen kann, dal} die Infektion erfolglos war. Die Grinde hierfur kénn-
ten entweder sein, dal} der Vektor nicht funktionsfahig war oder die Injekion des
Vektors Uber die Schwanzvene nicht ordnungsgemaf durchgefuhrt wurde.

Die Injektion des RSVLDL-Rezeptor-Vektors der in Abbildung 15¢ bzw 15d dar-
gestellten LDL-R k/o-Maus gelang. Das am 6.Tag nach Injektion entnommene

Blut wurde mittels der FPLC aufgetrennt und analysiert. Die in den oben be-
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schriebenen Fraktionen auftretenden Lipoproteine konnten in diesem Experi-
ment nicht mehr nachgewiesen werden. Der RSVLDL-R-Vektor ist also Uber die
Blutbahn in die Leber gelangt und hat dort zu einer Infektion des Lebergewebes

mit gleichzeitiger Uberexpression des LDL-Rezeptors gefiihrt (Abb. 15d).
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Abb. 15a-d: Exemplarische Darstellung der Cholesterin(aA—a)- und Triglyce-

rid(m—m)-Profile ([mg/dl]) zweier LDL-R k/o-Mause nach Infektion mit einem adeno-
viral assoziiertem RSVLDL-R-Konstrukt
Die LDL-R k/o-Mause wurden mit einem RSVLDL-R-Vektor infiziert. Die Abbildungen 15a und

15¢ geben das Uber eine FPLC-Saule aufgetrennte Serum vor der Infektion an. Die Cholesterin-

und Triglyzerid-Profile ([mg/dI]) der Abbildungen der 15b und 15d stellen das Serum nach der
Infektion dar.

Die Erlauterung der Peaks ist bereits in der Abbildung 14erfolgt.

Unter den in Experiment 14 und 15 beschriebenen Bedingungen wurde nun fur
die Infektion ein Autologer Promotor verwendet (AP 600). Das LDL-R Transgen
steht unter der Kontrolle des Autologen Promotors, was zur Folge hat, dal} die-
ses Konstrukt sterolreguliert wird, so daf® er sich den Bedurfnissen des Orga-
nismus anpassend, die Expression des LDL-Rezeptors reguliert. Bei den bei-

den in Abbildung 16 exemplarisch gezeigten LDL-R k/o-Mausen konnte die
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Funktionsfahigkeit des AP600 nur schwach nachgewiesen werden. Es gelang
mittels FPLC nur die geringgradige Erniedrigung des Cholesterin- und Triglyze-

rid-Wertes zu zeigen (deutlicher wird dieses in Abbildung 16d im Verleich zu

16cC).
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Abb. 16a-d: Exemplarische Darstellung des Cholesterin(aA—aA)- und Triglyze-

rid(m—m)-Profils ([mg/dl]) zweier LDL-R k/o-M&use nach Infektion mit einem LDL-R

Transgen unter der Kontrolle eines Autologen Promotors(AP600).

Die LDL-R k/o-Mause wurden mit einem LDL-R Transgen unter der Kontrolle eines Autologen
Promotor (AP600) infiziert. Die Abbildungen 16a und 16¢c geben das fraktionierte Serum vor der

Injektion an. Die Cholesterin- und Triglyzerid-Profile ([mg/dl]) der Abbildungen 16b und 16d
geben die Serumprofile 6 Tage nach der Injektion an.

Die Erlauterung der Peaks ist bereits in Abbildung 14 erfolgt.

Nachdem die Experimente an LDL-R k/o-Mausen gezeigt haben, dal? der RSV-
LDL-R Vektor sowohl qualitativ als auch quantitativ funktionsfahig ist, wurden
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die Versuche auf WHHL-Kaninchen ausgeweitet. Watanabe-Kaninchen besit-
zen ebenso wie die LDL-R k/o-Mause keinen funktionellen LDL-Rezeptor. Der
Zweck der Versuchsreihe war nun nicht mehr der quantitative Nachweis, son-
dern es galt, die Qualitdt des RSV-LDL-R Vektors, bezogen auf den zeitlichen
Verlauf, zu beurteilen.

Die systemische Infektion erfolgte mit 1x10'? infektiésen Partikeln pro Kilo-
gramm Korpergewicht. Der Beobachtungszeitraum betrug 21 Tage, wobei dem
Watanabe-Kaninchen vor der Injektion 2 mal Blut entnommen wurde, soge-
nannte prae injektionem-Werte. Das entnommene Blut wurde zentrifugiert und
uber die FPLC-Saule aufgetrennt. Es fiel auf, da} das Cholesterin-Profil bereits
nach 3 Tagen nahe Null war und erst zwischen dem 12 und 14 Tag eine Erho-
hung wieder sichtbar wurde. Im weiteren Verlauf kam es zu einem Ubermafigen
Anstieg vor allem in der VLDL-Fraktion (Fraktion 16-17), deren Wert noch Uber
dem des Ausgangswertes lag (Abbildung 17a und b, vor Injektion). Auch ein
Anstieg der LDL-Fraktionen konnte beobachtet werden, jedoch fiel dieser weit-

aus weniger stark auf als die VLDL-Erhohung.
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Abb. 17 a-j: Quantitave Veranderung des Cholesterinwertes ([mg/dl]) nach Injektion

eines LDL-R Uberexpremierenden Konstruktes(RSV-LDL-R-Vektor) einem exemplari-
schen Versuch an einem WHHL-Kaninchen

Die WHHL-Kaninchen wurden mit 1x10" infektiésen Partikeln pro Kilogramm Kdorpergewicht
infiziert. Das enthnommene Serum wurde mittels einer FPLC-Saule aufggetrennt und die Frakti-
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onen mit einem kommerziellen enzymatischen Farbtest auf deren Cholesteringehaltes unter-
sucht. Die Werte des Cholesterin-Spiegels sind in [mg/dl] angegeben.

Die VLDL findet sich bei Fraktion 16-17, die LDL bei Fraktion 22-26 und die HDL bei Fraktion
30-31.

In dem exemplarischen Versuch mit dem WHHL-Kaninchen fiel auf, dal} vor
allem die VLDL-Fraktion nach dem Nachlassen der Wirkung des RSV-LDL-
Rezeptor- Konstruktes ansteigt. Zur weiteren Analyse wurden nun drei weitere
WHHL-Kaninchen mit einem RSVLDL-R Promotor infiziert.

Wie auch im vorherigen Experiment fiel auch diesmal der Cholesterin-Wert ab.
Auffallig war jedoch, dal® dieser am 4.Tag zwar eine Annaherung an die Nullinie
zeigte, es aber noch Peaks der VLDL und LDL gab. Am 10.Tag post injektio-
nem konnten dann auch hier keine Peaks mehr nachgewiesen werden. Begin-
nend mit Tag 14 stieg der Cholesterin-Spiegel wieder an. Auch in diesem Expe-
riment zeigte sich, dal} besonders die VLDL anstieg. Sie Uberschritt auch hier

ihren Ausgangswert deutlich (Vergleich 18 a zu 18 f).
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Abb. 18a-f: Cholesterin-Analyse der mit dem RSVLDL-R Vektor infizierten WHHL-
Kaninchen (n=3)

Auftrennung des Serums mit RSVLDL-R Vektoren infizierter WHHL-Kaninchen (n=3) mittels der
FPLC-Saule. Die Kaninchen wurden mit 1x10'? infektiosen Partikeln pro Kilogramm Korperge-
wicht infiziert. Mittels des enzymatschen Farbtests erfolgte die quantitative Bestimmung des
Cholesteringehaltes der Fraktionen. Die Werte sind in [mg/dl] angegeben.

Im Gegensatz zum vorherigen Experiment wurde diesmal auch der Triglyzerid-
Spiegel untersucht. Die Triglyzerid-Werte geben das unter Abbildung 18 darge-
stellte Ergebnis wieder. Die Werte erreichen ihren Tiefstwert am 10.Tag und
steigen von nun an stetig. Ab dem 21.Tag ist vor allem die Zunahme der VLDL
auffallig. Sie zeigt einen héheren Wert auf als vor Beginn des Versuches (Ver-
gleich 19a und 19f).
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Abb. 19a-f: Triglyzerid-Analyse der mit dem RSVLDL-R Vekt or infizierter WHHL-

Kaninchen (n=3)

Auftrennung des Serums mit RSVLDL-R Vektoren infizierter WHHL-Kaninchen (n=3) mittels der
FPLC-Saule. Die Kaninchen wurden mit 1x10'? infektiésen Partikeln pro Kilogramm Korperge-
wicht infiziert. Mittels des enzymatschen Farbtests erfolgte die quantitative Bestimmung des
Cholesteringehaltes der Fraktionen. Die Werte sind in [mg/dl] angegeben.
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4 Diskussion

Diskussion

In dieser Doktorarbeit wurden Vektoren zur Behandlung der Familiaren Hyper-
cholesterinamie (FH) in der Gentherapie funktional untersucht. Die Arbeit ist ein
Teil eines Gesamtprojektes einer praklinischen Studie zur gentherapeutischen
Behandlung der FH. Als Transgene wurden Konstrukte von Kaninchen und
Maus LDL-R-cDNA verwendet. Es wurden zunachst zellbiologische Experimen-
te durchgefluhrt, um die Konstrukte funktional und qualitativ zu Gberprifen.

Die FH ist eine monogenetisch vererbte Fettstoffwechselstérung mit einem
funktionellem und/oder strukturellem Defekt des LDL-Rezeptors. Individuen, die
an der FH erkranken, sind nicht in der Lage, vermehrt anfallendes LDL aus dem
Blut zu entfernen. Die gentherapeutische Behandlung durch das Einbringen
eines funktionalen LDL-Rezeptor-cDNA mittels eines adenoviralem Transfer-
vektors in den betroffen Organismus bildet einen therapeutischen Ansatz.

Bevor zellbiologische Experimente durchgefuhrt werden konnten, ist zunachst
die Transfektionseffizienz der LDL-R-Konstrukte nachgewiesen worden. Durch
Immunfluoreszenz konnte der erfolgreiche Nachweis der Uberexpression in
HuH7-Zellen visualisiert werden (Abb. 8B und 8D). Im folgenden wurde die
quantitative Uberpriifung der Uberexpression durchgeflhrt.

Vor den aufwendigen in vivo Versuchen an LDL-R k/o-Mausen und WHHL-
Kaninchen muflte die physiologische Funktionalitat der Uberexpremierenden
Rezeptoren in vitro nachgewiesen werden. Angewendet wurde hier ein Rezep-
torfunktionsassay, mit dem {ber die Quantifizierung aufgenommenen '#I-
markierten LDL direkt die Rezeptoraffinitat einer ganzen Zellpopulation erfaf3t
werden kann. Der quantitative Nachweis der Uberexpremierenden Rezeptoren
fand wegen ihrer guten Tranfizierbarkeit und ihres hepatischen Ursprunges an
HuH7-Zellen statt. Die Zellen sind mit drei verschiedenen viralen Konstrukten
mit verschiedenen Promotoren (pCMVhLDL-R, pRSV-LDL-R, pHybLDL-R)
transfiziert worden, um die Effizienz der einzelnen Promotoren miteinander ver-
gleichen zu kénnen. Hierbei zeigte der pRSV-LDL-R mit einem relativen Anstieg
der spezifischen Aufnahme radioaktiver LDL-Partikel pro Milligramm Zellprotein
um den Faktor 3,5 im Vergleich zum Kontroll-Promotor (Abb.9) die héchste Effi-
zienz der verwendeten Promotoren. Ebenfalls kommt es in den HuH7-Zellen,
die mit pCMVhLDL-R- und pHybLDL-R-Promotoren transfiziert worden sind zu

einem relativen Anstieg der spezifischen Aufnahme radioaktiver LDL-Partikel.
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Dieser war weniger signifikant, zeigte aber insgesamt, dal® die Transfektion mit
LDL-R-cDNA enthaltenen viralen Vektoren in den HuH7-Zellen zur Bildung phy-
siologischer funktionsfahiger LDL-R fuhrt.

Der LDL-R-Gentransfer korrigiert jedoch nur voribergehend eine Dyslipidamie
(Kozarsky et al., 1996). Es kommt mit dem Einbringen des adenoviralen Trans-
fervektors zu einer mit ihm verbundenen humoralen und zellularen Immunant-
wort. Beim Einbringen des Transfervektors stellt sowohl der adenovirale Trans-
fervektor als auch der der LDL-R k/o-Maus nicht bekannte LDL-R ein Antigen
dar, auf die das spezifische Abwehrsystem mit der Produktion von Antikérpern
reagiert. Bei einem wiederholten Kontakt mit dem adenoviralen Transfervektor
kommt es zu einer prompten Sekundarantwort. Die Folge ist, dal® der Transfer-
vektor mit dem gentherapeutischem Konstrukt nicht mehr seine Zielzelle er-
reicht und somit wirkungslos bleibt. Die Immunantwort begrenzt somit die Dauer
der Transgenexpression.

Der nachste Schritt in dieser Arbeit ist die Testung und der Einsatz von VLDL-R
Konstrukten. Die physiologische Rolle des VLDL-R im normalen Lipoproteinme-
tabolismus ist noch nicht hinreichend geklart. Frykman et al. ,1995, zeigten, dal}
Mause mit einem Defekt des VLDL-R-Gens einen normalen Serumlipidspiegel
aufweisen. Der VLDL-R wird Uberwiegend nicht in der Leber, dem Haupt-
syntheseort der LDL-R, sondern in peripheren Geweben expremiert ( Herz,
Skelettmuskel, Fettgewebe, Niere und Gehirn). LDL-R k/o-M&usen, die 0,2%
cholesterin-haltiger Diat geflttert wurden, zeigten eine signifikante Hypercho-
lesterinamie mit ausgepragten IDL- und LDL-Peaks in der Serumanalyse. Ko-
bayashi et al., 1995, Uberexpremierten in der Leber dieser Mause adenoviral-
vermittelt den VLDL-R. lhre Beobachtungen waren eine erhdhte hepatische Ex-
pression von VLDL-R und eine Umkehr der Hypercholesterinamie in den LDL-R
k/o-Mausen. Diese Uberexpression scheint also zu einer groRen Steigerung der
Fahigkeit dieser Tiere zu fuhren, IDL zu klaren und damit den Vorlaufer der LDL
aus der Blutbahn zu eliminieren. Weiterhin fuhrt der Gentransfer von VLDL-R,
die der Maus bekannt sind, zu einer Umgehung der Immunantwort (Kozarsky et
al., 1996).

Durch Immunfluoreszenz konnte in dieser Arbeit die erfolgreiche qualitative
Uberexpression des VLDL-R in HuH7-Zellen gezeigt werden (Abb. 8A und 8C).
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Die Rezeptoraktivitat der uberexpremierenden Rezeptoren wurde vergleichend
fur VLDL-R und LDL-R durchgefuhrt. HuH7-Zellen wurden mit dem effizienten
pRSV-LDL-R- und einem leberspezifischen pHybVLDL-R-Konstrukt transfiziert
und mit "?°I-LDL inkubiert. Wie in der Literatur beschrieben, ist auf der Lipopro-
teinoberflache des LDL kein ApoE vorhanden. Der VLDL-R erkennt jedoch das
ApoE als seinen Liganden (Beisiegel, 1995). Um eine Kreuzreaktivitat auszu-
schlie®en wurden sowohl HuH7-Zellen mit einem pRSV-LDL-R-Promotor als
auch mit einem pHybVLDL-R-Promotor transfiziert und mit '25|.LDL inkubiert.
Auf Grund der unterschiedlichen Erkennung der Rezeptoren auf ihre Liganden
konnte festgestellt werden, dal} keine Kreuzreaktivitat des VLDL-R gegentber
dem LDL vorliegt. Das zeigt sich in einer zum Kontrollvektor identischen spezifi-
schen Aufnahme und Bindung. Im Vergleich steigt die Aufnahme von '®I-LDL in
pRSV-LDL-R transfizierten HuUH7-Zellen um den Faktor 6,7 (Abb 10a und 10b).
Um die Funktionalitat des transfizierten pHybVLDL-R-Promotors Uberprifen zu
kdnnen, wurde an Stelle des im vorherigen Versuchs verwendeten '?I-LDL das
'25|_markierte Rezeptor-assoziierte-Protein (Rap) verwendet. Dieses hat eine
hohe Spezifitat zur Bindung an den VLDL-R. Die spezifische Aufnahme stieg
um den Faktor 1,9 und die unspezifische Bindung um den Faktor 3,1 im Ver-
gleich zum Kontrollvektor (3-Gal) (Abb.11a und 11b). Somit konnte gezeigt
werden, dal} es sich bei dem verwendeten Promotor um einen funktionsfahigen
Vektor, der bei in vitro Versuchen zu einer Reduktion freien VLDL fUhren wird.
Die diskreten Anstiege der pRSV-LDL-R transfizierten HuUH7-Zellen sowohl bei
der Aufnahme als auch bei der Bindung von '®I-markierten Rap ist auf eine
schwache Erkennung des Rap durch den LDL-R zurtckzufuhren.

Durch die Uberlegung, daR LDL-R defiziente Individuen mit einer Immunreakti-
on auf den Transfer dieser Proteine antworten, mul} versucht werden, die Ent-
stehung von LDL zu unterbinden. Hierfur wurden zunachst Aufnahme- und Bin-
dungsexperimente mit triglyzeridreichen Lipoproteinen, den Chylomikronen
(CM), durchgefuhrt. Als Ligand fungiert das auf der Oberflache der CM befindli-
che ApoE, dal} Gber die VLDL-R und LDL-R erkannt und aufgenommen werden
kann. Durch die Aufnahme der triglyzeridreichen Lipoproteine entstehen dann
kein endogenes LDL.

Die Aufnahme- und Bindungsversuche in HuH7-Zellen mit den vorher auf ihre
Funktionalitadt getesteten pRSVLDL-R- und pHybVLDL-R-Konstrukte zeigten
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jedoch keine Veranderungen (Abb. 12a und 12b). Dieses beruht wahrscheinlich
auf der Tatsache, dal} die Bindungskapazitat der transfizierten Zellen zu gering
ist oder die Expression der Rezeptoren nicht in dem gewunschten Umfang
stattgefunden hat.

Um den Bindungs- und Aufnahmegrad in den den Zellen zu verstarken, sind
den ' I-markierten CM mit ApoE angereichert worden (Abb. 13a und 13b). Der
Zusatz des ApoE fuhrte Uber den VLDL-R zu einem 1,5 fachen und Uber den
LDL-R zu einem 2,3 fachen Anstieg der spezifischen Aufnahme. Auch war bei
der unspezifischen Bindung bei beiden Rezeptoren ein Anstieg zu verzeichnen
(VLDL-R: Faktor 1,9; LDL-R: Faktor 2,2). Die Unterschiede lassen sich durch
die differente Effizienz der Transfektion am besten erklaren. So ist auch schon
in den vorherigen Experimenten zu beobachten, dal® der pRSV-LDL-R wesent-
lich effizientere Transfektionsergebnisse liefert als der pHybVLDL-R. Unter-
schiedliche Affinitaten der beiden Kaninchen-Rezeptoren zu den humanen Li-
poproteinen kdnnen allenfalls ein Grund sein, warum der LDL-R eine bessere

Bindung aufweist.

Nachdem die in vivo-Experimente an HuH7-Zellen die Funktionalitat der tranfi-
zierten LDL-R und VLDL-R aufgezeigt haben, sind die uberexpremierten Re-
zeptorproteine nun mittels SDS-Page und Western-blot nachgewiesen worden.
Zunachst wurden mit Hilfe der Firma Abimed Antikérper gegen humane und
Kaninchen LDL-R hergestellt. Die Prifung der Funktionalitat erfolgte an gesun-
dem, prapariertem Lebergewebe. Der aufgereinigte Antikorper 5193 erkennt
spezifisch den LDL-R in allen untersuchten Geweben (Mensch, Maus, Kanin-
chen, Ratte). Der aufgereinigte Antikorper 5194 ist monoklonal gegen Kanin-
chen LDL-R wirksam (Abb. 6a und 6b). Es gelang somit die Entwicklung funkti-
onfahiger LDL-R Antikorper. Mit dem Wissen um den eingestzten Antikorper
und das dem Rezeptor eigene Migrationverhalten bei gelelektrophoretischen
Analysen (LDL-R-Bande erscheint auf der Hohe von 160 kD) kann davon aus-
gegangen werden, dal} es sich bei den detektierten Banden um das LDL-R-
Protein handelt.

HuH7-Zellen sind mit den oben beschriebenen pHybVLDL-R-, AlbLDL-R-,
pRSVLDL-R- und einem Kontrollvektor transfiziert worden. Die Detektion mit

den Antikérpern ergab eine Bande flr die zu untersuchenden Konstrukte beim
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pHybVLDL-R-, pRSVLDL-R- und dem Kontrollvektor. Der Nachweis des
AlbLDL-R-Konstruktes gelang nicht. Es ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht klar, ob
es an der mangelnden Transfektionseffizienz lag oder der Fehler bei der Ent-
wicklung des Vektors aufgetreten ist. FUr die anderen drei Konstrukte zeigte
sich, dal} sie in vitro funktional sind und ihre Aufgabe, die Aufnahme von Li-
poproteinen erfullen. Vielleicht fehlen der eingestzten Zellinie jedoch auch wich-

tige Faktoren, um diesen speziellen Promotor zu aktivieren.

Im zweiten Teil dieser Arbeit ist die Funktionalitdt von LDL-R Gentransfer in
LDL-R-defizienten Tiermodellen untersucht worden. Alle Experimente mit ade-
noviralen Vektoren in vivo sind an der ,Humboldt Universitat zu Berlin“ durchge-
fuhrt worden. Zunachst wurden die Studien an LDL-R k/o-Mausen durchgeflhrt,
einem der gangigen Tiermodelle in der Gentherapie der FH. Die Tier-
Experimente wurden ohne cholesterin-reiche Diat-Futterung durchgefihrt und
es wurden ihnen vor und 6 Tage nach der Injektion Blut entnommen. Dieses ist
uber eine FPLC-Saule aufgetrennt worden.

Die Abbildungen 14 a-d zeigen die exemplarische Darstellung der Cholesterin-
und Trigyzerid-Profile zweier LDL-R k/o-Mause nach der Infektion mit einem
adenoviralem Kontrollvektor (Transgen: R-Galaktosidase). Es ergaben sich fur
charakteristische Profile mit drei Peaks, die die drei Klassen der Lipoproteine
(VLDL, LDL und HDL) wiedergeben. Die Analyse des Serums nach der Infekti-
on ergab keine Veranderungen im Profil, so dal} die Tiere mit der injezierten 3-
Galaktosidase eine Kontrolle darstellen.

Zwei weiteren LDL-R k/o-Mausen wurde ein humanes LDL-R-Transgen unter
der Kontrolle eines RSV-Promotors injeziert. Die Ergebnisse zeigen in der ers-
ten Maus keine signifikanten Veranderungen des Serum-Lipoproteinprofils (Abb
15a und 15b). Daraus lafdt sich vermuten, daf® in diesem Fall die Injektion nicht
ordnungsgemal’ durchgefihrt wurde.

Anders verhalt es sich bei der zweiten Maus: hier a3t sich ein signifikanter Ab-
fall der Lipoproteinkonzentration im Serum erkennen. Am 6.Tag nach der Injek-
tion ist sowohl im Cholesterin- als im Triglyzerid-Profil eine deutliche Senkung
der Komponenten sichtbar (Abb 15c und 15d). Das Erzielen eines physiologi-
schen Effektes nach dem Gentransfer, in diesem Fall also die deutliche Sen-

kung des Plasmacholesterinspiegels nach dem LDL-R-Transfer, erlaubt keine
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Information Uber die Verteilung der Stoffwechselbelastung innerhalb der Ge-
samtpopulation aller Hepatozyten. Der Transfer einer LDL-R Expressionskas-
sette unter Kontrolle eines starken viralen Promotors wie dem RSV fuhrt, wie
die Versuche belegt haben, zu einer starken Uberexpression von Rezeptorpro-
teinen. Die Folge ist, da® die LDL-R Uberexpremierenden Zellen ein unphysio-
logisch grof3e Menge LDL aufnehmen und metabolisch umsetzen mussen. Der
Nachteil, der sich mit dem adenoviralem Transfervektor ergibt, ist des Fehlen
einer Regulation der Rezeptorsynthese und somit zu einer vermehrten Expres-
son des LDL-R. Die gesteigerte Aufnahme flhrt zu einer intrazellularen Akku-
mulation von LDL und/oder LDL abgeleiteten Komponenten, die nicht suffizient
metabolisiert werden konnen (Heeren et al., 1999). Es kommt zu einer Anhau-
fung von freiem Cholesterol und Cholesterin-Estern, die als Cholesterin-Kristalle
in der Zelle ausfallen und letztendlich zum Tod der Zelle fuhren. Diese Kristalle
sind nicht mehr fir enzymatische Prozesse zuganglich. AulRerdem scheint die
vermehrte LDL Aufnahme, die Verarbeitung Uber den spezifischen Weg zu er-
schopfen. Hinzu kommt die eigentliche Zytotoxizitat, die die Kristalle hervorru-
fen (Brown and Goldstein, 1997). So wurden sie in sogenannten Schaumzellen
gefunden, die in atheriosklerotisch veranderten GefalRendothelien auftreten
(Tangirala et al., 1994). Wie in der Literatur beschrieben zeigen Zellen, die mit
einem irrelevanten Kontrollgen infiziert wurden, keine Kristallbildung (Heeren et
al., 1999).

Bei dem pRSV enthaltenem Promotor ist die Regulation des Transgens ver-
nachlassigt worden. Daher wurde in Zusammenarbeit mit der Humboldt Univer-
sitat zu Berlin ein adenoviraler Vektor unter der Kontrolle eines autologen Pro-
motors konstruiert. Hierbei wird ein Fragment aus dem humanen LDL-R-
Bereich ca. 600 Basenpaare vor das ATG-Startcodon der cDNA gesetzt. Er be-
inhaltet alle Cholesterin-regulierenden Sequenzen und reguliert den intrazellula-
ren Bedarf Cholesterin-abhangig. Somit wird erwartet, dal® bei hoher intrazellu-
larer Cholesterin-Konzentration die Aktivitat des autologen Promotors gering ist
und es dadurch nicht zu einer Uberladung der Zelle mit Cholesterin kommt und
damit eine Kristallbildung verhindert wird. Die physiologische Antwort der Zelle
ware eine Reduktion der LDL-R-Entstehung und der HMG-CoA-Reduktase-
Aktivitat, die Uber das ,sterol-regulated-element® (SRE) im Promotor der Gene

reguliert wird.
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Die im Rahmen der Arbeit vorgenommenen Versuche mit dem autologen Pro-
motor (AP600) zeigten alllerdings nicht den gewunschten Erfolg. Bei den zwei
abgebildeten FPLC-Analysen (Abb 16a bis 16d) war in beiden Profilen, kein
signifikanter Rickgang der Cholesterin- und Triglyzerid-Werte zu verzeichnen.
Die Funktionsfahigkeit des autologen Promotors konnte somit nicht nachgewie-
sen werden. Es stellt sich auch hier die Frage, ob die Injektion ordnungsgemaf
durchgefuhrt wurde, da mittlerweile geklart worden ist, dal} dieses Konstrukt

sterolabhangig den LDL-R expremiert.

Nachdem gezeigt werden konnte, dal sich im Plasma der LDL-R k/o-Mause
eine deutliche Senkung der Cholesterin- und Triglyzerid-Werte am 6.Tag nach
ihrer Infektion mit dem adenoviralen Vektoren mit dem LDL-R als Transgen un-
ter der Kontrolle des pRSV darstellt, wurden die Versuche ausgedehnt. Der
Gentransfer erfolgte auf LDL-R-defiziente Kaninchen (WHHL). Der Vorteil liegt
in der langeren Lebensdauer und dem damit verbundenen grolierem Beobach-
tungszeitraum dieser Tiere. Ebenso haben Kaninchen ein dem Menschen ahn-
liches Lipoproteinprofil und sind somit ein besseres Tiermodell fur die FH. Zu-
nachst wurde das Transgen auf ein Tier Ubertragen (Abb 17a-j). Die Plasmen
dieses Tieres wurde mittels FPLC analysiert. Die massiv erhOhte LDL-Fraktion
(158 mg/dl) war bereits am 3.Tag nach der Injektion signifikant abgefallen (7
mg/dl). Zwischen dem 12. und 14.Tag kommt es zu einem Anstieg der VLDL-
Fraktion, die am 17.Tag ihr Maximum erreicht (240 mg/dl). Auch in der LDL-
Fraktion kommt es zu einem deutlichen Anstieg am 17.Tag nach der Infektion
(110 mg/dl). Die deutliche Erh6hung der VLDL-Fraktion gegenuber dem Aus-
gangswert ist ein Uberraschender Befund. Physiologisch wird das aufgenom-
mene LDL intrazellular zu Cholesterin abgebaut und Uber die Galle ausge-
schieden. Es muld nun geklart werden, ob die Leber durch die gesteigerte
VLDL-Synthese versucht, das Uberschussige Cholesterin abzugeben. Dieses
wurde in weiteren Experimenten bestatigt.

Es wurden dazu drei WHHL-Kaninchen untersucht, denen ebenfalls ein adeno-
viraler Vektor mit dem LDL-R als Transgen unter der Kontrolle eines pRSV-
Promotors injeziert worden ist. Die massiv erhohte LDL-Fraktion ist 4-10 Tage
nach dem Transfer des LDL-Rezeptors fast vollstandig verschwunden (von ca.
350 mg/dl auf 13 mg/dl). Nach 28 Tagen war die LDL erst auf 186 mg/dl ange-
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stiegen. Zu diesem Zeitpunkt war auch in diesem Experiment eine deutliche
Erhohung der VLDL gegenuber inrem Ausgangswert zu beobachten (vor der
Injektion: 22 mg/dl; Tag 28 nach der Injektion: 86 mg/dl). Diese Veranderungen
sind sowohl auf der Cholesterin- als auch auf dem Triglyzerid-Profil erkennbar.
Es ist somit zu klaren, ob die erhdhte Expression des LDL-R in der Leber wirk-
lich zu einer vermehrten Cholesterinabgabe in die Galle fuhrt und letztendlich
somit zu einer Reduktion der Artheriosklerose fuhrt.

Der Effekt des adenoviralen LDL-R Gentransfers ist in seiner Dauer begrenzt.
Nach 4 Wochen sind die Ausgangswerte noch nicht wieder erreicht, steigen
jedoch wieder massiv an. Man kann somit von einer limitierten Wirkung des
Transgenproduktes ausgehen. Eine erneute Injektion des Transgens wird eine
Immunantwort hervorufen, da der LDL-R sowohl LDL-R k/o-Mausen als auch
den WHHL-Kaninchen unbekannt ist. Die weiteren Uberlegungen gehen dahin
den VLDL-Rezeptor als alternatives Transgen zu benutzen. Der VLDL-R, der in
vivo in Muskel und Fettgewebe expremiert wird , ist in der Lage, VLDL als Vor-
stufe der LDL zu binden und die Aufnahme zu vemitteln. Es wurde bereits ge-
zeigt, dald in vivo Transfer von VLDL-R in LDL-R k/o-Mause zu einem effekti-
vem Rulckgang der Hypercholesterinamie in diesen Tieren fuhrt (Kobayashi et
al., 1996; Kozarsky et al.,1996; Chan et al. 2000). Die Uberlegenheit vom
VLDL-R gegenuber dem LDL-R ist die Tatsache, dal® der LDL-R als ein Neo-
Antigen erkannt wird und es dadurch zu einer zellularen und humoralen Im-
munantwort kommt. Der VLDL-R hingegen induziert diese Immunantwort nicht
(Kozarsky et al., 1996). Aus diesem Grund konnte der VLDL-R zu einer guten
Alternative der Gentherapie bei der FH werden. Zu umgehen sind auch die Ent-
zundungsreaktion der Leber und die Immunantwort gegen den Adenovirus
selbst. Hier sind in den letzten Jahren Adenoviren neuerer Generation, bei de-
nen die Viralen Codon-Regionen entfernt wurden und sogenannnte Rezeptor-
Gene (a1-Antitrypsin) entwickelt worden. Diese zeigten bei der in vivo Anwen-
dung in Mausen (Schiedner et al., 1998; Morral et a., 1998) langanhaltene
Transgenexpressionserfolge. Chan et al. fanden heraus, dald mit diesen Trans-
fektionsvektoren eine Korrektur der Hypercholesterinamie fir den Zeitraum ei-
nes Jahres und eine Pravention der aortalen Atheriosklerose maoglich sei. Da

auch bei dem Einsatz der neueren Adenoviren eine Neutralisation durch Anti-
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korper gegeben ist, konnte dieses durch den Einsatz anderer adenoviraler Se-
rotypen umgangen werden (Parks et al., 1999).

Ein weiterer Faktor, der bei der Gentherapie beachtet werden mul, ist das
Spektrum der unerwinschten Wirkungen. Beim Menschen verursacht die Infek-
tion mit einem Adenovirus unspezifische Erkrankungen der oberen Luftwege
und des Gastrointestinaltraktes. Diese Symptome werden bei einem adenovira-
len Gentransfer ebenfalls beobachtet. Weiterhin kommt es hierbei zu einer star-
ken inflammatorischen Reaktion (Cichon et al., 1999). Die Virus-Gabe induziert
ebenfalls eine starke, aber transiente Erythroblastose. Die dritte zu beobach-
tende Nebenwirkung ist eine normochrome Anamie mit einem Hamoglobinabfall
unter 40%, der jedoch auch vollstandig remissiert. Von der Hohe der viralen
Dosis ist eine daraus abzuleitende Thrombozytopenie beobachtet worden. Es
bestehen aber keine Unterschiede, ob es sich bei dem Transfer um eine lokale,
uber die Portalvene oder systemische Infektion handelt. Auch eine Infektion mit
viralen Vektoren uber die Portalvene schutz nicht vor der systemischen
Ausbreitung und ihren Effekten (Torres et al., 1996). Um jedoch eine quantitativ
wirksame zu erreichen, muf eine hohe Dosis an viralen Partikeln den Proban-
den injeziert werden. Daher sollte die klinische Anwendung nur unter dem
strengen Monitoring hamatologischer und rheologischer Parameter erfolgen.
Die Gefahren, die die Gentherapie auch fir den Menschen darstellt, zeigten
sich an dem Beispiel des 18 Jahre alten Jesse Gelsinger. Im Rahmen einer
gentherapeutischen Behandlung eines Gendefektes (Defekt der Ornithintrans-
carbemylase) wurde ihm ein adenovirales Transfergen injeziert. Es kam zu
schwerwiegenden Komplikationen, die Uber akutem Leberversagen, in einem
Multiorganversagen und schlieRlich dem Tod des Patienten endeten.

In Betracht auf die FH mussen klinische Studien zeigen, in welchem Umfang
die in WHHL-Kaninchen gewonnenen Daten auf den Menschen ubertragen
werden kdonnen. Zu vertreten ware der Einsatz der Gentherapie vor allem bei
homozygoten FH-Patienten mit schlechter Prognose, da in diesen Fallen neben
der Lebertransplantation die Plasmaapharese die einzig bisher wirksame Me-
thode zur Senkung der LDL-Konzentration ist. Im Vordergrund sollte auch die
Verbesserung der Vektortypen stehen, um eine verantwortungsvolle Anwen-
dung der Gentherapie zu gewahrleisten. Hierzu mufte dann ein nicht-toxischer

leberspezifischer Vektor gefunden werden.
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Zusammenfassung

Die Familiare Hypercholesterinamie ist als monogene Erkrankung ein sehr
gutes Modell der Entwicklung leberspezifischer Gentherapie, fur die von vielen
Arbeitsgruppen adenovirale Vektorsysteme favorisiert werden. In meiner Arbeit
wurde zunachst in vitro die Funktion des adenoviral unter verschiedenen
Promotoren exprimierten LDLR bzw. des VLDLR analysiert sowie die Effekte
des Gentransfers in Tiermodellen untersucht.

Bei bisherigen gentherapeutischen Ansatzen wurde die Regulation des
Transgens  weitestgehend  vernachlassigt, was gerade bei der
unphysiologischen Uberexpression des LDL-Rezeptors zu einer negativen
Selektion fuhren kann. Aus diesem Grunde wurde von Dr. Frank Schnieders
(IMBM, Hamburg) ein adenoviraler Vektor konstruiert, der unter der Kontrolle
des endogenen Promoters steht. In den von mir durchgeflihrten Experimenten
wurde die Tauglichkeit dieses Vektors fur den LDLR Gentransfer in vitro
untersucht. Die Expression des LDLR wurde mit etablierten Adenoviren
verglichen, die das Transgen durch den starken viralen RSV Promoter
regulieren. Die Ergebnisse zeigten deutlich, dass die Zugabe von Sterolen
ausschlieBlich die Expression des LDL-Rezeptors unter der Kontrolle des
endogenen Promoters inhibiert und nicht die des RSV regulierten Transgens.
Die Funktionalitat wurde auflerdem in Aufnahmeexperimenten mit radioaktiv
und Fluoreszenz markierter LDL nachgewiesen. Der VLDLR, der normalerweise
in Muskel und Fettgewebe exprimiert wird, ist in der Lage, VLDL als Vorstufe
der LDL zu binden und die Aufnahme zu vermitteln. Dieser Ansatz ist geeignet,
bei vollig fehlendem LDLR Protein oder grol’en Deletionen eine magliche
Immunreaktion gegen das Transgen in vivo zu vermeiden. Es wurde daher das
Kaninchen VLDLR-Gen als Transgen in einen adenoviralen Vektor eingesetzt
(von Dr. Gunther Cichon, MDC Berlin) und Bindungs- und Aufnahmestudien im
Vergleich zum LDLR an Zellen durchgefiihrt. Es konnte eine hohe Expression
des VLDLR erreicht werden, ohne jedoch die LDL-Aufnahme zu erhéhen. Die
Funktionalitat des VLDLR wurde nachgewiesen, da RAP und Chylomikronen
Remnants in infizierte Zellen vermehrt aufgenommen wurden.

In Tierexperimenten wurde die hepatische Expression und Funktionalitat der

adenoviralen Vektoren Uberprift. Zu diesem Zweck wurden adenovirale
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5.Zusammenfassung

Vektoren mit dem LDLR als Transgen unter der Kontrolle des RSV und des
endogenen Promotor in Mause verglichen. In diesen Tieren konnte die
Rezeptorexpression mittels Westernblot in den Lebern nachgewiesen werden,
wobei keine ausreichenden Mengen zu einer signifikanten Senkung der LDL
exprimiert wurden. In WHHL-Kaninchen wurde ebenfalls die Funktionalitat der
adenoviralen Vektoren analysiert. Die massiv erhohte LDL-Konzentration war 7-
10 Tage nach dem Gentransfer des LDLR vollstandig verschwunden, wobei 24
Tage nach Gentransfer die LDL-Konzentration wieder auf den Ausgangswert
angestiegen war. Allerdings war zu diesem Zeitpunkt eine 4-5fache Erhéhung
der VLDL gegenliber dem Ausgangswert zu beobachten, was auf eine
gesteigerte VLDL-Synthese hindeutete. Unabhangig von der Optimierung des
Vektors ist die im Kaninchenmodell beobachtete erhohte VLDL Synthese ein
weiteres Problem, das geklart werden muss, bevor an eine Gentherapie am
Patienten gedacht werden kann. Ob der VLDLR mit seiner deutlich vom LDLR
unterschiedlichen Ligandenspezifitat ein gutes alternatives Transgen in der
Gentherapie der Familiaren Hypercholesterindmie sein wird, muss auch erst in

weiteren tierexperimentellen Versuchen geklart werden.
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