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Mauslinienabkiirzungen

Tabelle 0.1: ,,A5ko*“-Mauslinie

Bezeichnung Genotyp

A5 +/+ bezeichnet eine Wildtypmaus bzgl. des A5-Genlokus
A5 +/- heterozygote Defizienz auf dem A5-Genlokus
A5 -/- homozygote A5-Defizienz

Tabelle 0.2: ,,C3ko*“-Mauslinie

Bezeichnung Genotyp

C3 +/+ bezeichnet eine Wildtypmaus bzgl. des C3-Genlokus
C3 +/- heterozygote Defizienz auf dem C3-Genlokus
C3-/- homozygote C3-Defizienz

Tabelle 0.3: ,, A5ko-C3ko‘“-Mauslinie

Bezeichnung Genotyp

A5 +/4 C3 +/+ bezeichnet eine Wildtypmaus bzgl. des C3- und des Ab5-
Genlokus
A5-/- C3 -/- homozygote C3- und A5-Defizienz



Arbeitshypothese

Micellen und VLDL sind géingige Substrate fiir die in-vitro Analyse der Hydrolyse von
Fetten. Unter Modulation der Apolipoproteine A5 und C3 sind Micellen und VLDL
in qualitativer und quantitativer Hinsicht unterschiedlich im in-vitro-Hydrolyseversuch

durch Lipoproteinlipase.



1 Einleitung

1.1 Bedeutung des Lipidstoffwechsels fiir den

menschlichen Korper

Im menschlichen Koérper nimmt der Lipidstoffwechsel eine zentrale Stellung ein. Lipide
sind als energiedichtestes der vom Menschen verwerteten Nahrungsbestandteile und als
Speichersubstrat von wichtiger Bedeutung fiir den zelluldren Energiehaushalt, als auch
unverzichtbar fiir anabole Stoffwechselprozesse und essentiell fiir die Hormonsynthese.

Pathophysiologisch stehen Entgleisungen des Fettstoffwechsel im Zusammenhang mit
der Entstehung von Arteriosklerose und den hiermit assoziierten Krankheiten der ko-
ronaren Herzkrankheit, zerebraler Perfusionsstérungen und der peripheren arteriellen
VerschluBlkrankheit. Die Folgekrankheiten der Arteriosklerose stellen in den Industrie-
nationen die h#ufigste Todesursache dar, in Deutschland im Jahr 2010 beispielsweise
die drei haufigsten: Chronisch ischdmische Herzkrankheit, Akuter Myokardinfarkt und
Herzinsuffizienz (Statistisches Bundesamt Wiesbaden, 2010).

Die Arteriosklerose ist eine entziindliche, ubiquitdr vorkommende Erkrankung des
Endothels. Durch Dysfunktionen der Endothelmembran entstehen zunéchst Verdickun-
gen der Intimaschicht (Sklerosen), gefolgt von Lipideinlagerungen, Makrophageneinwan-
derung und Hypertrophie der glatten Muskulatur. Wéhrend die Pathogenese der Ar-
teriosklerose bereits detailliert beobachtet und beschrieben wurde existiert noch keine
zufriedenstellende Erklirung der Atiologie.

Im h&ufigsten Fall sind die unter der Arteriosklerose beobachteten Stérungen des
Fettmetabolismus Folge eines metabolischen Syndroms. Selten jedoch kénnen primére
Storungen eine Arteriosklerose verursachen, ohne die iiblichen Begleiterkrankungen und
-syndrome des metabolischen Syndroms zu zeigen. Der Ubergang zwischen metaboli-
schen Syndrom begiinstigenden und Arteriosklerose auslosenden Faktoren ist dabei flie-
Bend. Bei beiden Krankheiten konnten Diabetes mellitus, Hypertonie, Nikotinabusus und
Fettstoffwechselstorungen als mafigebliche Risikofaktoren identifiziert werden (Grundy
et al., 1998). Stérungen des Fettstoffwechsels selbst konnen exogene Ursachen (Uber-,
Fehl- oder Mangelerndhrung, regelmissiger Alkoholkonsum, Medikamenteneinnahme)
als auch endogene Ursachen haben.

Die endogenen Storungen des Fettstoffwechsels sind meist Folge molekulargenetischer



Funktionsstorungen im Bereich der Apolipoproteine, Enzyme, Rezeptoren und der Tri-
gerproteine. In der Human Gene Mutations Database waren im 4. Quartal 2011 insge-
samt 134 Mutationen der LPL mit klinischen Syndromen assoziiert, davon die meisten
(91) unspezifisch mit der LPL-Defizienz, und immerhin 19 direkt mit der Hypertriglyze-
riddmie Typ I (Human Gene Mutations Database, 2011). Die Aufgabe der LPL ist die
Abspaltung von Fettsduren aus Triacylglycerolen (TG) durch Hydrolyse. Sie ist an die
Proteoglykane der Zellmembran gebunden und das geschwindigkeitsbestimmende Ele-
ment bei der Triglyzeridspaltung aus Chylomikronen und Lipoproteinen sehr geringer
Dichte (Olivecrona and Olivecrona, 1995). Daher spielt sie im Fettstoffwechsel eine zen-
trale Rolle. Durch ihre Funktion senkt sie den Plasmaspiegel der TG und stellt freie
Fettsiuren (FFA) fiir den zelluldren Stoffwechsel parat, die durch spezifische Fettsiure-
Transporter in Muskel- und Fettgewebe aufgenommen werden (Goldberg et al., 2009).
In klinischen Studien konnten einzelne Mutationen mit der koronaren Herzkrankheit,
der familidren kombinierten Hypercholesterindmie und der Chylomikronédmie eindeutig
assoziiert werden (Johansen and Hegele, 2011; Breier et al., 1985).

Mutationen kénnen ebenso in Apolipoproteinen auftreten und durch die fehlerhafte
Interaktion mit fettspaltenden Enzymen wie der bereits erwahnten LPL zu Fettstoff-
wechselstérungen fithren. So wurden am Menschen signifikante Anderungen der TG-Plas-
makonzentrationen bei Mutationen der Apolipoproteine A5 (ApoA5) und C3 (ApoC3)
beschrieben (Kluger et al., 2008; Henneman et al., 2008). Zahlreiche klinische Studien zei-
gen auflerdem ein erhohtes Risiko fiir Schlaganfille, koronare Herzkrankheit und weitere
Auspriagungen des metabolischen Syndroms in Patienten mit Mutationen im ApoAb5-
oder ApoC3-Gen (Johansen and Hegele, 2011; Jaromi et al., 2010; Caterina et al., 2010;
Maasz et al., 2008). Diese Verkniipfung erscheint logisch, da erhohte Plasma-TG-Spiegel

als Risikofaktor bei der Entstehung der Arteriosklerose identifiziert wurden.

Tabelle 1.1: Klassen der Lipoproteine und deren Kenndaten

Klasse Chylo- VLDL IDL LDL HDL
mikronen

Dichte (-Zz) < 0,95 0,95 - 1,006 1,006 - 1,019 1,019 - 1,063 1,063 - 1,210

Grofle (nm) < 1000 50 30 21 8-12

Proteinanteil (%) 1,5-25 5-10 15- 20 20 - 25 20 - 35

Phospholipidanteil (%) 7 -9 15 - 20 22 15 - 20 20 - 35

TG-Anteil (%) 84 - 89 50 - 65 22 7-10 3-5

freies CHOL (%) 1-3 5-10 8 7-10 3-4

CHOL-Ester (%) 3-5 10 - 15 30 35 - 40 12

Apolipoproteine Al, A2, A5, B100, B100, C3, E  B100 Al, A2, A5,
B48, C1, C1, C2, C3, C1, C2, C3,
C2,C3, E E D, E

HDL = High Density Lipoprotein, VLDL = Very Low Density Lipoprotein, LDL = Low Density Lipoprotein,
IDL = Intermediate Density Lipoprotein



Apolipoprotein A5 wird als potentestes Modulationsprotein der Hydrolysegeschwin-
digkeit angesehen, wobei dies in vivo an der Abnahme von Plasma-TG-Konzentrationen
festgemacht wurde. Demgegeniiber ist Apolipoprotein C3 ein potenter Antagonist mit
nachgewiesener Hemmung der Hydrolyseaktivitéit der LPL. Beide Apolipoproteine schei-
nen ihre Wirkung unabhéngig voneinander zu entfalten und beeinflussen sich nicht ge-
genseitig (Baroukh et al., 2004).

1.2 Lipoproteine

Lipide sind aufgrund ihrer hydrophoben Eigenschaften nur schlecht im Blutplasma 16slich.
Wihrend freie Fettsduren im Blutplasma an Albumin gebunden sind, werden komplexere
Fette in wéssriger Umgebung mithilfe von Proteinen transportiert, die die Fette netz-
artig umgeben. Dadurch versehen sie den Lipidkern mit einer amphiphilen Hiillschicht.
Die hydrophile Auflenseite dieser Schicht verleiht dem Lipoprotein seine Loslichkeit in
wissrigen Medien. Zudem ordnen sich im Lipidkern die unpolaren Gruppen (vor allem
TG und Cholesterol-Ester) im Zentrum und die amphiphileren Substanzen (Phospholi-

pide und Cholesterol) im Hiillbereich an, was die Loslichkeit positiv beeinflusst.

Tabelle 1.2: Apolipoproteine und ihre Funktionen

Apolipo- Lipoproteinklasse Funktion

protein
Al HDL Aktivator der LCAT, Ligand des ApoAl-Rezeptors
A2 HDL Strukturbildner
A4 HDL Triglyzeridstoffwechsel, LCAT-Aktivator
A5 HDL, VLDL Triglyzeridsenkung durch Aktivierung der LPL
B 48 Chylomikronen Strukturkomponente, Interaktion mit LDL- und
LRP-Rezeptor
B 100 VLDL, IDL, LDL Strukturprotein von VLDL, IDL und LDL; Interaktion
mit LDL-Rezeptor
C1 HDL, VLDL Hemmung der hepatischen Aufnahme von remnants
C2 HDL, VLDL, IDL Cofaktur zur Aktivierung der LPL
C3 HDL, IDL, VLDL, Inhibitor von LPL und HL, evtl. Hemmung der
Chylomikronen hepatischen Aufnahme von Chylomikronen und
VLDL-remnants
D HDL Aktivator der LCAT, Strukturprotein
E Chylomikronen, Ligand bei der Bindung an den LDL- und den
Chylomikronenrem- LRP-Rezeptor, moglicherweise auch an einen eigenen
nants, HDL, VLDL, HL-Rezeptor; 3 Formen

IDL

In der Fachliteratur hat sich fiir diese Aggregate die Bezeichnung Lipoproteine durch-
gesetzt. Die durch Nebenvalenzen an die Lipide gebundenen Proteine bezeichnet man als
Apolipoproteine. Lipoproteine werden entsprechend ihres Flottierens in der Ultrazentri-

fugation bei spezifischen Basismedien in 5 Dichteklassen eingeteilt (Havel et al., 1955).



Eine Ubersicht iiber die Lipoproteinklassen und deren physikalische Eigenschaften liefert
Tabelle 1.1 auf Seite 4.

Neben ihrer Struktureigenschaft regulieren Apolipoproteine aufferdem den eigentli-
chen Fettstoffwechsel, indem sie sowohl die Aufnahme der Lipoprotein-Partikel durch
spezifische Rezeptoren vermitteln als auch die Funktion der beteiligten Enzyme regulie-
ren. Eine Ubersicht iiber die bislang beschriebenen Apolipoproteine und ihre Funktion
gibt Tabelle 1.2 auf Seite 5.

1.3 Lipoproteinstoffwechsel

Nach der Nahrungsaufnahme von Fetten werden diese im Lumen des Darms durch die
Pankreaslipase enzymatisch in freie Fettsduren und Monoacylglycerole aufgespalten, wel-
che dann von den Enterozyten resorbiert werden. In denselben Zellen erfolgt dann die
Resynthese von Triglyceriden und anderen Lipiden. Diese werden mit einer Hiillschicht
aus Phospholipiden und Apo-B48 sowie weiteren Proteinen versehen und ergeben so
die Chylomikronen. Nach der Exozytose in Lymphbahnen und deren Weiterleitung iiber
den ductus thoracicus bis in die vena cava superior verteilen sich die Partikel im grofien
Kreislauf.

Im Blutplasma erfahren die Lipoproteine und Chylomikronen untereinander einen ste-
tigen nichtenzymatischen Austausch von Apoliporoteinen. So aktiviert das unter ande-
rem von HDL auf die Chylomikronen iibertragene Apo-C2 das Enzym LPL, welches die
Fette aus den Chylomikronen erneut hydrolysiert. Die nun freigewordenen Fettsiuren
werden entweder von Muskel- oder Fettgewebe aufgenommen oder iiber das Plasma-
Albumin zur Leber transportiert. Im Verlauf ihrer Verkleinerung nehmen die Chylo-
mikronen Apo-E sowie die endothelstindige LPL auf und geben Apo-Al, Apo-A4 und
Apo-C1 bis 3 an die HDL ab. Es entstehen Chylomikronreste, sogenannte remnants, die
in der Leber Apo-E-vermittelt iiber LDL-Rezeptoren und LDL-verwandte Rezeptoren
(LRP) per Endozytose aufgenommen werden (Beisiegel and Heeren, 1997). Nach dem
lysosomalen Abbau kumulieren in den Hepatozyten freie Fettsduren und Cholesterol-
Ester, die als Bausteine fiir die weitere Lipoproteinsynthese verwandt werden, ebenso
wie Apo-E und LPL, welche in anderen Partikeln resezerniert werden konnen (Heeren
et al., 2003). Das oben genannte HDL nimmt nach Synthetisierung in der Leber und
Abgabe in die Blutbahn Cholesterin auf verschiedenen Wegen auf. Im Austausch mit
den anderen Lipoproteinklassen gibt es im Gegenzug Triglyceride ab. Cholesterin wird
wiederum auf die LDL-Klasse iibertragen, welche in der Leber oder auch peripher auf-
genommen wird. Zusammenfassend dient dieser Metabolismus dem Transfer von mit
der Nahrung aufgenommenen freien Fettsiuren an das Fett- und Muskelgewebe und der

Verteilung von Cholesterin im gesamten Korper zur weiteren Verwertung.
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Abbildung 1.1: Auszugsweise und schematische Darstellung des Lipidstoffwechsels;
Abkiirzungen: CHOL = Cholesterin; TG = Triglyzeride; LPL = Lipo-
proteinlipase; HL. = Hepatische Lipase; LDLR = LDL-Rezeptor; VLDL,
IDL, LDL und HDL siehe Tabelle 1.1



1.4 Micellen und deren physikalische Eigenschaften

Micellen sind ein physikalisches Modell zur Beschreibung vom Verhalten von amphiphilen
Substanzen in Dispersionsmedien . Bestandteile von Micellen sind amphiphile Substan-
zen, die also ein hydrophiles und ein lipophiles Ende ausweisen. In Dispersionsmedien,
wie beispielsweise Wasser, lagern sich diese Molekiile selbstaggregierend zusammen. Da-
bei kehren sich die hydrophilen Enden der Fettséuren nach aufien, wihrend die lipophilen
Enden zum Zentrum der Micelle hin gerichtet sind (siehe Abbildung 1.2).

\ hydrophiler Pol

hydrophober /

/lipophiler Pol

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung einer Micelle (oben) und eines Liposoms (un-
ten) in wéssrigem Medium mit Detaildarstellung eines amphiphilen Mo-
lekiils

LAls Dispersion bezeichnet man ein Medium, welches aus mindestens zwei nicht mischbaren oder nicht
ineinander léslichen Substanzen besteht. Hiufiges Beispiel ist die Kombination aus Ol und Wasser.
Die Substanzen sind durch physikalische Methoden mischbar (Emulsion), lassen sich aber spontan
(Sedimentation) oder unter duflerem EinfluB (Zentrifugation, Filtration etc.) wieder trennen.



Voraussetzung dafiir ist, dafl eine bestimmte Konzentration der amphiphilen Sub-
stanz im Losungsmedium iiberschritten ist, die , kritische Micellenkonzentration®, wel-
che abhingig vom Loésungsmedium und der Lipidzusammensetzung ist. Auf der Micel-
lenoberfliche entsteht eine Oberflichenspannung, welche sich gleichméfig verteilt. Die
relative Oberflichenspannung der kugelférmigen Micelle wird umso geringer, je grofer
deren Durchmesser ist. Dies ist darin begriindet, dass das mathematische Verhéltnis
von Oberfliche zu Volumen bei groflerem Durchmesser kleiner wird, und somit auch
das Energie/Volumen-Verhiltnis. Da physikalische Kérper stets Zustédnde niedriger po-
tentieller Energie anstreben, nehmen Micellen eine Kugelform mit moglichst grofiem
Durchmesser an. Daraus folgt, dal zur Verkleinerung von Micellen (also VergoBerung
der Gesamtoberfliche) von aulen Energie zugefithrt werden muf}, was entweder durch
Schiitteln oder kontrolliert durch Ultraschallwellen erfolgen kann. Dadurch erzeugt man
aus der zweiphasigen Dispersion eine Emulsion. Lafit man dagegen eine Micellenlosung
lange Zeit in einem Schwerkraftfeld konstant ausgerichtet stehen, so aggregieren die Mi-
cellen zu immer gréfleren Einheiten und letztendlich bis zu einer eigenen 6ligen Phase

zuriick (,,Sedimentation®).

1.4.1 Liposomen

Liposomen sind charakterisiert durch eine Doppelmembran amphiphiler Molekiile, im
Gegensatz zur Einfachmembran der Micellen. Die Fahigkeit eine Doppelmembran zu
bilden setzt voraus, dafl die molekularen Kréfte innerhalb der Lipidphase ausreichend
sind um das Liposom zu stabilisieren. Die nétige Oberflichenspannung wird dabei meis-
tens durch Phospholipide gewihrleistet. Liposomen sind also stabile Aggregate, die ohne
Energiezufuhr nicht zu einer eigenen Phase reaggregieren. Sie kénnen auch aus mehreren
konzentrischen Doppelmembranen bestehen, von denen nur die duflerste Kontakt zum
Losungsmedium hat. Insbesondere im angloamerikanischen Raum werden Liposomen
auch ,,Bicellen“ (,,bicells“) genannt, in Anlehnung an die bilaminére Struktur. Klinisch
angewandt werden Liposomen als Trager fiir Medikamente, deren Wirkungsort intrazel-
lulér liegt. Durch Verschmelzung mit einer Zellmembran wird der enthaltene Wirkstoff
nach intrazellulér geschleust. Genutzt wird dies im Rahmen des ,, Targeted Drug Delive-
ry“. Im Jahr 2008 waren in den USA 11 Medikamente zugelassen, die den liposomalen
Transportweg nutzen (Zhang et al., 2008), vornehmlich in der Infektiologie und Onko-
logie. Die zusétzliche Maskierung mit Apolipoproteinen begiinstigt bzw. ermdoglicht es
zudem, das Liposom per Endozytose nach intrazelluldr zu schleusen (Kopecka et al.,
2011).



1.4.2 Micellen als LPL-Substrat

Micellen werden in vitro als alternatives Substrat der LPL eingesetzt. Ihre Vorteile lie-
gen in der einfacheren Herstellung im Vergleich zu VLDL oder Chylomikronen, welche
zunéchst aus Blutplasma bzw. Lymphfliissigkeit gewonnen werden miissen. Dieser Pro-
zess ist ungleich material- und zeitaufwéndiger und auflerdem quantitativ limitiert, da
fiir einen einzelnen VLDL-Genotyp viel Plasma, und somit im Fall des murinen Modells
zahlreiche Einzelblutproben vorliegen miissen. Durch den in Abschnitt 2.6 dargestellten
Herstellungsprozess werden beide physikalischen Aggregate - Liposomen und Micellen -
in unbekanntem Verhéltnis erzeugt. Micellen besitzen hiernach einen Durchmesser von 4
bis 100 nm und Liposomen einen Durchmesser von 20 bis 100 nm. Insofern sind Liposo-
men grofendhnlicher zu den TG-haltigeren VLDL- und IDL-Partikeln, wihrend Micel-
len eher LDL- und HDL-Partikeln #hneln (siehe Tabelle 1.2). Erst die Trennung in der
Ultrazentrifugation, in Anlehnung an das Vorgehen zur Auftrennung der Lipoprotein-
fraktionen (Havel et al., 1955), isoliert die fiir einen Vergleich zur VLDL heranziehbare
Groflenklasse der Micellen. Die zum Losungsmedium zeigende Membranschicht sollte
daher die Eigenschaften bestimmen, welche das Verhalten in der Hydrolyse durch die
LPL ausmachen. Der Einfachheit halber wird im Folgenden von ,, Micellen* gesprochen,
wenn von der soeben beschriebenen Micellen-Liposomen-Losung die Rede ist, auch wenn
dies wor der Durchfithrung der Ultrazentrifugation streng genommen physikalisch nicht
korrekt ist.

Um das Verhalten von kiinstlichen Lipidpartikeln wihrend der Lipolyse moglichst na-
he an der Realitét zu halten, miissen diesen Apolipoproteine iibertragen werden (Rensen
et al., 1997a,b). Die Isolierung bzw. Herstellung und Ubertragung dieser Apolipoproteine
auf die Micellen ist bei der Aufwéndigkeitsbetrachtung mit einzubeziehen. Ob die nicht
natiirliche Zusammensetzung durch fehlende Proteine oder Stoffe in oder auf der Mem-
bran der Micellen eine signifikante Anderung des Verhaltens in der Hydrolyse bedeutet,

soll Thema dieser Dissertation sein.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Gerit

Hersteller

Autoklav LVSA 50/70

Feinwaage LA620P

Gelelektrophoresekammer

Netzgerat Powersupply Power Ease 500

UV-Videokammer fiir Agarosegele

Spritze (Hamilton)

Heizblock Thermoshaker T'S1

Kiihlzentrifuge Heraeus Biofuge fresco

Mikrotiterplatten-Lesegerat MRX-2

Software Dynex Revelation Version 4.21

Software SPSS Statistics 17.0.0

Mikrotiterplatten-Lesegerdt Anthos
Multiread 400

Excel-Tabellenkalkulationssoftware

PCR-Thermozykler TP 48

Riittler Certomat TC2

Schiittelinkubator TH15/KS15

Ultrazentrifuge Model L7-55

Rotor SW 40 (swing out)

Rotor 42 Ti (solid)

Pipetten

Zirbus Technology, Bad Grund
Sartorius, Gottingen

Bio-Rad Miinchen

Invitrogen, Frankfurt a.M.

Itas, Stuttgart

Carl Roth, Karlsruhe

Biometra, Gottingen

Kendro, Hanau

Dynex Technologie, Frankfurt a.M.
Dynex Technologie, Frankfurt a.M.
IBM Corporation, Somers (NY), USA
Biochrom 1td., Cambridge, UK

Microsoft Corp., Redmond (WA), USA
Biometra, Gottingen

B.Braun Biotech, Melsungen

Johanna Otto GmbH, Hechingen
Beckman and Coulter, Miinchen
Beckman and Coulter, Miinchen
Beckman and Coulter, Miinchen

Eppendorf, Hamburg
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2.1.2 Chemikalien

Chemikalie Hersteller
Agarose Invitrogen Frankfurt a.M.
Glyzerol Sigma, Deisenhofen
Ethanol Sigma, Deisenhofen
Glycin Sigma, Deisenhofen
Ethidiumbromid Sigma, Deisenhofen
Heparan Sulfat Proteoglykan, bovin Sigma, Deisenhofen
(HSPG)

Chloroform Sigma, Deisenhofen
Methanol Sigma, Deisenhofen
Natrumchlorid Sigma, Deisenhofen
Kaliumchlorid Sigma, Deisenhofen

Kaliumhydrogenphosphat
Natriumhydrogenphosphat

NEFA C-Kit fiir freie Fettsduren

Phenol

Precipath Standardlosung fiir Lipidassays
(CHOL und TG)

Cholesterin (CHOL)-Reaktionslosung
Triglyzeride (TG)-Reaktionslosung
Ethylendiamintetraessigsiure (EDTA)
Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan (TRIS)
Triton X-100

J’s buffer

2.1.3 Enzyme und Proteine

Enzym /Protein

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Wako Chemicals, Neuss
Invitrogen, Frankfurt a.M.
Roche-Hitachi, Mannheim

Roche-Hitachi, Mannheim
Roche-Hitachi, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Carlsbad, USA

Hersteller

Proteinase K
Taq DNA Polymerase (5 U/ul)

Bovines Serumalbumin (BSA)

Roche, Mannheim
Invitrogen Carlsbad, USA
Merck
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2.1.4 Lipide und Fette zur Micellenherstellung

Substanz

Hersteller

Triolein

Egg Yolk Phosphatidylcholine
Lysophosphatidylcholine
Cholesterin Oleat

Cholesterin

2.1.5 Oligonukleotide und PCR-Zubehér

Oligonukleotide

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Hersteller

Desoxyadenosintrisphosphat (dATP)
Desoxycytidintrisphosphat (dCTP)
Desoxyguanosintrisphosphat (dGTP)
Desoxythymidintrisphosphat (dTTP)
100bp-PCR-Marker (1 pg/ul)
Primer A5Neo/1FW

Primer A5Neo/2BW

Primer HygroF'W

Primer HygroBW

Primer mA5WT/1FW

Primer mA5WT/2BW

2.1.6 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Roche, Mannheim

Invitrogen, Carlsbad, USA
MWG Biotech, Ebersberg

Hersteller

Falcon Tubes 15 ml, 25 ml und 50 ml
Hamatokritkapillaren

Mikrotiterplatten

Mikrotiterplatten Maxi Sorp
PCR-Stripes (Strip 8 x 2 ml und Cap)
Phenolfeste Rohrchen

Pipettenspitzen 10 ul, 200 pl und 1000 pl
Reaktionsgeféfl Safe Loc 0,5 / 1,5 / 2 ml

Ultrazentrifugations-Réhrchen

Becton Dickinson Labware, Heidelberg
Hirschmann, Eberstadt

Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

Simport, Canada

Nunc, Wiesbaden

Sarstedt

Eppendorf AG, Hamburg

Beckmann & Coulter, Miinchen
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2.1.7 Puffer und weitere Standardl6sungen

Phospate Buffered Saline
8 g NaCl + 0,2 g KCl + 1,44 g NagHPO4 + 0,24 g KHoPOy4 in 1 1 Wasser.

Tris-EDTA-Puffer
10 mM Tris-HCI pH 7,6 und 1 mM EDTA pH 8,0 in 50 ml Wasser.

Lysispuffer fiir Schwanzspitzenverdau
Fiir 1000 ml Lysis-Puffer in zweifacher Konzentration wurden 480 g Harnstoff in 200 ml
erhitztem Wasser vollstédndig geldst. Dieser Losung wurden 200 ml 1 M Tris-HCI (pH
8,0), 80 ml 5 M NaCl, 40 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) und 33 ml 30-prozentigen Sarko-
syls zugefiigt und ad 1000 ml mit Wasser aufgefiillt. Nach der Verdiinnung auf einfache
Konzentration ergeben sich folgende Konzentrationen in der Pufferlésung: Harnstoff 1 M
Tris-HC1 0,025 M NaCl 0,05 M EDTA 2,5 mM und Sarkosyl 0,25 %.

Bromphenolblau-PCR-Ladepuffer fiir Gelelektrophorese
500 ul von 10%-igem Bromphenolblau werden in 6 ml Glycerol pipettiert und mit Was-
ser ad 20 ml aufgefiillt.

Puffer fur die LPL-Extraktion

Puffer 1 fiir LPL-Extraktion
0,4 M NaCl in 10 mM Tris pH 7,4

Puffer 2 fiir LPL-Extraktion
0,75 M NaCl in 10 mM Tris pH 7,4

Puffer 3 fiir LPL-Extraktion und -elution
1,5 M NaCl in 10 mM Tris pH 7,4

Puffer fiir den HSPG-Hydrolyse-Assay

0,1 M Trispuffer pH 8,5
12,114 g Tris-Base werden ad 1000 ml Wasser aufgefiillt und vollstdndig gelost. Unter
pH-metrischer Kontrolle und kontinuierlichem Riithren wird mit NaOH oder HCI der
pH-Wert auf 8,5 titriert.

14



0,1 M Tris-20%-Glyzerol-Puffer pH 8,5
100 ml Glyzerol werden in 400 ml des oben genannten 0,1 M Trispuffers (pH 8,5) gelost.
Unter pH-metrischer Kontrolle und kontinuierlichem Riihren wird erneut mit NaOH oder
HCI der pH-Wert auf 8,5 titriert.

0,1 M Tris-1%-BSA-Puffer pH 8,5
1 g FFA-free BSA werden in 100 ml des oben genannten 0,1 M Trispuffers pH 8,5

vollsténdig aufgelost.

2.2 Methodik

2.2.1 Sterilisation

Geridte und Substanten, welche der Hitze des Autoklaven standhalten, wurden fiir 30
Minuten bei 121°C und 2 Bar Umgebungsdruck dampfsterilisiert. Substanzen, fiir die
dieses Verfahren nicht in Frage kam, wurden durch einen 0, 2 pum-Filter gereinigt. Wasser
wurde zunéchst doppelt destilliert und ebenfalls im Autoklaven sterilisiert. Wenn in
dieser Arbeit von Wasser im laborchemischen Sinne gesprochen wird, ist damit mit

vorstehender Prozedur aufbereitetes, destilliertes Wasser gemeint.

2.2.2 Versuchstierhaltung

Alle in dieser Arbeit verwendeten Mauslinien wurden in noxenarmen Tierhaltungen des
Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf gehalten. Voraussetzung fiir die Eignung zum
Laborversuch war die negative Testung auf iibliche Serologien (SPF = | specific pathogen
free“), insbesondere des Maushepatitisvirus (MHV). Um die pathogenarme Einschleu-
sung zu gewahrleisten wurden die Mauslinien per Embryonentransfer in die Tierhaltung
verbracht.

Alle Mause hatten freien Zugang zu Futter und Wasser. Das Futtermaterial wur-
de auf Basis der ,,Chow-Diet“ zusammengestellt, der in Tierhaltungen standardisierten
Nagetierdiit mit einem Nahrungsfettanteil von 4%. Die einzelnen Mauslinien basieren
auf einem homogenen genetischen Maustyp (FVB-Maustyp). Bei der Verpaarung wurde
darauf geachtet, daf} alle fiir die Untersuchung nétigen Genotypen mit der nach den
mendelschen Regeln hochstmoglichen Wahrscheinlichkeit auftraten. Eine Trennung der

Tiere nach Geno-Subtyp wurde bei den Tieren einer Mauslinie nicht durchgefiihrt.

2.2.3 Genehmigung der Tierversuche

Fiir die Tierversuche bestanden Genehmigungen nach §7 TierSchG (20/1999, 51,/2002,
14/2005) und §6 TierSchG (UKE_VTH Aktenzeichen A65 und A66). Blutentnahmen
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der Tiere hatten das interne Registrierungszeichen Org 163 und 288 der Universitéit
Hamburg. Bei der Durchfithrung der Tierexperimente wurde sich an den Richtlinien der

Federation of American Societies for Experimental Biology (FASEB) orientiert.

2.3 Mauslinien

2.3.1 ApoAb5-defiziente Mauslinie (,, ApoA5ko*)

Bei dieser Mauslinie wurden per Gen-Targeting drei Exons des ApoA5-Gens durch das
Neomycin-Resistenz-Gen ersetzt und so heterozygote ApoA5-defiziente Méause geschaf-
fen. Die Tiere dieser Mauslinie wurden fiir unser Labor von L.A. Pennacchio (Geno-
me Science Department, Lawrence Berkely National Laboratory, Berkeley, USA) zur
Verfiigung gestellt und wie bereits beschrieben in die Versuchstierhaltung des Univer-
sitatskrankenhauses Eppendorf eingeschleust.

Durch konsekutive Kreuzung dieser Tiere entstanden entsprechend der Mendel’schen
Regel folgende weitere Genotypen: ApoA5 -/- und ApoA5 +/+ zu je 25% sowie weitere
heterozygote Tiere (-/+) zu 50%. Fiir die nachfolgenden Versuche wurden nur homozygo-
te Knockout-Méuse (ApoA5 -/-) verwendet, fiir die weitere Kreuzung die heterozygoten
Tiere oder eine Paarung aus einem heterozygoten und einem homozygoten Knockout-
Tier. Aus letzterem Verpaarungsschema sollten schlielich 50% heterzoygote und 50%
homozygote Tiere beziiglich der ApoAb5-Defizienz entstehen. Zweck war die Gewinnung
der VLDL-Lipoprotein-Fraktion aus dem Serum ApoAb-depletierter M#use fiir den in
Kapitel 2.8 beschriebenen Assay.

2.3.2 Mauslinie mit Defizienz des Apolipoproteins C3 sowie Apolipoproteins
A5 (,,ApoA5ko-ApoC3ko*)

Diese Mauslinie ist eine Kreuzung zwischen ApoAb-defizienten und ApoC3-knockout-
MAusen. Im ersten Fall wurde wie bereits in Abschnitt 2.3.1 beschrieben ApoA5 durch
Gen-Targeting durch das Neomycin-Resistenz-Gen ersetzt. Zusétzlich wurde an einer
separaten Mauslinie durch identische Methoden das Gen des Apolipoproteins C3 durch
das Hygromycin-Resistenzgen am Genlokus des murinen Chromosoms 9 ersetzt. So ergab
sich die Mauslinie ,,ApoC3ko*“ mit dem Genotyp ApoC3 -/-. Durch Verpaarung beider
Linien wurden M#use ausgewéhlt, die sowohl homozygot bzgl. der Defizienz fiir ApoAb
als auch der fiir ApoC3 waren (ApoAb -/-, ApoC3 -/-). Dies geschah in 100% der Félle
bei Verpaarung der individuellen Apolipoprotein-Mauslinien, sofern die verpaarten Tie-
re bereits homozygot defizient waren. In dieser Arbeit wurde die VLDL-Fraktion von

Blutseren der Méause dieser Mauslinie eingesetzt.
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2.4 Genotypisierung der Mause

2.4.1 Prinzip

Zellen aus der Schwanzspitzenbiopsie einer Maus wurden zunéchst in Lysispuffer desin-
tegriert und der Proteinanteil mittels des Enzyms Proteinase K abgebaut. Nach ihrer
Reinigung wurde die DNA mittels PCR amplifiziert und anschliefend per Gelelektro-

phorese analysiert.

2.4.2 Schwanzbiopsie

Vor der Entnahme wurden die 4-6 Wochen alten Jungméuse in einen abdeckbaren Glas-
behilter mit ethergetrankten Zellstoffballen iiberfiihrt. Die Tiefe der Narkose wurde an-
hand der Atemfrequenz und der Atemzugtiefe festgemacht. War die Atmung der M#use
bradypnoeisch und tief entnahm man das Tier aus dem Gefafl und entfernte mit einem
Skalpell etwa 5mm der Schwanzspitze. Um die Identifikation der Mause zu gewéhrleisten
wurden die M#use in diesem Zustand per Ohrlochzange markiert. Der Wundverschluf er-
folgte mit Histoacryl-Gewebekleber. Die Schwanzspitze wurde sofort luftdicht verschlos-

sen bei -20°C gelagert.

2.4.3 Verdau und DNA-Extraktion

Jede Schwanzspitze wurde in einem Eppendorf-Geféff (2ml Kapazitit) mit 400 pl Lysis-
Puffer und 50 pl Proteinase-K (10 mg/ml) fiir 18 Stunden bei 45°C im Schiittelinkubator
verdaut. Im Anschluf} erfolgte das Herunterkiihlen auf 4°C und die Zugabe von 400 ul
chloroformgeséttigtem Phenol in das Reaktionsgefif3. Dieses wurde daraufhin 30 Sekun-
den gevortext und 5 Minuten bei 13.000 RPM in der Kiihlzentrifuge abzentrifugiert.
Der Uberstand von etwa 400 pl wurde mit der Pipette in ein zweites Gefif iibertragen
und die darin geloste DNA mit 1ml Ethanol ausgefillt. Nach erneuter Zentrifugation
bei 13.000 RPM fiir 5 Minuten sammelte sich die ausgefillte DNA als weif}-grauliches
Pellet auf dem Boden des Gefiisses und konnte von dort mit einer Pipettenspitze oder
Hamatokritkapillare in 200 pul TE-Puffer iiberfithrt werden, wo sie sich erneut l6ste und

dann bei 4°C gelagert wurde.

2.4.4 PCR und Gelelektrophorese

Die in TE-Puffer geloste DNA wurde mittels der Polymerase Kettenreaktion (PCR)
amplifiziert und anschlielend per Elektrophorese dargestellt. Dieser Vorgang wurde je
Probe wiederholt, um die Fehlerwahrscheinlichkeit zu verringern. Das Prinzip der Ver-

vielfdltigung eines Genproduktes mittels der PCR wird im Folgenden als bekannt vor-
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ausgesetzt - die PCR-Protokolle unterscheiden sich jedoch in Abhéingigkeit von dem
untersuchten Gen und werden separat besprochen.

Um das fiir die Elektrophorese benétigte 1,5% Agarose-Gel zu erhalten mischte man
pro Gelplatte 100ml TBE-Puffer mit 1,5 g Agarose in einem Becherglas und erhitzte
es unter Aufsicht auf einer Heizplatte bis die Agarose im Puffer vollstindig gelost war.
Anschliefend wurden 5 pl Ethidiumbromid zugesetzt und durch Schwenken mdoglichst
gleichméflig verteilt. In die mit 20- oder 15-zdhnigen Kémmen priparierten Gelkam-
mern wurde das Gel dann blasenfrei eingegossen. Nach der Abkiihlung und Aushértung,
iiblicherweise nach etwa 30 Minuten, konnte man die Kdémme ziehen und das fertige Gel
auf dem Tragerschlitten in die mit TE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer {iberfiihren.
Dabei war darauf zu achten, daf§ die Oberkante des waagerecht ausgerichteten Gels so
knapp wie moglich aber komplett mit Puffer bedeckt war. In jede Kammreihe wurden die
ersten drei Taschen zunéichst mit einem 100bp-Marker, einer Positivprobe des jeweiligen
PCR-Produktes und TBE-Puffer als Negativprobe befiillt. Alle Proben, PCR-Produkte
und Testmarker wurden vor dem Befiillen mit 3ul Bromphenolblau-Ladepuffer vermischt.
Die Auftrennung erfolgte durch eine 45-miniitige Elektrophorese bei 16 V (Maximal-
strom bei 100 mA und Maximalleistung bei 19 W). Die PCR-Produkte und Marker ver-
teilten sich innerhalb des Gels entlang der Stromrichtung je nach ihrer Gesamtladung
und ihrem Gewicht. Die Banden der gewanderten Proben wurden anschlielend iiber die
Fluoreszenz des im Gel enthaltenen Ethidiumbromides unter UV-Licht sichtbar gemacht

und per csc-Kamera digital festgehalten.

2.4.5 PCR-Protokolle
ApoA5-Wildtyp-PCR (ApoA5 wt)

Um den ApoA5-Wildtyp im Mausgenom nachzuweisen wurde eine bereits etablierte
2-Primer-PCR verwendet. Bei Vorhandensein eines intakten ApoA5-Wildtyp-Gens am-
plifizierten diese Primer eine Sequenz, die in der Elektrophorese als Bande bei 516bp

abzulesen war.

Folgende Sequenzen wurden angewandt:
1. Primer (,mA5SWT/1FW*): 5-ACA GTT GGA GCA AAG GCG TGA T-3
2. Primer (,mA5S5WT/2BW*): 5-CTT GCT CGA AGC TGC CTT TCA G-3’

Je Test-DNA wurden folgende Anteile in ein Aliquot
pipettiert(Reaktionsvolumen 26,5 ul):

e 20 ul J’s PCR~Puffer
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(Y &— Bande bei 516bp

T 100bp-Leiter

Abbildung 2.1: Beispielbild einer ApoA5-Wildtyp-PCR. Es wurde eine 100bp-Leiter mit
Betonung der 600bp-Bande verwendet, das Produkt ist als Bande bei
516bp in den Wells 1, 3 und 4 zu erkennen

e je 1 pl beider Primer

e 0,5 ul Tag-DNA-Polymerase

e 4 ul der in TE-Puffer gelosten DNA

Die Proben wurden bei 95°C zunéchst fiir eine Minute denaturiert und im folgenden
in 35 Zyklen (1 Minute bei 95°C - 1 Minute bei 53°C - 3 Minuten bei 72°C) amplifi-
ziert. Danach erfolgte die Kiihlung auf 4°C, bis die Proben in den Kiihlschrank / das
Elektrophoresegel iiberfiihrt wurden. Als Positivkontrolle dienten 4 ul der DNA einer in
vorherigen PCR’s positiv bestimmten Maus und als Negativkontrolle 4 ul TE-Puffer.

PCR zum Nachweis des Neomycin-Resistenz-Gens

Das Neomycon-Resistenz-Gen als Aquivalent eines ApoA5-knockouts wurde am ApoA5-
Lokus ebenfalls durch eine bereits etablierte 2-Primer-PCR, nachgewiesen. Das PCR-
Produkt zeigte sich, bei vorhandenem intakten Neomycon-Resistenz-Gen, als Bande die

bei 545bp abzulesen war.

1. Primer (,A5Neo/1FW*): 5-CTT TTT GTC AG ACC GAC CTG-3’

2. Primer (,A5Neo/2BW*): 5-AAT ATC ACG GGT AGC CAA CGC-3’
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<4— Bande bei 545bp

T 100bp-Leiter

Abbildung 2.2: Beispiel einer Neomycin-PCR mit einer 100bp-Leiter, deren 600bp-Bande
betont ist. Das Produkt 148t sich bei 545bp in allen abgebildeten Wells
ablesen

Je Test-DNA wurden folgende Anteile in ein Aliquot
pipettiert (Reaktionsvolumen 24,7 ul):

e 20 ul J’s PCR-Puffer

e je 0,1 pl beider Primer

e 0,5 ul Tag-DNA-Polymerase

e 4 ul der in TE-Puffer gelosten DNA

Die Proben wurden bei 95°C zuné#chst fiir eine Minute denaturiert und im folgenden
in 35 Zyklen (1 Minute bei 95°C - 1 Minute bei 53°C - 3 Minuten bei 72°C) amplifiziert.
Danach erfolgte die Kithlung auf 4°C, bis die Proben in den Kiihlschrank bzw. das
Elektrophoresegel iiberfiihrt wurden. Als Positivkontrolle dienten 4 ul der DNA einer in
vorherigen PCR’s positiv bestimmten Maus und als Negativkontrolle 4 ul TE-Puffer.

PCR zur Bestimmung des Hygromycin-Resistenzgens

Das Hygromycin-Resistenzgen dient hier als Aquivalent fiir den ApoC3-Knockout und
wird an dem ApoC3-Genlokus durch eine etablierte 2-Primer-PCR nachgewiesen. Das
Genprodukt 148t sich bei vorhandenem intakten Hygromycin-Resistenzgen durch eine
Bande bei 378bp nachweisen.

Folgende Primer wurden verwendet:

1. Primer (,HygroFW“): 5-AGA CCT GCC TGA AAC CGA ACT-3
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. B 8 4—— Bande bei 378bp

T 100bp-Leiter

Abbildung 2.3: Beispiel einer Hygromycin-Resistenzgen-PCR mit einer 100bp-Leiter, de-
ren 600bp-Bande zusétzlich betont ist. Gut zu erkennen sind die ampli-
fizierten Genprodukte, die sich als Bande bei 378bp darstellen.

2. Primer (,,HygroBW*): 5-CAG TCA ATG ACC GCT GTT ATG-3’

Je Test-DNA wurden folgende Anteile in ein Aliquot
pipettiert (Reaktionsvolumen 20 pl):

e 2 ul 10x PCR-Puffer

2 ul MgCl 25mM

je 0,8 ul beider Primer

0,1 ul Tag-DNA-Polymerase

1,6 ul ANTP-Mix 2,5mM

10,7 ul Wasser

e 2 ul der in TE-Puffer gelosten DNA

Die Proben wurden bei 95°C zunéchst fiir eine Minute denaturiert und im folgenden
in 35 Zyklen (1 Minute bei 95°C - 1 Minute bei 68°C - 1 Minute bei 72°C) amplifiziert.
Danach erfolgte die Kithlung auf 4°C, bis die Proben in den Kiihlschrank bzw. das
Elektrophoresegel iiberfiihrt wurden. Als Positivkontrolle dienten 4 ul der DNA einer in
vorherigen PCR’s positiv bestimmten Maus und als Negativkontrolle 4 ul TE-Puffer.
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2.5 Auftrennung der Lipoproteinfraktionen von Mausplasma

Um die Lipoproteine geméf ihrer Dichte aufzutrennen wurden Mausplasmen sequentiell
in Basismedien der Dichte 1,006 g/ml und 1,063 g/ml ultrazentrifugiert (Havel et al.,
1955). Die aufgetrennten Losungen wurden jeweils auf ihren Cholesterin- und Trigly-
ceridanteil hin getestet. Aus den Ergebnissen wurde der jeweilige Genotyp der Maus
verifiziert und so die Basis fiir die Weiterverwendung in nachfolgenden Untersuchungen

gelegt.

2.5.1 Blutabnahme und Zentrifugation

Analog zu der im Abschnitt 2.4.2 vorgestellten Narkose wurden die Tiere betdubt. Den
Mé&usen wurde im narkotisierten Zustand mittels einer Himatokritkapillare Blut aus dem
retroorbitalen Venenplexus abgenommen. Das Blut wurde direkt in ein Eppendorf-Gefif3
iiberfiihrt, das mit 4 ul EDTA (0,5 M, pH 7.,5) prépariert war. Maximal wurden 200 pl
abgenommen, was minimal 2 ul EDTA pro 100 pul Mausblut entspricht und so eine ausrei-
chende Antikoagulation gewéhrleistete. Bei 4°C wurde das Blut dann fiir 10 Minuten bei
13.000 RPM abzentrifugiert und mittels einer Pipette das Plasma vom korpuskuldrem
Uberstand abgenommen und in ein neues Gefifl iiberfiihrt, welches wiederum bei 4°C

gelagert wurde.

2.5.2 Lipoproteinfraktion-Auftrennung

Die Lipoproteine schiwmmen nur auf oder sinken auf den Boden eines Gefiafles wenn ein
Dichteunterschied zum Basismedium besteht, in dem sie sich befinden. Gemé&fl der Defi-
nition von Havel et al ist dies im ersten Schritt 1,006 g/ml. Diese Dichte erreicht man,
indem man das Blutplasma mit PBS-Puffer im Verhéltnis 1:1 mit einer Hamilton-Spritze
unterlegt. Nachfolgend wurde das so préparierte Plasma 2,5 Stunden bei 42.000 RPM
ultrazentrifugiert. Am Ende dieses Schrittes konnte die obere Hiilfte des Zentrifugats
abpipettiert und als VLDL-haltige Fraktion gelagert werden, die untere Hilfte enthielt
die restlichen Lipoprotein-Fraktionen, die nun weiter aufgetrennt werden konnten. In ei-
nem zweiten Zentrifugationsgefafl wurde dieses Gemisch mit KBr der Dichte 1,12 g/ml,
ebenfalls im Verhéltnis 1:1, gemischt. Zusammen mit dem Basismedium von 1,006 g/ml
ergab dies eine Dichte von 1,063 g/ml. Anschliefend erfolgte eine zweite Ultrazentri-
fugation im selben Rotor bei 42.000 RPM fiir 12 Stunden. Auch hier wurde die obere
Halfte vorsichtig abgenommen und als LDL/IDL-Fraktion in ein neues Gefaf} iiberfiihrt.
Der Unterstand entsprach der HDL-Fraktion.

Die Auswahl der Ultrazentrifuge und des Rotors wurde von der Probenanzahl und

-menge abhéingig gemacht. Bei gepoolten Plasmaproben wie man sie fiir die Herstellung
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groBer Mengen von VLDL benétigte, wurde ein swing out Rotor (Typ SW 40) eingesetzt,
der Rohrchen bis zu einer Kapazitdt von 20 ml aufnahm. Bei kleineren Proben oder

Einzelbestimmungen wurde ein Festwinkel-Rotor benutzt (Typ Lp 42Ti).

2.5.3 Analyse der Lipoproteinfraktionen

Jede Lipoproteinfraktion konnte nun auf ihren Gehalt an TG und CHOL hin untersucht
werden. Diese Werte waren fiir die weitere Verwendung der Lipoproteine als Substrat
essentiell, aber auch ein Indiz fiir die gelungene Verarbeitung des M&useblutes.

Beide Bestimmungen beruhen auf kommerziell erhéltlichen, enzymatischen Farbtests,
die in Mikrotiterplatten durchgefithrt und dann computergestiitzt ausgelesen wurden.
Die Extinktion des Markers ist hierbei proportional zu der Konzentration der Testsub-
stanz. Zur Erstellung einer Eichkurve wurde die Standardlésung Precipath L in verschie-

denen Verdiinnungen verwendet.

2.5.4 Bestimmung der Triglyzerid-Konzentration

Als Leerwert wurde Wasser verwendet, die Standardreihe wurde durch die Verdiinnung
der Precipath L-Losung auf TG-Werte von 50, 100 und 250 mg/ml erstellt. Alle Proben
wurden mit 5 ul im Dreifachansatz auf eine 96-Loch-Mikrotiterplatte pipettiert. Jedes
Well wurde dann mit 200 ul der TG-Testlosung befiillt und die Platte 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Extinktionen wurden anschliefend photometrisch bei
einer Wellenlénge von 505 nm ausgelesen. Aus den Standard-Werten berechnete die Soft-
ware des Plattenlesegeriits die lineare Proportionalitéitskonstante und mit dem Leerwert
zusammen letztendlich die Eichfunktion. Alternativ erfolgte eine per Tabellenkalkulati-
on durchgefiihrte lineare Regressionsanalyse nach manueller Dateniibertragung, die eine
identische Funktion ergab. Auf Basis dieser linearen Funktion berechneten beide Soft-

wares die Konzentrationen der Testplasmen aus deren Extinktionen.

2.5.5 Bestimmung der Cholesterin-Konzentration

Analog zu der TG-Bestimmung wurde zunéchst die Precipath L-Standardlosung auf
drei Stufen verdiinnt (55,07 mg/ml und 110, 14 mg/ml und 275,35 mg/ml) und eben-
falls mit Wasser als Leerwert und den Proben im Dreifachansatz zu je 5 pl auf die
Mikrotiterplatte pipettiert. Dazu wurden je Well 200 ul der CHOL-Testlosung gegeben
und die Platte fiir 5 Minuten bei 37°C inkubiert. Auch hier erfolgte im Anschluss die
photometrische Auswertung bei einer Wellenldnge von 505 nm. Nach der Berechnung
der linearen Proportionalititskonstante und der Standardgleichung gab die Software die
zuriickgerechneten CHOL-Konzentrationen direkt aus. Alternativ erfolgte auch hier die

Berechnung manuell per Tabellenkalkulation.
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2.6 Micellenherstellung

Fiir die Micellenherstellung wurde sich zunéchst an einer Publikation von Rensen et al.
(1997a) orientiert, die wiederum auf Redgrave and Maranhao (1985) aufbaut. Zunéchst
wurde ein Grundgemisch aus definierten Anteilen verschiedener Fette in einer Etha-
nollosung angefertigt. Die teils 6ligen, teils fettigen Bestandteile wurden durch den Al-
kohol in gemeinsame Losung gebracht und vermischt. Ethanol wurde durch Verdampfen
eliminiert und das zuriickbleibende homogene Lipid-Gemisch mit Wasser vermengt. Hier-
bei setzte sich sofort eine 6lige Phase ab. Durch Applikation von Energie in Form von
Ultraschallwellen bildete sich eine homogene Emulsion mit Liposomen und Micellen.
Diese Losung wurde fortan wie Blutplasma behandelt, also per angepasster Ultrazen-
trifugation die VLDL-isodense Fraktion der Lipidaggregate abgetrennt, und der TG-
Anteil bestimmt. Zuriick blieben bei diesem Vorgehen Micellen mit einer bestimmten
Minimalgréfle. Die iibrigen Bestandteile sediemtierten durch die Ultrazentrifugation in

eine Olphase zuriick.

2.6.1 Vorbereitung des Fettgemisches

Fiir die Herstellung von 250 mg Lipidfraktion wurden zunéchst 175 mg Triolein vorge-

legt. Zugegeben wurden dann folgende Bestandteile:
e 567,5 ul Egg Yolk Lysophosphatidylcholine (100 mg/ml)
e 575 ul Lysophosphatidylcholine (10 mg pro 1 ml Ethanol)
e 500 pl Cholesterin Oleat (15 mg pro 1 ml Chloroform)
e 500 ul Cholesterin

Die Substanzen wurden griindlich durchmischt. Im Wasserbad erhitzte man das Ge-
misch auf eine Zieltemperatur von 60°C und lieB die fliichtigen Bestandteile (Ethanol

und Chloroform) bei langsamer Rotationsbewegung des Geféfles verdampfen.

2.6.2 Ultraschallaufbereitung und Ultrazentrifugation

Dem fertigen Lipidgemisch wurden 4 ul Micellen-Puffer, vorgewérmt auf 60°C, zugege-
ben. Mittels Ultraschall (Einstellung: 20% Amplitude fiir 30 Sekunden, 4 Durchldufe)
brachte man die beiden Phasen in Emulsion. Die Aufteilung in kurze Durchldufe je 30
Sekunden diente der intermittierenden Kiihlung. Anschliefend wurde 1 ml Sucrose als

Stabilisator zugegeben.
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Wie schon im Falle echten Blutplasmas mufite die Micellen-Liposomen-Lésung zun#chst
ultrazentrifugiert werden, um den instabilen Anteil der Lipid-Aggregate aus der Emul-
sion zu eliminieren. Dabei wurde analog zu Abschnitt 2.5.2 mit 1xPBS {iberschichtet
und bei 20.000 RPM fiir 22 Minuten zentrifugiert (Umgebungstemperatur 20°C ). Im
Gegensatz zu VLDL setzt sich zunédchst eine rahmige obere Phase ab, die entfernt wer-
den muf}. Danach wurde die obere Hélfte des Zentrifugats als fertige Micellenl6sung
aliquotiert und bei 4°C gelagert. Desweiteren wurde die CHOL- und TG-Konzentration
entsprechend Abschnitt 2.5.3 bestimmt. Die weitere Verwendung des fertigen Micellen-

substrats erfolgte innerhalb von maximal 5 Tagen.

2.7 LPL-Extraktion

Fiir die Realisierung von aussagekraftigen Hydrolyse-Experimenten mufite zunéchst ein
Weg zur effizienteren Extraktion von LPL geschaffen werden, um die nétigen Mengen

zur Verfiigung zu stellen.

2.7.1 LPL-Aufbereitung aus Kuhmilch

Als LPL-Quelle wurde frische Kuhmilch, vor allem aufgrund der niedrigen Anschaffungs-
kosten als auch der ubiquitidren Verfiigharkeit, ausgewéihlt. Diese wurde direkt von frisch
gemolkenen Milch-Kiihen vom Bauernhof bezogen und ohne Verzogerung zur Weiterver-
arbeitung ins Labor verbracht.

2 Gramm Heparin-Sepharose wurden zunéchst in Wasser eingeweicht. Die so einge-
weichte Sepharose ergab etwa 8 ml Sepharosegel, welches bei 800g fiir 5 Minuten abzen-
trifugiert und danach 3 mal mit 20 ml Puffer 1 gewaschen wurde.

Die frische Kuhmilch wurde zunéchst per Titration auf einen NaCl-Salzgehalt von
0,4M gebracht. Dann erfolgte die Herunterkiihlung auf 4°C und die Zentrifugation bei
2500g fiir 30 Minuten. Die tiberstehende Rahm-Phase wurde abgenommen und die im
oberen Abschnitt vorbereitete Sepharose in die restliche, rahmfreie Milch iiberfiihrt und
6 Stunden bei unverdnderten 4°C durch Rollen in Bewegung gehalten.

Hiernach erfolgte die Trennung von Milch und Sepharose durch erneutes Zentrifugieren
bei 800g fiir 5 Minuten, gefolgt von 3 Waschschritten zunéchst mit 25 ml Puffer 1 und
dann 3 Waschschritten mit 25 ml Puffer 2. Mit 20 ml des Puffers 3 wurde die LPL

letztendlich aus der Sepharose in 1 ml -Fraktionen eluiert.

2.7.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Anschlieflend erfolgte die Konzentrationsbestimmung des Proteinanteils im Losungsmittel

durch das vorgefertigte Kit ,,Micro BCA Protein“. Der Proteinanteil stellt sich in diesem
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proportional zum Anstieg der Extinktion dar und wird photometrisch ausgelesen. Zur
Vorbereitung mufite unmittelbar vor dem Einsatz ein frisches Protein-Reagenz aus 50
Teilen BCA-Reagenz A und einem Teil BCA-Reagenz B des o.g. Kits angesetzt werden.

Auf eine 96-Loch-Mikrotiterplatte wurden im Dreifachansatz zunéchst 10 pl des Leer-
wertes (Puffer 3) sowie je 10 ul aus mit Albumin-Protein-Standardlésung und Protein 3
hergestellten Eichlosungen in 5 Konzentrationen zwischen 0,05 und 2 g/ml aufpipettiert.
Ebenso wurden je 10 ul der Proben im Dreifachansatz aufgebracht. Die Wells wurden
alle mit je 200 pl Protein-Reagenz bei 37°C fiir 30 Minuten inkubiert und anschlieSend
auf dem Plattenlesegerit die Extinktion bei 540 nm gemessen.

Aus dem Leerwert und den 5 Eichlosungen errechnete die Software automatisch die
Funktion der Eichgeraden und gab die riickgerechneten Werte der angesetzten Proben

als absolute Konzentrationen zuriick.
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2.8 Hydrolyse von Triglyzeriden durch an

Heparansulfat-Proteoglykane gebundene Lipoproteinlipase

In witro werden Hydrolyseversuche gewohnlich mit geldster Lipoproteinlipase (LPL)
durchgefiihrt. Dies entspricht jedoch nicht dem physiologischen Vorgang, bei dem LPL
durch Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG) an das Endothel gebunden ist. Um im Ver-
such die in vivo-Bedingungen zu gut wie moglich nachzuempfinden wurde in unserem La-
bor ein bereits erfolgreich adaptierter Assay (Kluger et al., 2008) einer niederlédndischen
Arbeitsgruppe (de Man et al., 1997) reetabliert. Ziel war es, diesen Assay unter Auswahl
verschiedener Substrate (VLDL oder Micellen) qualitativ zu vergleichen und gleichzeitig
durch die Einbeziehung des Versuchsaufbaus mit frei gel6ster und somit nicht gebundener
LPL weiter zu differenzieren. Der Einfachheit halber wird der gesamte Versuchsaufbau
und -ablauf nachfolgend mit ,HSPG-Assay*“ betitelt.

Die Erfahrungen in der Reetablierung des HSPG-Assays werden als Vorversuche nicht
weiter einzeln erldutert, es wird ausschliellich das letztendliche Setting des Versuchsab-

laufs beschrieben, welches fiir die spitere Anwendung zum Einsatz kam.

2.8.1 Prinzip

Das Grundprinzin des HSPG-Assays ist in der Grafik 2.4 schematisch dargestellt. Eine
96-Well-Spezialtiterplatte wird mit Heparansulfat-Proteoglykanen beschichtet, die rest-
lichen freien Bindungsstellen der Platte sowie alle Bindungsstellen des HSPG werden
durch Fettsdure-freies bovines Serumalbumin (FFA-free BSA) geblockt. Lipoproteinli-
pase wird an die kiinstliche Extrazellularstruktur gebunden, indem BSA vom HSPG
verdringt wird. Durch Zugabe von Substraten wie VLDL oder Micellen wird die Hy-
drolysereaktion gestartet und durch die Zugabe von Triton gestoppt. Die Aktivitit der
Hydrolyse wird durch die Konzentrationsmessung der freien Fettsduren im Reaktionsge-
misch bestimmt.

Verglichen wurde die Aktivitit von HSPG-gebundener LPL mit frei geloster LPL,
und zwar im Einsatz von VLDL oder Micellen als Substrat der Reaktion. Ggf. wurden
die Substrate mit Apolipoproteinen vorinkubiert, um einen Modulationseffekt in der
LPL-Aktivitéit nachzuweisen.
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2.8.2 Praparation von muriner VLDL

Analog zum Kapitel 2.5.1 wurde mehreren M#usen gleichem Genotypus Blutplasma
entnommen. Dabei wurde darauf geachtet, dafl die Tiere in etwa derselben Altersklas-
se entstammen und ménnlich waren. Letzteres diente dem Ausschlu3 von hormonbe-
dingter Beeinflussung des Assay-Ablaufs und -Ergebnisses. Die Anzahl der Blutentnah-
men richtete sich vor allem nach dem Phénotypus: das Blutplasma ApoAb-defizienter
Méuse weist beispielsweise eine stark erhchte TG-Konzentration auf, weshalb eine ver-
gleichsweise niedrige Probenanzahl erforderlich war, um VLDL mit geniigend hoher TG-
Konzentration zu extrahieren. Hier musste auf Erfahrungswerte zuriickgegriffen werden,
um eine adidquate sowie ausreichende Anzahl von Blutproben zu planen. Die Einzelpro-
ben wurden nach Plasmaextraktion gepoolt. Entsprechend dem in 2.5.2 beschriebenen
Vorgehen wurde das gesammelte Plasma in seine Lipoproteinfraktionen aufgetrennt. Als
Substrat kam die VLDL-Fraktion im HSPG-Assay zum Einsatz. Deren Cholesterin- und

TG-Konzentrationen wurden wie beschrieben (Abschnitt 2.5.3) bestimmt.

2.8.3 Vorbereitung des Assays

Eine sterile 96-well-Mikrotiterplatte des Typs ,,Maxi-Sorp“ wurde entsprechend des ge-
planten Assay-Settings markiert und beschriftet. Die Proben wurden, wenn nicht anders
angegeben, im Dreifachansatz geplant, ebenso die spéiteren Leerwerte. Soweit nicht an-
ders beschrieben wurde bei 4°C gearbeitet.

Zunichst inkubierte man die entsprechenden Wells der Platte mit jeweils 100 pl ei-
ner Losung von 0,005 pg/ul HSPG in 1x-PBS-Puffer. Dies entspricht einer absoluten
Menge von 0,5 ug HSPG pro Well. Die Inkubation wurde fiir 18 Stunden bei leichter
Schiittelbewegung (60 RPM) vorgenommen.

Es folgten 3 Waschschritte mit 1x-PBS-Puffer, um nicht-gebundene HSPG-Reste zu
entfernen. Danach wurden alle Wells mit je 100 ul 1x-PBS-1%BSA (Fettsidurefrei, ,,FFA-
free“) fiir eine Stunde bei 37°C blockiert. Nach dem vollstdndigen Auswaschen der
Blocklosung erfolgte im letzten Vorbereitungsschritt die Inkubation mit LPL, geltst
in Tris-Glycerol, diesmal fiir eine Stunde unbewegt und erneut bei 4°C. Bei der Planung
der LPL-Konzentrationen erwiesen sich in Vorversuchen Werte zwischen 0,01 pg/pl und
10 pg/pl als ein sinnvoller Bereich. In dieser Arbeit wurden Konzentrationen in Stufen

von 0, 1 und 4 — 6 ng/ml verwendet.

2.8.4 Vorbereitung des Kontrollexperiments mit geloster LPL

Parallel zum Experiment mit HSPG-gebundener LPL erfolgte stets die Kontrolle mit
frei geloster LPL. Diese wurde erst unmittelbar vor Beginn der Hydrolyse, also der

Einbringung des Substrats, zugegeben.
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1) Inkubation mit HSPG

2) Nach Waschen mit PBS: HSPG ist
an die Mikrotiterplatte gebunden

3) Blocken mit PBS-BSA

4) Nach erneutem Waschvorgang: freie

Bindungsstellen sind geblockt

5) Inkubation mit LPL in Tris-Gylzerol
LPL verdrangt BSA aus der HSPG-Bindung

6) Erneutes Waschen mit Tris-BSA
LPL ist an HSPG gebunden

COOH

%';:OH 7) Die eigentliche Hydrolyse

@-cooH startet durch Zugabe eines
Substrates, hier von VLDL-
@ Lipoproteinen

Abbildung 2.4: Schema des HSPG-Assays: die LPL ist an HSPG gebunden und VLDL
wird als Substrat eingesetzt
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Die Préaparation einer 96-Loch-Mikrotiterplatte erfolgte analog zu Kapitel 2.8.3 mit
folgenden Ausnahmen: im ersten Inkubationsschritt wurde mit purem 1xPBS, ohne darin
geloste HSPG, gearbeitet. Die Blockung erfolgte identisch, der nachfolgende Inkubati-
onsschritt jedoch ohne die darin geloste LPL, also mit 100 ul Tris-Glycerol. Die LPL
wurde statt der Bindung durch Vorinkubation unmittelbar zu Beginn der geplanten Hy-
drolyse direkt in das Reaktionsgefafl pipettiert, die Mikrotiter-Platte solange auf Eis
gelagert. Dabei mufite ziigig gearbeitet werden, um eine moglichst identische Verweil-
zeit der bereits aktiven LPL in allen Wells zu erreichen, auch wenn deren enzymatische

Aktivitdt bei nahezu 0°C als sehr gering veranschlagt wurde.

2.8.5 Vorplanung des Hydrolyseversuchs

Die Hydrolyse von Triglyceriden startet durch Zugabe von TG-haltigen Substraten in
die vorbereiteten Wells. Entsprechend der Assay-Planung wurden aulerdem Zusétze wie
rekombinante Apolipoproteine berticksichtigt. In Wells, in denen die LPL gelost aktiv
werden sollte, wurde diese Mengendifferenz ebenfalls ausgeglichen.

Um die zugegebene Menge an TG gleich zu halten wurde die in Kapitel 2.5.4 festge-
stellte TG-Konzentration des Substrates als Ausgangswert genommen. Die Zielkonzen-
tration im Well sollte idealerweise 1 mM betragen, pro Well wurden 100 pl Reaktions-
gemisch veranschlagt. Erreicht wurde die Einhaltung dieser Vorgabe durch Zugabe von
1x-PBS-Puffer. Im Fall von geléster LPL war auflerdem zu beriicksichtigen, dass diese
in 5 pl 1x-PBS-Puffer separat zugegeben wurde und die TG-Konzentration im Substrat
entsprechend hoher zu kalkulieren war, um den Verdiinnungseffekt auszugleichen. Die
rekombinanten Apolipoproteine - zum Einsatz kamen Apo C3 (rApoC3) und Apo A5
(rApoA5) - waren in 0,1M-Tris-BSA-Puffer gelost. Hier wurden bei verschiedenen Kon-
zentrationsstufen die Mengendifferenzen daher mit 0,1M-Tris-BSA-Puffer ausgeglichen,
um den Anteil dieses Puffers in allen Wells gleich zu halten.

Folgende Konzentrationsbereiche der variablen Assay-Zusétze hatten sich in Vorver-

suchen als sinnvoll erwiesen:
e LPL: 0 bis 6 ug/ml
e rApoC3: 0 bis 400 pg/ml

e rApoAb5: 0 bis 4 pg/ml

2.8.6 Durchfiihrung der Hydrolyse

Durch die Zugabe der ggf. vorinkubierten VLDL oder Micellen startete die eigentliche
Hydrolyse (siehe letzter Schritt in Ubersicht 2.4), die LPL setzte fortan Triglyzeride
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in freie Fettsiuren um. Die Mikrotiterplatten wurden hierzu fiir 10 Minuten in den
Schiittelinkubator bei leichter Bewegung mit 100 RPM bei 37°C iiberfiihrt.

Nach Ablauf der 10 Minuten erfolgte die Umlagerung der Mikrotiterplatten auf Eis
und das Stoppen der Hydrolyse-Reaktion durch die Zugabe von 10 ul einer 10%-igen
Triton X-100-Losung je Well. Die Verteilung des Tritons wurde durch ein 1-miniitiges
Riittelprogramm im verwendeten Lesegerét fiir Mikrotiterplatten (Dynex MRX-2) si-
chergestellt. Durch die kontrollierte Riittelbewegung sollte ein versehentliches Durchmi-

schen der Proben durch Spritzer verhindert werden.

2.8.7 Messung der Konzentration freier Fettsdauren

Sowohl die gestoppten Reaktionsgemische als auch die vorinkubierten Substrate wurden
jeweils im Dreifachansatz auf deren Konzentration freier Fettsduren hin gemessen. Als
Basis diente das Nefa-C Kit (Waco Chemicals). Der Test basiert auf einem enzymati-
schen Farbtest, dessen Extinktionsmaximum bei 550nm liegt. Als Bezugswerte diente
neben einem Leerwert ein beiligender Standard, der auf FFA-Konzentrationen von 1,0 ;
0,5 ; 0,25 ; 0,125 und 0,0625 mmol/l verdiinnt wurde. Proben, Standards und Leerwer-
te wurden im Dreifachansatz gemessen, ebenso die eingesetzten Substratgemische vor
Hydrolyse. Je Ansatz wurden 10 pul der Standards bzw. Proben pipettiert, dazu 100 pl
der im Kit enthaltenen Losung A mit anschlieflender Inkubation fiir 10 Minuten bei
37°C . Dann wurden 200 pl der Losung B addiert und erneut fiir 10 Minuten bei 37°C
inkubiert. Gemessen wurde aus technischen Griinden bei 540 nm im Mikrotiterplatten-
Lesegerat. Allen Extinktionswerten wurde der Leerwert subtrahiert. Aus den Standards
wurde mittels linearer Regressionsanalyse eine Eichfunktion erstellt, aus der schliellich
die Probenwerte in mmol/1 berechnet wurden. Dies erfolgte entweder automatisch durch

die Software des Lesegerétes oder manuell per Tabellenkalkulation.

2.8.8 Kontrollexperiment mit Heparinase-Inkubation

Durch Waschschritte ist ein Verbleib relevanter Mengen geloster LPL nach der Inku-
bation mit HSPG ausgeschlossen. Voraussetzung fiir die LPL-Aktivitat ist also, daf
das Enzym an Proteoglykane gebunden ist, damit es so den Waschschritten widerste-
hen und das schliefllich angebotene Substrat spalten kann. Um sicherzustellen, daf} die
gemessene Freisetzung von Fettsduren tatséichlich durch HSPG-gebundene LPL verur-
sacht wird, wurde ein Kontrollexperiment mittels Heparin-Lyase und Heparin-Eliminase
durchgefiihrt (Heparinase I und III). Diese zersetzen die Heparansulfatproteoglykane
und bringen so die daran gebundene LPL erneut in Losung, woraus sie durch Wasch-
schritte entfernt wird. Wie in Abschnitt 2.8.3 beschrieben wurden Mikrotiterplatten mit
HSPG und nachfolgend mit LPL inkubiert. Anschlieend wurden je Well 100 ul eines

31



Gemisches aus 2,4 U/ml Heparinase I und Heparinase III in 1xPBS-Puffer pipettiert und
bei 37°C fiir 20 Minuten gelagert. Danach wurde der Hydrolyseversuch wie in Kapitel
2.8.6 beschrieben durchgefiihrt. Zu erwarten wére eine vollstdndige Aufhebung der LPL-
Aktivitdt ohne Nachweis von freien Fettsiduren. Sofern dies nicht explizit erwihnt wird
ist immer von einem positivem Ergebnis beim Kontrollexperiment auszugehen, womit
die ausschlielliche Bindung der LPL an HSPG belegt wurde.

2.8.9 Statistische Auswertung der Messergebnisse

Die gewonnenen Messwerte wurden mittels der Software ,,SPSS Statistics® ausgewertet.
Als Analysefunktion wurde eine multifaktorielle Varianzanalyse unter Beriicksichtigung
der Wechselwirkungungen und mit schrittweiser Elimination der nicht-signifikanten Wer-

te herangezogen. Das Signifikanzniveau wurde allgemein bei 0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Vorversuch zur Reetablierung: Hydrolyse von muriner
VLDL des Genotyps ApoA5-knockout (ApoA5 -/-) durch
HSPG-gebundene oder frei geléste LPL in vitro

3.1.1 Versuchsplanung, -konfiguration und -durchfiihrung

Zur erneuten Etablierung des Assays und des Nachweises reproduzierbarer und konsis-
tenter Ergebnisse wurde oben genannte Konfiguration, welche sich eng an Kluger et al.
(2008) orientierte, angewandt. Dabei erwarteten wir aufgrund der vorhandenen Erfah-
rungswerte eine signifikante Zunahme der Hydrolyse-Aktivitéit sowohl unter steigender
LPL-Konzentration als auch unter steigender Mengenzugabe von Apolipoprotein Ab5.
Untersucht wurde das Serum von Méausen des Gentyps ApoAb-knockout homozygot
(ApoA5 -/-). Nach Entnahme und Zentrifugation wurden die Seren gepoolt und nach-
folgend die VLDL-Fraktion durch sequentielle Ultrazentrifugation extrahiert. Aus dieser
VLDL-Fraktion wurde der TG-Gehalt bestimmt und auf eine Konzentration von 1mM
gebracht. Der eigentliche HSPG-Assay erfolgte unter Zugabe von LPL in 2 Konzen-
trationsstufen (3 pg/ul und 6 pg/ul) sowie jeweils Zugabe von rekombinantem Apoli-
poprotein A5 in zwei Mischverhéltnissen (Verhéltnis mit VLDL 1:50 und 1:10). Dabei
war die LPL entweder an HSPG durch Vorinkubation gebunden oder wurde frei geldst

zugegeben.

3.1.2 Erste Ergebnisse nach Hydrolyse von VLDL unter ApoA5-Einfluss

Die Ergebnisse, grafisch dargestellt in Abbildung 3.1 auf Seite 34, zeigten mehrere Pro-
bleme: zum einen eine hohe Grundkonzentration an freien Fettsduren im Probenansatz
(zu sehen in allen drei Werten, die ohne LPL-Zugabe zustande kamen). Nach Testung
der eingesetzten Komponenten des Assays stellte sich das Albumin als Quelle fiir freie
Fettsduren heraus. Desweiteren war im Vergleich zu den erwarteten Werten bei HSPG-
gebundener LPL nur ein schwacher Anstieg der Konzentration freier Fettsduren unter
Steigerung der LPL-Konzentration zu sehen (zwischen +2,68% und +12,8%). Der Ein-
fluB auf die Hydrolyserate nach Zugabe von ApoAb5 war garnicht zu beobachten (der
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Effekt variierte zwischen -8,77% und +5,72%). Im Falle frei geloster LPL war der An-
stieg der Hydrolyserate deutlicher (durchschnittlich 28,1% bei Anstieg der Konzentration
von 0 auf 3 pug/ml und 46,1% bei Anstieg von 0 auf 6 pg/ml), jedoch blieb auch hier
ein eindeutiger Effekt durch die Zugabe von rekombinantem ApoA5 aus (die Modulie-
rung der Freisetzung von freien Fettsiduren schwankte inkonsistent zwischen -3,6% und
+8,77%). Statistisch konnte in keinem Fall eine signifikante Modulierung nachgewiesen
werden. Die in Vorpublikationen nachgewiesenen ApoAb- und LPL-Effekte waren nicht
nachweisbar.

Aufgrund dieser Ergebnisse mufiten zunéichst die moglichen Fehlerquellen in weiteren
Vorversuchen eliminiert werden, bevor mit der Anwendung des Assays begonnen werden

konnte.

3.2 Zwischenversuch zur Reetablierung des HSPG-Assays mit
verschiedenen Albuminen - Hydrolyse von ApoAbko-VLDL
durch HSPG-gebundene LPL in vitro

3.2.1 Versuchsplanung, -konfiguration und -durchfiihrung

Da zwei in der Originalpublikation verwendete essentielle Bestandteile des Assays (Zell-
kultur-Mikrotiterplatten unbekannten Typus und Sigma FFA-free BSA) nicht mehr

verfiighbar waren, erfolgte eine Testung auf Nunc Maxisorp Mikrotiterplatten zum Ver-
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gleich dreier Fettsédure-freier boviner Serumalbumine. Die Versuchskonfiguration bestand
aus HSPG-gebundener LPL, welche ApoA5-knockout-VLDL (ApoA5 -/-) unter Zugabe
von rekombinantem ApoAb5 in einem Mischverhéltnis zur VLDL von 1 zu 10 hydrolysier-
te. Die vorgeschalteten Einzelversuche, die diesem Assay als Grundlage dienten, werden

hier nicht einzeln erlautert.

3.2.2 Hydrolyse von ApoA5ko-VLDL durch LPL unter Verwendung
verschiedener Albumine

Die im ersten Versuch nachgewiesene hohe Grundkonzentration von freien Fettséduren
war in keiner der analysierten Proben mehr nachweisbar (siche Abbildung 3.2 auf Sei-
te 35). Desweiteren war nun in allen drei BSA-Konfigurationen ein steilerer Anstieg
der FFA-Konzentration bei zunehmenden LPL-Konzentrationen nach der Lipolyse zu
beobachten (Anstiege absolut nun zwischen 0,364 und 0,617 mmol/] bei insgesamt nied-
rigerer Maximal-LPL-Konzentration von 4 pug/pl im Vergleich zu den Konzentrationen
in Abschnitt 3.1.2). Die Quantitit der LPL-Aktivitidt &hnelte zudem den Erfahrungs-
werten bisheriger HSPG-Assays (zwischen 0,368 und 0,608 mmol/] freigesetzter FFA
bei 4 pg/pl LPL) und den in Publikationen berichteten Werten. Der Effekt von LPL
auf die Hydrolyse war in allen drei BSA-Fillen hochsignifikant (p < 0,001). Eine si-
gnifikante Anderung der Hydrolyserate nach Zugabe von rekombinantem ApoA5 war
allerdings nur bei der Benutzung von Merck Fraction V — BSA zu beobachten (+39,4%
beim Schritt von 0 auf 1 pg/pl und +7,18% beim Schritt zu einer LPL-Konzentration
von 4 pg/ml, p < 0,001). Bei der Anwendung von SAFC FFA-free BSA und SAFC
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Fraction V — BSA dagegen konnte kein signifikanter Anstieg nachgewiesen werden, bei
der Steigerung der LPL-Konzentration von 1 auf 4 ug/ml fiel die Menge freigesetzter
Fettsiuren im Falle des Fraction V-BSA sogar um 8,7%. Dieser Abfall ist zwar statis-
tisch signifikant, jedoch inhaltlich zu verwerfen. Zusammenfassend zeigt sich nur unter
der Verwendung von Merck Fraction V - BSA der erwartete ApoAbs-Exzitationseffekt,
weshalb diese BSA-Sorte fortan Verwendung fand.

3.3 Hydrolyse muriner VLDL des Genotyps ApoAb5ko (A5 -/-)
unter Zugabe von rekombinantem Apolipoprotein C3 durch

HSPG-gebundene und geloste LPL

HSPG Geloste LPL
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I ApoAsko-VLDL mit 100ug/ml rApoC3
B ApoAsko-VLDL mit 400pug/ml rApoC3

Abbildung 3.3: Hydrolyse von ApoA5ko-VLDL mit und ohne Zugabe von rekombinan-
tem ApoC3, links HSPG-gebundene LPL, rechts frei geloste LPL; Mit-
telwerte &+ Standardabweichung

3.3.1 Versuchsplanung, -konfiguration und -durchfiihrung

Die in den Kapiteln 3.1.2 und 3.2.2 und den entsprechenden Vorversuchen gewonne-
nen Erfahrungen fiihrten schliefilich zur Erstellung des in Kapitel 2 geschilderten Ver-
suchsaufbaus. Die gewéhlten LPL-Konzentrationen bewegten sich in den Bereichen, in
denen maximale Steigungen beobachtet wurden, in LPL-S#ttigungsbereichen (oberhalb
5 ug/ml) wurden keine Daten erhoben.

Blutproben wurden gewonnen, die Seren abzentrifugiert, gepoolt und anschlieflend per

sequentieller Ultrazentrifugation deren VLDL-Fraktion isoliert. Von dieser bestimmte
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man die TG-Konzentration — die Zielkonzentration im Reaktionsgemisch wurde auf 1
mM normiert. Unter Zugabe von rekombinantem ApoC3 zwischen 20 und 400 pg/ml
(Zielkonzentration im jeweiligen Well der Mikrotiterplatte) wurde der oben geschilderte
HSPG-Assay schliellich durchgefiihrt.

3.3.2 Einfluss von ApoC3 auf die Hydrolyse von ApoAb-depletierter VLDL

0.5
0.4
=
g 0.3 LPL-Konzentration o pug/ml
% 0.2 —— LPL-Konzentration 1 ug/ml
) ._‘\‘\ —e— LPL-Konzentration 5 ug/ml
0.1
0.0 $-& 2 T T 9

100 200 300 400
rApoC3-Addition (ug/ml)

Abbildung 3.4: Inhibition der Hydrolyse von HSPG-gebundenen ApoAbko-VLDL-
Partikeln durch rApoC3, dargestellt in Abhéngigkeit von der Menge
zugegebenen rApoC3’s. Zusétzlich iiberlagerte Darstellung jeweils ei-
ner linearen Regressionsanalyse der Aktivitdtsabnahme fiir jede LPL-
Konzentration; Darstellung der Mittelwerte + Standardabweichung

Sowohl im Fall geloster als auch bei proteoglykan-gebundener LPL zeigten sich hoch-
signifikante Reaktionen auf die Zugabe von LPL in beiden Konzentrationen (jeweils
p < 0,001). Statistisch signifikante Reaktion auf die Zugabe von rApoC3 zeigten sich
jedoch ausschliellich im Fall der HSPG-gebundenen LPL und auch hier nur bei ho-
her LPL-Konzentration von 5 pg/ml. Im Fall der niedrigeren LPL-Konzentration von
1 pg/ml ist die Inhibition durch rApoC3 nur in hohen Konzentrationsbereichen (Schrit-
te auf 100 pg/ml und 400 pg/ml) als signifikant zu bewerten (p < 0,01), darunter 148t
sich zwar ein Trend interpretieren, der jedoch statistisch nicht belegbar ist (sieche Ab-
bildung 3.3 auf Seite 36). Absolut stiegen die Werte jedoch auch hier. Betrachtet man
erneut die hohere LPL-Konzentration von 5 pg/ml so zeigt sich bei Zugabe von rApoC3
ein leicht asymptotischer bis nahezu linearer Aktivititsverlauf (24,5% Restaktivitéit der
LPL bei 400 pug/ml rApoC3-Konzentration). In jedem Fall beobachtete man ein Streben
der Aktivitdt gegen 0, je mehr rApoC3 zugesetzt wurde, was in einer linearen Regres-
sionsanalyse (Abbildung 3.4 auf Seite 37) deutlich wird. Wahrscheinlich ist hier kein
linearer Kurvenverlauf anzunehmen sondern eine typische Regressionskurve im Sinne

des Modells der Enzyminhibition. Der Trend des Strebens gegen Null wird allerdings
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aus der Grafik deutlich.
Dagegen schwankten die Werte der freigesetzten FFA durch geloste LPL ohne eindeu-
tige Tendenz und in keiner der getesteten LPL-Konzentrationen. Somit lief sich keine

signifikante Aktivitdtsmodulation der gelosten LPL unter Einfluss von rApoC3 nachwei-

Se1l.

3.4 Hydrolyse muriner VLDL des Genotyps ApoA5ko/ApoC3ko
(A5 -/-, C3 -/-) sowie von Micellen durch
HSPG-gebundene und geléste LPL unter Zugabe von
rekombinantem Apolipoprotein C3

3.4.1 Versuchsplanung, -konfiguration und -durchfiihrung

Substrat: ApoAb5ko-ApoC3ko-VLDL

Die Gewinnung von VLDL erfolgte auf demselben Weg wie bislang beschrieben, ebenso
die Assay-Durchfiihrung. LPL-Konzentrationen wurden bei 0, 1 und 5 pg/ml gewéhlt,
die Addition von rApoC3 in den Konzentrationsstufen 0, 20 und 100 pug/ml, welches eine
ausreichende Beurteilung eines ApoC3-Effektes gewahrleisten sollte. Im Unterschied zum
vorherigen Versuch wurde nunmehr auch ApoC3-depletierte ApoA5-ko-VLDL verwendet
in der Absicht, den Inhibitionseffekt durch rApoC3 deutlicher darstellen zu kénnen.
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3.4.2 Effekt von ApoC3 auf die Hydrolyse von ApoA5- und
ApoC3-depletierter VLDL

Betrachtet man zunéchst die Reaktion bei HSPG-gebundener LPL in Abhéngigkeit von
der LPL-Konzentration und von rekombinantem ApoC3 sowie beiden Faktoren kombi-
niert, so zeigen sich nur teilweise signifikante Unterschiede. Allerdings inhibierte jede
ApoC3-Erhohung den absoluten Reaktions-Output, die LPL-Zugabe erhchte ihn. Der
ApoC3-Inhibitionseffekt bei niedriger LPL-Konzentration (1 pg/ml) war hierbei statis-
tisch nicht signifikant, der FFA-Output lag durschnittlich bei 0,035 + 0,005 mmol/l.
Auch bei hoher LPL-Konzentration von 5 pg/ml wurden die beobachteten Inhibitions-
effekte nur teilweise signifikant (Schritte zwischen 0 und 20 pg/ml sowie zwischen 0 und
100 pg/ml, (p < 0,01); absolut freigesetzte FFA: 0,095 &+ 0,023 mmol/l). Kummulativ
analysiert war die gegenseitige Abhéngigkeit von LPL- und ApoC3-Addition signifikant
(p < 0,05).

Frei zugesetzte LPL zeigte bei gegenseitiger Abhéngigkeit der variablen Zusétze durch-
weg hochsignifikante Effekte bei LPL-Konzentrationserh6hung (von 0 auf 1 pg/ml LPL:
freigesetzte FFA 0,200 4+ 0,051 mmol/l, p < 0,001; von 1 auf 5 pg/ml LPL: freige-
setzte FFA 0,442 £+ 0,737 mmol/l, p < 0,001). Unter denselben Voraussetzungen war
auch die rApoC3-Addition weitestgehend hochsignifikant (p < 0,01), hiervon ausge-
nommen ist der Schritt von 0 auf 20 pg/ml bei einer niedrigen LPL-Konzentration von
1 ug/ml, der die Signifikanzgrenze knapp verfehlt. Die kummulative Signifikanz bei ge-
genseitiger Abhéngigkeit von LPL und ApoC3-Zusatz war bei frei geloster LPL sehr
hoch (p < 0,001).

3.4.3 Versuchsplanung, -konfiguration und -durchfiihrung
Substrat: Micellen

Die eigentliche Reetablierung des HSPG-Assays diente der Testung von Micellen als
LPL-Substrat, welche in nachfolgendem Versuch unter Modulation mit rekombinantem
ApoC3 erfolgte. Die Ergebnisse sollten qualitative Vergleiche mit den Ergebnissen der
vorherigen Versuche erméglichen. Micellen wurden wie in 2.6 beschrieben hergestellt
und ab der Ultrazentrifugation genau wie VLDL behandelt, d.h. TG-Bestimmung und

Einsetzung als Substrat in den Assay bei einer TG-Ausgangskonzentration von 1 mmol/1.

3.4.4 Einfluss von ApoC3 auf die Hydrolyse von Micellen

Bei geloster LPL sowie bei proteoglykangebundener LPL zeigen sich dhnliche Ergebnisse.
Das Vorhandensein von ApoC3 in geringerer Konzentration (20 pg/ml) hemmt die Frei-

setzung freier Fettsduren nur gering, signifikant nur im Fall geloster LPL bei niedriger
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Konzentration von 1 ug/ml (ohne ApoC3: 0,138 + 0,012 mmol/l, mit ApoC3 20 pg/ml:
0,109 4+ 0,008 mmol/1). Werden grossere ApoC3-Mengen zugesetzt so wird die Inhibition
durchgehend signifikant sowohl bei geloster wie auch bei proteoglykangebundener LPL
(Restaktivitéten 18,2 bis 38,5%, p in allen Féllen < 0,01). So lagen nach der Hydrolyse
bei geloster LPL durchschnittlich 0,090 + 0,051 mmol/1 FFA (bei 1 ug/ml LPL) bzw.
0,222 £+ 0,088 mmol/1 FFA (bei 5 pg/ml LPL) vor, bei HSPG-Bindung der LPL waren
es 0,026 £+ 0,014 mmol/l FFA (bei 1 pg/ml LPL) bzw. 0,060 £+ 0,031 mmol/1 FFA (bei
5 ug/ml LPL).

3.4.5 Vergleich der Hydrolyse von Micellen und VLDL unter Modulation
von rApoC3

Im folgenden werden die Substrate VLDL und Micellen getrennt nach der benutzten
LPL-Bindungsart untersucht. Es fillt auf, dafl in beiden Bindungsfillen bei dreifacher
multifaktorieller Analyse (LPL-Konzentration, ApoC3-Addition und Wahl des Substra-
tes) kein statistisch signifikanter Unterschied in Abh#ngigkeit vom verwendeten Substrat
besteht. Betrachtet man die zugehdrigen Diagramme 3.5 und 3.6 so ist dies nachvollzieh-
bar: alle vier Diagramme zeigen einen ApoC3-Inhibitionseffekt, einen dosisabhéngigen
LPL-Effekt sowie eine in beiden Fillen um etwa den Faktor 3 unterschiedliche FFA-
Freisetzungsrate beim Vergleich HSPG-gebundener und geloster LPL. Genauere quali-
tative Differenzierungen sind mit statistischen Mitteln in diesem Fall nicht moglich.

Betrachtet man die Bindungsart ,,HSPG-gebunden“ der LPL isoliert, so zeigt sich
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zunéchst ein hochsignifikanter Einfluss durch die Substratwahl (p < 0,001), was sich aus
den in Abschnitten 3.4.2 und 3.4.4 unterschiedlichen Mittelwerten der FFA-Konzentra-
tionen ableitet. Ebenso ist der Einflufl der gegenseitigen Abhéngigkeit von Substratwahl
und der LPL-Konzentration signifikant (p < 0,01), was sich ebenfalls aus den o.g. Daten
ableiten 1a8t. Nur grenzwertig signifikant ist dagegen die gemeinsame Abhéngigkeit von
ApoC3-Addition und Substratwahl (p < 0,05). Geht man hier in die Tiefe und ana-
lysiert die paarweisen Interaktionen von ApoC3 und Substratwahl, so zeigen sich nur
in Féllen maximaler ApoC3-Zugabe (100 pug/ml) signifikante Unterschiede (bei 1 pg/ml
LPL: p < 0,01; bei 5 ug/ml LPL: p < 0,001). Gestiitzt wird diese Analyse, wenn
man die relative Inhibition durch 100 pg/ml ApoC3 zu dem Status ohne ApoC3-Zugabe
vergleicht (bei 5 pg/ml LPL): im Falle von Micellen betrug die Restaktivitit 23,9%,
bei VLDL betrug sie 65,3%. Lag die LPL gelost vor so zeigte die Substratwahl bei
Abhéngigkeit von ApoC3 ebenfalls keine eindeutige Signifikanz (p < 0,01), wihrend die
kombinierte Abhéngigkeit von LPL hochsignifikant ist (p < 0,001). In der Paaranalyse

von ApoC3 und Substratwahl zeigte sich, ebenfalls vergleichbar, eine Signifikanz nur fiir
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Wechsel zwischen hohen ApoC3-Konzentrationen (0 auf 100 pg/ml ApoC3: bei Micellen
und VLDL jeweils p < 0,001; 20 auf 100 pug/ml ApoC3: Micellen und VLDL p=0,000).
Die Restaktivitdten beim Sprung auf 100 pg/ml ApoC3 in hoher LPL-Konzentration
(5 ug/ml) betrugen bei Micellen 38,5% und bei VLDL 69,9%.

3.5 Hydrolyse muriner VLDL des Genotyps ApoA5-knockout
(ApoAb5 -/-) sowie von Micellen durch HSPG-gebundene
und geloste LPL unter Modulation von rekombinantem
ApoAb

3.5.1 Versuchsplanung, -konfiguration und -durchfiihrung

Um einen akzidentiellen Modulationseffekt durch individuelle Interaktion von Apolipo-
protein C3 oder einem durch Verunreinigung beigemischten Protein mit Micellen bzw.
VLDL auszuschlieflen, wurden die Versuche in dhnlichem Setting wie im vorangegegan-
genen Abschnitt 3.4 wiederholt. Diesmal wurde statt ApoC3 das Apolipoprotein A5
(ApoA5), ebenfalls rekombinant, der Reaktionsmischung beigefiigt. Substrate wurden
ApoAb-frei gehalten, hierzu wurde VLDL von M&usen die Linie ApoA5-ko verwendet,
auBerdem eine Micellen-Losung wie in 2.6 beschrieben. Zu erwarten ist in diesem Fall
nicht eine Inhibition sondern die Exzitation der LPL-Aktivitdt durch ApoA5 und somit
eine steigende Konzentration freier Fettsduren nach Hydrolyse unter dem Einfluf} steigen-
der ApoA5-Konzentrationen. Zunéchst erfolgte auch hier die Gewinnung von M#useblut
aus retroorbitalen Venenplexus der o.g. Mauslinie samt der anschliefenden Verarbei-
tung bis hin zur Gewinnung der VLDL-Fraktion. Parallel wurden Micellen hergestellt.
Anschlieend wurden die TG-Konzentrationen beider Substrate als Berechnungsgrund-
lage fiir die Reaktionsgemische gemessen. Der HSPG-Assay erfolgte getrennt fiir beide

Substrate mit Heparansulfat-Proteoglykan-gebundener sowie geloster LPL.

3.5.2 Einfluss von ApoAb5 auf die Hydrolyse von ApoA5ko-VLDL

Die Ergebnisse sind in Grafik 3.8 dargestellt. In der LPL-Bindung durch HSPG zeig-
te sich eine gut nachvollziehbare Exzitation, die sowohl nach getrennter Faktorana-
lyse als auch bei multifaktorieller Analyse (LPL-Konzentration mit rApoA5-Anstieg)
hochsignifikant ist (p < 0,001). Beim Schritt von 0 auf 10 pg/ml ApoA5 bei einer
LPL-Konzentration von 1 ug/ml stieg die Hydrolyserate von 0,081 £+ 0,006 mmol/1 auf
0,206 £+ 0,015 mmol/l FFA, bei 5 ug/ml LPL von 0,265 + 0,006 mmol/1 auf 0,473 +
0,030 mmol/l FFA, ein deutlicher Zuwachs von 154 bzw. 78 %. Im Fall gloster LPL
war die Exzitation in Abhingigkeit von LPL- oder rApoAb5-Steigerung jeweils hochsi-
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gnifkant (p < 0,001), in der gegenseitigen Abhingigkeitsbetrachtung jedoch zeigte sich
erst der Sprung von 5 auf 10 ug/ml rApoA5 als hochsignifikant (p < 0,001 in bei-
den LPL-Konzentrationen). In der entsprechenden Grafik ist die fehlende Abhéngigkeit
und die mangelnde Signifikanz durch einen Ausreisser bei 5 pg/ml LPL in Kombinati-
on mit 1 pug/ml ApoA5 zu erkldren. Der absolute Anstieg der Hydrolyseaktivitéit beim
Schritt von 0 auf 10 pg/ml ApoAb lag prozentual in dhnlichen Bereichen wie bei HSPG-
gebundener LPL (bei 1 ug/ml LPL stieg die Hydrolyserate von 0,351 + 0,058 mmol/l
auf 0,538 £+ 0,011 mmol/l FFA, bei 5 ug/ml LPL von 0,654 £+ 0,088 mmol/] auf 0,952
+ 0,051 mmol/l FFA, ein Zuwachs von 53 bzw. 45 %).

3.5.3 Einfluss von rApoAb5 auf die Hydrolyse von Micellen

Unter der Verwendung von Micellen als LPL-Substrat zeigten sich in beiden LPL-
Bindungsarten durchweg hochsignifikante Aktivitatsteigerungen, sowohl durch LPL-Erho-
hung als auch ApoA5-Zugabe (p < 0,001 fiir alle Settings). Die gegenseitige Abhéngig-
keitsbetrachtung zeigte ebenfalls eine hohe Signifikanz in allen Kombinationen (p <
0,001). Im Graphen wird dies durch absolute Steigerungen in allen oben genannten
Fallen deutlich, bei gleichzeitig geringer Streubreite der gewonnenen Daten. Auffallig
ist eine von 0 abweichende FFA-Konzentration in den Settings ohne LPL-Zugabe, aller-
dings ohne Betonung in einem bestimmten Fall. Dies deutet auf Reste freier Fettsiuren
im Substrat-Ansatz hin.

Die Hydrolyseaktivitéit stieg beim Schritt von 0 auf 10 pg/ml ApoA5 unter HSPG-
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Abbildung 3.9: Effekt von rApoA5 auf die Hydrolyse von Micellen, [links
HSPG-gebundene LPL, rechts frei geloste LPL; Mittelwerte =+
Standardabweichung

Bindung der LPL um mehr als das Fiinffache (525 %) bei 1 ug/ml LPL-Konzentration
(von 0,031 + 0,007 mmol/l auf 0,194 £+ 0,006 mmol/1 FFA), um 177 % bei 5 pg/ml LPL
(von 0,149 + 0,009 mmol/l auf 0,413 4+ 0,035 mmol/l1 FFA). Dieselben Settings im Fall
gelost vorliegender LPL ergaben eine Hydrolyse-Exzitation um 198 % bei 1 pg/ml LPL
(von 0,078 £ 0,034 mmol/1 auf 0,233 + 0,021 mmol/1 FFA) und um 189 % bei 5 pg/ml
LPL (von 0,188 4+ 0,098 mmol/1 auf 0,520 + 0,007 mmol/1 FFA).

3.5.4 Vergleich der Hydrolyse von Micellen und VLDL unter Modulation
von rApoAb5

Wie bereits in Abschnitt 3.4.5 werden die Substratvergleiche fiir beide LPL-Bindungsar-
ten getrennt betrachtet. Die an Heparansulfatproteoglykan gebundene LPL zeigte in der
dreifachen multifaktoriellen Analyse keinen signifikanten Unterschied zwischen Micellen
und VLDL. In zweifachen Abhéngigkeiten ergab sich jedoch ein signifikanter (p < 0,01)
Unterschied bei der Kombination ,,Substratwahl und ApoA5-Konzentration“. Geht man
hier in Einzelanalysen so ergibt sich aufler dem Konzentrationssprung von ApoAb von
0 auf 1 pg/ml, welcher nicht signifikant ist, fiir alle Konzentrationen ein hochsignifikan-
ter Effekt beim Substratwechsel. Dies spiegelt sich in den oberen beiden Graphen der
Abbildung 3.10 wider: die Grundaktivitit ohne ApoA5-Zugabe liegt bei VLDL deutlich
hoher (0,081 + 0,006 mmol/l1 FFA bei 1 pg/ml LPL und 0,265 + 0,007 mmol/1 FFA bei
5 ng/ml LPL) als bei Micellen (0,031 £ 0,007 mmol/l FFA bei 1 ug/ml LPL und 0,149
+ 0,009 mmol/1 FFA bei 5 ug/ml LPL) bei jedoch vergleichbaren Mengen freigesetz-
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Abbildung 3.10: Effekt von rApoAb5 auf die Hydrolyse von VLDL und Micellen, gruppiert
nach eingesetzter LPL-Menge (1 und 5 pug/ml, linke und rechte Spalte)
und LPL-Bindungsart (HSPG-Bindung oben, LPL in Ldsung unten);
Mittelwerte + Standardabweichung

ter FFA unter hochster ApoA5-Konzentration (10 pg/ml). Somit lag bei Micellen ein
groferer Aktivitédtszuwachs vor als bei VLDL. In derselben Analyse ergibt sich fiir einen
Substratwechsel bei hochster ApoA5-Konzentration und in beiden LPL-Konzentrationen
ein nur grenzwertig signifikanter Unterschied (p < 0,05), was sich durch die weitestge-
hend angeglichenen Mengen freigesetzter FFA erklart.

Im Fall geloster LPL (Abbildung 3.10, untere Reihe) sind dhnliche Beobachtungen
festzustellen: die Graphen zeigen, wenn auch auf anderem quantitativen Niveau und
mit unterschiedlichen Steigungen, in beiden Substratfillen eine Exzitation sowohl un-
ter Zugabe von ApoAb5 als auch unter vermehrter LPL-Zugabe. Es liegt ohne ApoA5
eine erhohte Grundaktivitéit bei VLDL-Substrat vor, der Unterschied betrug hier bis zu
350% (1 pg/ml LPL ohne rApoA5; Micellen: 0,078 + 0,034 mmol/l FFA; VLDL: 0,351
+ 0,058 mmol/l FFA). Dieser Unterschied relativiert sich - vergleichbar mit HSPG-
gebundener LPL - durch erhohte Aktivitdtszunahme bei LPL- und ApoA5-Erhchung.
Allerdings liegt diesmal auch ein deutlicher Unterschied bei maximaler ApoA5- und LPL-
Konzentration vor (Micellen: 0,520 + 0,007 mmol/l1 FFA; VLDL: 0,952 + 0,051 mmol/]
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FFA). Die dreifach multifaktorielle Varianzanalyse ist signifikant (p < 0,05), ebenso die
zweifache Abhéngigkeit von Substratwahl und ApoA5-Konzentration (p < 0,05). Zu
betonen ist hierbei ein Ausreisser in der Hydrolyse von VLDL bei 5 pg/ml LPL und
1 ug/ml ApoAb, weshalb diese Signifikanzen kritisch betrachtet werden sollten. Igno-
riert man diesen Ausreifler, so kann man beobachten, dass der Kurvenverlauf bei beiden
Substraten nahezu parallel ist.

Zusammenfassend ist bei beiden Substraten unter gleichen Voraussetzungen derselbe
Effekt zu beobachten bei gleichzeitig deutlichen Unterschieden in der Gréflenordnung,
hier v.a. in der gréfleren Grundaktivitit ohne ApoA5-Addition. Dies erklért sich al-
ler Wahrscheinlichkeit nach durch die weiteren, in VLDL-Partikeln vorhandenen Co-
Faktoren wie Apolipoprotein C2.
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4 Diskussion

Die Verwendung von Micellen-Liposomen-Losungen als Lipase-Substrat wurde zum ers-
ten Mal von Redgrave and Maranhao zur Untersuchung des Fettstoffwechsels am Rat-
tenmodell angewandt (Redgrave and Maranhao, 1985), damals in vivo zur Kldrung,
ob kiinstliche Lipidkonglomerate verstoffwechselt werden wiirden. In mehreren wissen-
schaftlichen Arbeiten wurden kiinstliche Lipid-Gemische als Substrat fiir fettverwertende
Enzyme genutzt (Rensen et al., 1997a; Lookene et al., 2005). Die in der vorliegenden
Arbeit verwandten Lipidkonglomerate (Micellen) entsprechen aufgrund ihrer Grofle und
Dichte am ehesten den VLDL-Partikeln (Flottieren in der Ultrazentrifugation, Grofle
20-100 nm). Dies erleichtert insofern die Diskussion der Ergebnisse, als sowohl die Grofie
des Substrates wie auch dessen Lipidgehalt (also das Verhiltnis von Triglyceriden - hier
Triolein - sowie von Cholesterin und Phospatidylcholin) mit VLDL-Partikeln vergleich-
bar sind.

Dass Micellen bei entsprechender Priéparation und Aufbereitung in vivo am Lipid-
Stoffwechsel teilnehmen koénnen wurde bereits nachgewiesen (siehe oben). Im Rahmen
des in der Einleitung erwdhnten ,, Targeted Drug Delivery“ wurde ebenso die Moglichkeit
aufgezeigt, dass Micellen durch Apolipoproteine die eigene Endozytose mediieren konnen
(Kopecka et al., 2011). Die generelle Annahme, dafl die Addition von Apolipoproteinen
an kiinstliche Lipidstrukturen wie Liposomen oder Micellen denselben Effekt auf den
Zielrezeptor ausiiben kann wie ein komplexes Lipoprotein, welches das gleiche Apoli-
poprotein inkorporiert, erscheint auf diesem Hintergrund plausibel, wurde jedoch nie
verglichen. Es gibt allerdings zahlreiche Unterschiede, die auf Basis der vorliegenden
Ergebnisse nachfolgend separat diskutiert werden.

Ein Faktor, der in der vorliegenden Untersuchung nicht beriicksichtigt wurde, ist
die substratabhéngige Hydrolysegeschwindigkeit. Diese konnte teilweise die beschrie-
benen Unterschiede erklidren, indem man konstatiert, dal das Stoppen der Lipolyse
durch Triton zu unterschiedlichen relativen Zeitpunkten des Reaktionsfortschritts erfolg-
te - abhéngig vom Substrat. Insofern ist ein quantitativer Vergleich nur eingeschriankt
moglich. Fiir diese Hypothese spriche das Fehlen eines regulierenden Antagonisten in den
Micellen sowie deren unterschiedliche Lipidverteilung auf der Partikeloberfliche, zum
einen aufgrund fehlender strukturgebender Membranproteine, zum anderen aufgrund

anderer Lipidzusammensetzung. Dies kénnte eine verzogerte oder verbesserte Substrat-
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verfiigbarkeit fiir die LPL nach sich ziehen und die unterschiedlichen Grundaktivitéiten
in den in Kapiteln 3.4 und 3.5 beschriebenen Versuchen erkléren.

Der iiberwiegend am Enzym LPL wirkende Inhibitions-Effekt der TG-Clearance durch
ApoC3 wurde bereits mehrfach beschrieben und nachgewiesen (Jong et al., 2001). Ma-
eda et al. wiesen bereits frither nach, daf3 die genetische Deletion des ApoC3-Gens in der
Maus unbeabsichtigt zu einer verminderten Expression von ApoAl und ApoA4 fiihrt
(Maeda et al., 1994). Dies wie auch die Kenntnisse iiber humane Defizienz bzgl. des
ApoA1-C3-A4-Clusters mit vergesellschafteter Risikosteigerung fiir koronare Herzkrank-
heit veranlasste Mezdour et al. zur Entwicklung eines neuen Mausmodells, welches ne-
ben ApoC3 auch vollstéindige Defizienz bzgl. ApoAl und ApoA4 zeigt (Mezdour et al.,
2006). Dieses wurde in der vorliegenden Arbeit nicht verwendet, héitte jedoch das oben
angesprochene Problem aus einer weiteren Perpektive zeigen kéonnen. Der Entdeckung
von ApoA5 im oben genannten Cluster miiffite im Mausmodell dann allerdings eben-
so beriicksichtigt werden. Grund fiir diese Ausfiihrungen sind, dafl auch bei VLDL-
Partikeln, extrahiert aus murinem Blutplasma, durch die genetische Manipulation von
einer Ungenauigkeit der Apolipoprotein-Interaktion auszugehen ist.

Ein weiterer Aspekt betrifft den Vergleich der Hydrolyse durch geloste LPL in den
Abbildungen 3.3 auf Seite 36 und 3.5 auf Seite 38 (jeweils rechter Graph in der Ab-
bildung): es fillt auf, dafl bei Verwendung von ApoA5-ko-VLDL kein Effekt unter der
Addition von rekombinantem ApoC3 zu beobachten ist - die Hohe freigesetzter FFA
blieb weitestgehend konstant. Dagegen ist der ApoC3-Inhibitions-Effekt im zweiten Ver-
such deutlich auszumachen und statistisch signifikant - der Unterschied lag hier in der
Verwendung von VLDL, welche aus Plasma eines anderen Mausmodells entstammte in
dem eine zusétzliche Deletion des ApoC3-Gens vorlag. In diesem Fall traf das rekombi-
nante ApoC3 auf ein ApoC3-freies Lipoprotein, wihrend im ersten Fall bereits ApoC3
im Rahmen der natiirlichen Lipoproteinzusammensetzung vorlag. Hier ist anzunehmen,
dass Sattigungsbereiche eher erreicht wurden und daher kein zusétzlicher Inhibitionsef-
fekt ohne Zugabe erheblicher Mengen rApoC3’s erreicht worden wéren.

In jedem der oben genannten Félle blieb allerdings die komplexere Interaktion weite-
rer Apolipoproteine mit dem eingesetzten Modulations-Apolipoprotein unberiicksichtigt.
In der oben genannten Anwendung von Micellen durch Redgrave and Maranhao in vi-
vo ist wihrend des Verweilens der Partikel in der Blutbahn von einer Apolipoprotein-
Ubertragung von anderen Lipoproteinklassen, insbesondere von HDL, auf die Micellen
auszugehen, was ApoA5 annehmbar mit einschliefit (O’Brien et al., 2005). In den Assays
der vorliegenden Arbeit fehlen in den Micellen widerum bis auf die Additive ApoC3 und
ApoA5 alle weiteren Apolipoproteine, und zwar auch im finalen Hydrolyseschritt. Ande-
rerseits ist genau dies beabsichtigt, da die aufwéndige Lipoprotein-Isolierung durch den

FErsatz von Micellen vermieden werden soll. Letztendlich ist die komplexe Interaktion
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der Apolipoproteine mit den beteiligten Stoffen der Schliisselfaktor, der die beobachte-
ten Unterschiede im Hydrolye-Versuch erkliren konnte.

Es bleibt zusammenfassend festzustellen, dass die statistische Analyse keinen eindeuti-
gen, multifaktoriell abhéngigen Unterschied in der Verwendung von Micellen oder VLDL
aufzeigte. Dies bedeutet, dass ein Modulationseffekt von rApoA5 oder rApoC3 auf LPL
verschiedener Konzentrationen sowohl bei VLDL-Partikeln als auch bei Micellen beob-
achtet wurde. Insofern ist davon auszugehen, dafl Micellen im Hydrolyseversuch durch
LPL als addquater Ersatz fiir VLDL dienen kénnen.

Die auf Seite 2 formulierte Hypothese lautete, dass es einen signifikanten Unterschied
in der Verwendung von Micellen oder VLDL als Substrat der LPL in der durch Apoli-
poproteine modulierten Hydrolyse gebe. Diese Hypothese ist aufgrund der vorliegenden
Ergebnisse abzulehnen. Auf Grundlage der Ergebnisse dieser Arbeit kénnen VLDL und

Micellen in vitro dquivalent eingesetzt werden.
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5 Zusammenfassung

Micellen sind stabile Lipidaggregate in wassriger Lésung mit &hnlicher Lipidzusammen-
setzung und Grofle wie VLDL-Partikel. Wahrend VLDL-Partikel mit grolem Zeit- und
Materialaufwand isoliert werden miissen, sind Micellen kostengiinstiger und schneller
herzustellen. Insbesondere ist die Herstellung von Micellen nicht von einer Versuchstier-
haltung abhéngig. VLDL wie auch Micellen sind potentielle Substrate des Enzyms LPL,
welches das geschwindigkeitsbestimmende Enzym in der Hydrolyse von Triacyglycerolen
ist (Olivecrona and Olivecrona, 1995). In der in vitro Hydrolyse durch HSPG-gebundene
LPL wurde bislang VLDL als Substrat eingesetzt (de Man et al., 1997; Kluger et al.,
2008). Zur Modulation der Hydrolysegeschwindigkeit konnen beiden Substraten Apoli-
poproteine zugesetzt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Modulationseffekte der rekombinanten Apo-
lipoproteine A5 und C3 auf die Aktivitit der LPL beobachtet. Grund fiir die Auswahl
von ApoAb5 war dessen bekannter, potenter Exzitationseffekt auf die Hydrolysegeschwin-
digkeit. ApoC3 wurde wegen dessen gut dokumentierter antagonistischer Wirkung zu
ApoA5 als zweites Modulationsagens eingesetzt, zudem scheint es keine Wechselwirkung
der beiden Apolipoproteine zu geben (Baroukh et al., 2004). Bei beiden Apolipoprote-
inen wurde angenommen, dass die getesteten Substrate qualitative Unterschiede in der
Reaktion auf die Apolipoproteinzugabe zeigen wiirden.

Die Resultate zeigten, dass beide Substrate teils signifikant unterschiedliche Hydro-
lysegeschwindigkeiten der LPL ausmachen. Jedoch waren die qualitativen Effekte der
Modulation bei beiden Substraten nicht signifikant verschieden. Sowohl der erhchte
Umsatz von TG in freie Fettsduren unter ApoA5-Einfluss wie auch die Hemmung der
Fettsdure-Freisetzung unter Zugabe von ApoC3 wurde bei beiden Substraten in signi-
fikantem Ausmafl beobachtet. Somit konnte auf Grundlage dieser Arbeit nachgewiesen
werden, dass Micellen als addquater Ersatz von VLDL in der in vitro Hydrolyse durch
HSPG-gebundene LPL dienen kénnen.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

APO
BP
BSA
CHOL
DNA
DMSO
DTT
FFA
HDL
HSPG
IDL
Kb
KHK
LCAT
LDL
LPL
NaCl
NEFA
PBS
PCR
RNA
RPM
TE
TG
VLDL

‘Wasser

Apoliprotein

Basenpaare

Bovines Serumalbumin
Cholesterol
Desoxyribonucleinacid
Dimethsulfoxid

Dithiothreitol

Free fatty acid = freie Fettsduren
High Density Lipoprotein
Heparan Sulfat Proteoglykan
Intermediate density lipoprotein
Kilobasen

Koronare Herzkrankheit
Lecithin-Cholesterin-Acetyl-Transferase
Low Density Lipoprotein
Lipoproteinlipase
Natriumchlorid

Non-esterified fatty acids
Phosphate buffered saline
Polymerase chain reaction
Ribonucleinacid

Rounds per minute

Tris-EDTA

Triglyzeride

Very Low density lipoprotein

doppelt destiliertes und autoklaviertes Wasser
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