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2 Zusammenfassung

2.1 Bedeutung des Lipidstoffwechsels fiir metabolische

Erkrankungen

Die Pravalenz metabolischer Erkrankungen steigt in den letzten Jahrzehnten weltweit
epidemisch an®®. Dies steht direkt im Zusammenhang damit, dass - aufgrund einer zu-
nehmenden Zufuhr an hochenergetischer Nahrung bei gleichzeitigem Bewegungsman-
gel - die Anzahl der adipésen Menschen in der Bevolkerung stark ansteigt®. Anhalten-
des Ubergewicht fiihrt haufig zur Entwicklung eines metabolischen Syndroms. Dieses
beschreibt eine pathophysiologisch-relevante Entgleisung des Stoffwechsels, welche
unter anderem durch erhohte Triglyzerid-Werte im Plasma (Hypertriglyzeridamie), Insu-
linresistenz, abdomineller Fettleibigkeit und Bluthochdruck charakterisiert ist. Folgeer-
krankungen wie Diabetes mellitus Typ 2, sowie Stérungen des Lipoprotein-Stoffwech-
sels mit folgender Atherosklerose und koronarer Herzkrankheit (KHK), spielen im tagli-
chen klinischen Alltag in Bezug auf Morbiditdt und Mortalitat mittlerweile weltweit eine

herausragende Rolle®.,

Der Lipidstoffwechsel ist ein entscheidender Faktor bei der Pathophysiologie dieser Er-
krankungen®. Eine Hyperlipoproteinamie und die intrazellulare Lipidakkumulation, als
Folge hochkalorischer Nahrung mit der Entwicklung einer Adipositas, sind eng verzahnt
mit der Entstehung von pathophysiologisch-relevanten Lipidablagerungen in der Arte-
rienwand, der sogenannten Atherosklerose. Man unterscheidet priméare Hyperlipopro-
teinamien, bei denen verschiedene genetische Mutationen alleine den Klinisch-relevan-
ten Phanotyp auslésen kénnen, von sekundaren, erworbenen Formen der Hyperlipopro-
teinamie. Die sekundare Hyperlipoproteindmie entsteht im Zusammenspiel mit geneti-
schen Pradispositionen durch Risikofaktoren wie Adipositas, Rauchen, Bewegungsman-
gel oder ist auf Grunderkrankungen wie Alkoholismus, einer Hypothyreose, aber auch

das nephrotisches Syndrom zuriickzufiihren®.

Die Hyperlipoproteinamien werden klassischerweise nach der Fredrickson-Klassifikation
eingeteilt®(Tabellel). Allen gemeinsam ist ein zu hoher Triglyzerid- und/oder Choleste-
rinspiegel im Blut. Je nach Lipoproteinpartikel-Klasse kann es zu verschiedenen Auspra-
gungen von Erkrankungen kommen. So fihrt zum Beispiel insbesondere eine Hypercho-
lesterinamie, allerdings auch eine kombinierte Hyperlipoproteinamie, zu einem stark er-

hohten Risiko an Arteriosklerose zu erkranken®.



Partikel Vermehrung Chylomikronen LDL LDL+VLDL IDL VIDL | VLDL+Chylomikronen
CHOL n 1t t ) n-¢
o ) |t t |t )
Serum lipdmisch Kar trilb bis lipamisch
Verteilung extrem selten héufig héufig | gelegentiich ] héufig | sehr selten

n= innerhalb des Referenzbereiches; t = stark erhoht; 1 =erhoht

Tabelle 1: Einteilung Hyperlipoproteindmien

Die Fredrickson Klassifikation teilt primére Hyperlipoproteindmien in finf verschiedene Typen ein,
die sich durch die im Plasma anfallenden Partikel — und damit auch im Triglyzerid- (TG) und
Cholesteringehalt (CHOL) — unterscheiden. (Tabelle modifiziert nach Herold — Innere Medizin
2012).

Das Fettgewebe von Ubergewichtigen Menschen ist durch ein niedrigschwelliges, aber
chronifiziertes Entziindungsmuster charakterisiert"® 9. Durch eine Uber- oder Fehler-
nahrung gelangt Uberschissige Nahrungsenergie in weil3e Fettdepots und wird dort in
Form von Triglyzeriden gespeichert®?, Halt dieser Zustand der Ubererndhrung an,
kommt es zur Akkumulation von Lipiden, zur Hypertrophie der Fettzellen und einer Ex-
pansion des Fettgewebes, welche mit der Ausschittung von Entziindungsmediatoren
wie TNF- a und IL-6 und vermehrtem Einwandern von Gewebsmakrophagen einherge-
hen®. Durch diesen chronischen Entziindungszustand bedingt, entwickelt sich eine In-
sulinresistenz des Fettgewebes?. Aufgrund des daraus folgenden geringen Anspre-
chens Insulin-responsiver Zielgewebe wie dem Fettgewebe, aber auch dem Muskel, ist
ein kompensatorisch hoherer basaler Insulinspiegel erforderlich, um eine analoge Wir-
kung im Zielgewebe zu erzielen®?, In Folge der verstarkten Insulinsekretion kann es zu
einer Uberlastung der insulinproduzierenden B-Zellen der Langerhans’schen Inseln mit
einhergehendem Verlust dieser Zellen im Pankreas kommen. Bei entsprechenden
Krankheitsverlaufen kann es notwendig sein, dass der Insulinbedarf Gber exogen zuge-

fuhrtes rekombinantes Insulin per subkutaner Injektion gedeckt werden muss @b,

Die Vermittler- und Verteilerfunktion von Lipoproteinen verbindet die Pathogenese von
metabolischen Erkrankungen, sodass das Verstandnis der Regulation des Lipidstoff-
wechsels unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen eine Schlis-

selrolle in der Pravention und Behandlung von metabolischen Diathesen zukommt.



2.2 Physiologie und Pathophysiologie des Lipoprotein-
Stoffwechsels

Der Lipid- und Lipoproteinstoffwechsel ist von essentieller Bedeutung fir verschiedene
Funktionen des murinen und humanen Organismus. Wahrend Cholesterin und Phos-
pholipide insbesondere als Membranbestanteile von besonderer Bedeutung sind, wer-
den die aus Glyzerol und drei veresterten Fettsduren zusammengesetzten Triglyzeride
vorwiegend Uber die mitochondriale beta-Oxidation im Muskel und Herz zur Energiege-
winnung genutzt. Bei anabolen Stoffwechsellagen werden Triglyzeride in Fetttropfchen,
den sogenannten lipid droplets, im Fettgewebe gespeichert, die bei kataboler Stoffwech-

sellage zur Energieversorgung metabolisch-aktiver Organe freigesetzt werden.

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung und Regulation des Triglyzerid-Stoffwechsels un-
tersucht, so dass im Folgenden insbesondere der Stoffwechsel der Triglyzerid-reichen
Lipoproteinen beschrieben wird. Da Triglyzeride hydrophob sind, werden sie im wassri-
gen Milieu des Blutes in Form von Lipid-Protein-Komplexen, den Lipoproteinen, trans-
portiert. Lipoproteine bestehen aus einer hydrophilen Hille aus Phospholipiden, welche
eine polare Kopfgruppe tragen und einem hydrophoben Kern aus Triglyzeriden und Cho-
lesterylestern. Lipoproteine sind insbesondere durch ihre Dichte, Gré3e und Apolipopro-
teine charakterisiert, wobei letztere Struktur und Funktion vermitteln®®. Man  unter-
scheidet zwei Arten von Triglyzerid-reichen Lipoproteinen (TRL): nach Nahrungsauf-
nahme werden in den Dunndarmzellen die Chylomikronen aus exogen zugefihrten Lip-
iden synthetisiert, wahrend in der Leber die Triglyzerid-reichen VLDL (very low density
lipoproteins) aus endogen vorhandenen Lipiden vor allem unter katabolen Bedingungen

hergestellt und in den Blutkreislauf abgegeben werden.

Exogen zugefuhrte Nahrungsfette und fettlésliche Vitamine werden in Enterozyten der
Darmmukosa in Chylomikronen verpackt und an die Lymphe abgegeben®®. Nachdem
im Dunndarm Triglyzeride aus der Nahrung freigesetzt werden, emulgieren Gallensau-
ren im Duodenum die Nahrungslipide zu Mizellen. Diese sind der Pankreaslipase zu-
ganglich und setzen Monoacylglyzeride und Fettsauren frei, die von Enterozyten absor-
biert werden kdnnen. Im Enterozyt findet eine Re-Veresterung zu Triglyzeriden statt,
welche mit dem strukturgebenden APOBA48, Phospholipiden, sowie Cholesterinestern
assembliert werden. Die reifen Chylomikronen, die einen Triglyzerid-Anteil von bis 95%
aufweisen, werden daraufhin apikal in die Lymphbahn abgegeben, die im Ductus thora-

cicus minden und Uber den Venenwinkel in die Blutbahn gelangen®®.



Dieser Weg erlaubt eine initiale Umgehung der Leber, so dass die Triglyzeride der Chy-
lomikronen zum einen fir die Versorgung metabolisch-aktiver Organe wie dem Herz-
muskel genutzt werden und zum anderen zur Energiespeicherung dem Fettgewebe zu-

gefuihrt werden, ohne vorher die Leber zu passieren.

Dieser Prozess wird durch das Protein Lipoproteinlipase (LPL) reguliert, dessen aktive
Form an das Endothel der Kapillaren gebunden ist®>19. Die LPL ist ein Schliisselenzym
in der Hydrolyse von Triglyzeriden im Lipoproteinstoffwechsels - metabolisch aktive LPL
ist am Endothel lokalisiert, nachdem es von parenchymalen Zellen produziert und zur
luminalen endothelialen Seite mit Hilfe des exklusiv in Endothelzellen synthetisierten
Protein GPIHBP1 (glycosylphosphatidylinositol anchored high density lipoprotein binding
protein 1) transportiert worden ist*”. LPL wird insbesondere in Parenchymzellen — nicht
im Endothel selbst — von braunem Fettgewebe (brown adipose tissue - BAT), weil3em
Fettgewebe (white adipose tissue, WAT), Herz- und Skelettmuskel exprimiert®®, wah-
renddessen sie postnatal nur wahrend der Sauglingsphase in der Leber relevante Ex-
pressionsraten zeigt.

LPL istam Endothel an Heparansulfat-Proteoglykane und/oder GPIHBP1 gebunden und
ausschlieRlich als Homodimer hydrolytisch aktiv®. Das Enzym ist in der Lage, Triglyze-
ride aus TRL zu hydrolysieren und Fettsauren freizusetzen, besitzt aber auch eine intrin-
sische Phospholipaseaktivitat'®. Als Weiteres kann LPL Lipoproteine binden und sie in
raumliche Nahe zur GefaRwand bringen, um dort Hydrolyse und Lipoproteinaufnahme
zu vermitteln (sogenannte Bridging Funktion)®®. LPL kann auch als Ligand fiir Rezepto-
ren der LDL-Rezeptorfamilie dienen?, um eine Lipoproteinaufnahme zu stimulieren, als
auch selektiv Lipoprotein assoziierte Lipide wie Cholesterylester® oder Vitamin E®??
Aufnahmeraten zu beeinflussen. Nach der Hydrolyse verbleibt LPL als Ligand auf den
vom Endothel dissoziierten Chylomikronen-Remnants und vermittelt die schnelle Auf-
nahme in die Leber Uber hepatisch Lipoprotein-Rezeptoren wie dem LDL-Rezeptor oder
LRP1 (LDL-Receptor-Related-Protein 1)@,

Der Verlust von enzymatischer Aktivitat, etwa durch genetische Mutationen von LPL, wie
zum Beispiel N291S, D9N, G188E®¥, filhren zu erhohten Konzentrationen von Triglyze-
riden im Plasma, wobei ca. 10% aller Patienten mit Hypertriglyzeridamie heterozygote
Trager von Mutationen der Lipoproteinlipase sind®®. Ein homozygotes Defizit an en-
zymatisch aktiver LPL ist mit einem Vorkommen von 1:1.000.000 sehr selten und fiihrt
bei massiv erhthten Triglyzeridwerten zum Krankheitshild der Hyperchylomikrondamie
24 Der Verlust bzw. Reduktion von enzymatisch aktiver LPL fiihrt in Mausen wie in
Menschen zu erniedrigten HDL Spiegeln und damit zu einem weiteren, zusétzlichen Ri-

sikofaktor fuir kardiovaskulare Erkrankungen®®,



Die Fahigkeit Triglyzeride zu hydrolysieren und Lipoproteine zu binden, hat zu der Sub-
strate-Steal-Hypothese geflihrt®”, Nach dieser bestimmt die LPL-Verteilung organab-
hangig, durch die lokale enzymatische Wirkung, eine Organverteilung von postprandia-
len Triglyzeriden. So findet zum Beispiel durch eine Uberexpression von Muskel-LPL
eine Direktion vom Fettgewebe zum Muskelgewebe statt. Ebenso wurde mittels Leptin-
defizienten Mausen dargelegt, dass fettgewebsspezifische LPL ein Hauptfaktor fur die
Entwicklung von Ubergewicht ist®®. Durch Mechanismen der de novo Lipogenese ge-
lingt es Adipozyten-spezifischen LPL Knockout Tieren jedoch, ein normales Fettgewebs-
volumen zu erlangen®®, In dem Fettgewebe dieser transgenen Tiere sind allerdings nur
deutlich reduzierte Anteile an postprandialen, exogen zugefiihrten, essentiellen Fettsau-

ren zu detektieren.

Daruber hinaus ist die LPL maf3geblich fir die Triglyzeridaufnahme wahrend der adapti-
ven Thermogenese zustandig. Wahrend der physiologischen Aktivierung von braunem
Fettgewebe durch Kalteexposition vermittelt LPL, zusammen mit CD36, die intrazellulare

Substratverfiigbarkeit von postprandialen Lipiden®,

Die Lipoproteinlipase hydrolysiert Triglyzeride aus Lipoproteinen, welche dann in das
Zielgewebe aufgenommen werden. Insbesondere das Fettgewebe und oxidative Mus-
kulatur zeigt eine hohe Expressionsraten der LPL. In der Folge sinkt der Triglyzeridanteil
in Chylomikronen, so dass der prozentuale Cholesteringehalt steigt und Chylomikronen-
Remnants entstehen. Diese Remnants sind potentiell atherogen®?, allerdings betragt
die Halbwertszeit (HWZ) von Chylomikronen-Remnants im Menschen etwa 5 Minuten®b,
Von High Density Lipoproteins (HDL) erhalten Chylomikronen Apolipoprotein E (APOE),
welches an den LDL-Rezeptor und wie oben beschrieben an LRP1 der Leber binden
kann. APOE erzwingt dort durch die Bindung an diese Rezeptoren eine Aufnahme der
Partikel und damit eine Clearance der atherogenen, cholesterinhaltigen Remnant-Parti-
kel.

Wahrend einer Nahrungskarenz ware die HWZ von Chylomikronen zu gering, um eine
dauerhafte Triglyzerid-Versorgung der peripheren Organe zu gewahrleisten. Durch den
endogenen Lipoproteinstoffwechsel zeigt sich die Leber in der Lage, diese Funktion
durch die Synthese von Triglyzerid-reichen Lipoproteinen zu ibernehmen. Diese Very
Low Density Lipoproteins (VLDL) zeigen im Vergleich zu Chylomikronen eine wesentlich
hohere Plasma-HWZ von einer Stunde®?. Die Struktur dieser Lipoproteinklasse wird
durch APOB100 beeinflusst®®. Diese unterscheidet sich im Vergleich zu APOB48 der
Chylomikronen zunachst einmal durch die Lange des Proteins (APOB48 entspricht 48%
von APOB100), sowie der Rezeptorbindungseigenschaft. APOB100 besitzt eine hohe
Affinitdt zum LDL-Rezeptor, nicht aber zu anderen Mitgliedern der LDL-Rezeptor-Fami-

lie.



Die Triglyzeridhydrolyse der VLDL findet ebenfalls tber LPL statt, sodass auch in diesen
Partikeln der Triglyzeridanteil mit zunehmender Zirkulation sinkt. Uber die Zwischenstufe
der Intermediate Density Lipoproteins (IDL) entstehen Low Density Lipoproteins (LDL).
Auch diese Partikel sind potentiell atherogen®, dienen aber auch der Cholesterinversor-
gung der Peripherie. Cholesterin ist ein Lipid, welches vom Koérper selbst synthetisiert
werden kann, allerdings auch in tierischen Produkten und Erzeugnissen vorkommt und
somit durch Ernédhrung exogen dem Koérper hinzugefiigt werden kann. Kommt es dabei
zu einer von dem Bedarf unabhéngigen, autonomen Cholesterinsynthese, kann es zu
einem erh6hten Plasmacholesterinspiegel, einer Hypercholesterindmie, kommen. Eine
Hypercholesterinamie ist ein wesentlicher Risikofaktor fir die Entstehung von Athero-
sklerose®. Diese ist definiert durch arterielle Lipidablagerungen, welche meistens zwi-
schen Intima und Media der Arterie lokalisiert ist. Die Bildung dieser Plaques ist der erste
Schritt beim Prozess der Atherosklerose und wird durch einen hohen LDL Spiegel, aber
auch durch hohe Konzentrationen von Cholesterin-reichen Remnant-Lipoproteinen be-
gunstigt. Im Wesentlichen ist davon auszugehen, dass das Verhéltnis von LDL zu HDL
einen wichtigen Anteil daran hat, ob bei einer Hypercholesterindmie eine Atherosklerose
entsteht®. Der HDL Stoffwechsel beschreibt den sogenannten reversen Cholesterin-
transport, also ein Transport von der Peripherie zur Leber hin. Dieser Mechanismus
schitzt vor Atherosklerose, da dieser auch die Cholesterinplaques einschlief3t, indem es
der Entstehung vorbeugt, als auch das Plague Volumen reduzieren kann. Aktuelle Daten
lassen keinen Zweifel, dass auch die Remnants der TRL und damit die Plasma Trigly-

zerid-Spiegel ein unabhangiger kardiovaskularer Risikofaktor ist®%,

2.3 Rolle von APOAS5 im Lipoprotein-Stoffwechsel

Apolipoprotein A5 (APOADS) ist ein relativ neuentdecktes Mitglied der Apolipoprotein Fa-
milie, welches erst 2001 von Pennacchio et al.®*» und unabhangig davon gleichzeitig von
Van der Vliet et al.® innerhalb eines open-reading frames des APOA-I/C-lIl/A-IV Clus-
ters auf Chromosom 11923 entdeckt wurde. Das humane Gen besteht aus vier Exons
und drei Introns und weist eine strukturelle Ahnlichkeit zu APOA4 auf®¥, APOA5 kann
auf Triglyzerid-reichen Lipoproteinen und HDL nachgewiesen werden®®, wobei sich die
Bindungsstellen zu HDL und VLDL zu unterscheiden scheinen®”. Das Protein besteht
aus 366 Aminosauren mit einer molekularen Masse von 39kDa, wovon 23 Aminosauren
fur ein Signalpeptid codieren, welches posttranslational im endoplasmatischen Retiku-
lum abgespalten wird, sodass das sezernierte Proteinkonstrukt noch 343 Aminosauren
beinhaltet. ®®  APOAS5 wird hauptsachlich in der Leber®), aber auch im Darm®® expri-
miert, wobei die Leberexpression die Darmexpression im Menschen mehr als 30.000-

fach Ubersteigt®?, nichtsdestoweniger zeigte sich die intestinale APOA5 Genexpression
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Fettsdure und Fibrat responsiv. Sowohl Fettsauren als auch die zur Triglyzerid-Senkung
eingesetzten Fibrate binden dabei an PPAR-alpha (peroxisome proliferator activated re-
ceptor), so dass die Expression von APOA5 direkt durch einen der wichtigsten Lipid-
aktivierbaren Transkriptionsfaktor in der Leber reguliert wird %4,

APOAGS erfilllt sowohl intrazellular, als auch extrazellular verschiedene Rollen“?, APOAS
ist ein monomeres, austauschbares Apolipoprotein®®, was zur Folge hat, dass es nicht
ortsstandig auf VLDL und HDL final gebunden ist und deren kataboles Schicksal teilt —
anders zum Beispiel als das fur Chylomikronen strukturbildende APOB48.

Interessanterweise ist der Plasmaspiegel von APOA5 im Gegensatz zu anderen Apoli-
poproteinen extrem niedrig. So finden sich zum Beispiel von APOA-I etwa 1g/L, wah-
renddessen APOAS5 eine Konzentration von nur etwa 100-250ug/L erreicht*®. Ein im
Blut zirkulierendes APOA5 Protein kommt hierbei rechnerisch auf 24 VLDL Partikel“¥,
so ist es nicht verwunderlich, dass nur auf 6% der VLDL Partikel APOA5 nachgewiesen

wurde®),

Van Der Vliet et al. konnten zeigen, dass eine adenovirale Uberexpression zu einer
70%igen Reduktion von Triglyzeriden im murinen Modell fuhrt“®, wohingegen der
Knockout zu einer starken Hypertriglyzeridamie fiihren kann®%. Die genaue Funktion von
APOAGS ist nicht vollstandig geklart. Es wurde gezeigt, dass eine experimentell induzierte
sehr hohe hepatische APOA5-Konzentration die VLDL Synthese beeinflussen kann®?.
So ist zu erklaren, dass eine 1000-fach erhohte APOA5-Konzentration nach adenoviral-
vermittelter Uberexpression®®, nicht aber die etwa 10-fach erhohten Werte in APOAS5-
trangenen Tieren®), die VLDL-Lipidierung reduziert und somit den Plasma-Triglyzerid-
spiegel um etwa 30% senkt“®. Im Gegensatz dazu zeigen Marcais et al., dass die VLDL-
Produktion im Menschen mit dysfunktionalem mutierten APOA5 weitestgehend normal
ist, jedoch der Katabolismus 20-fach reduziert ist®?, Dies deckt sich mit Daten in APOAS5-
transgenen Tieren, die durch eine erhéhte APOB100 Plasmaclearance charakterisiert
sind“84%51)  Dje Hypothese, dass APOA5 mit APOC3 als dessen hypothetischen Ge-
genspieler im Triglyzeridstoffwechsel interagiert, wurde aufgrund der unter physiologi-

schen Bedingungen wesentlich hoheren APOC3-Plasmakonzentration verworfen®2),

Funktionell scheint APOAS als regulatorischer Faktor der Lipoproteinlipase sowohl im
gefasteten Zustand als auch in der postprandialen Phase die Plasma-Triglyzeridkon-
zentrationen zu beeinflussen®®49), Hierbei sind Proteoglykane, als auch GPHBP1%%), ein
essentieller Bestandteil der APOAS vermittelten Wirkung. APOADS aktiviert bei in Anwe-
senheit von Proteoglykanen die TRL-Hydrolyse der Lipoproteinlipase, sodass APOAS in
vivo Uber eine LPL-Aktivitatssteigerung triglyzeridsenkend wirkt“®, mdglicherweise in

dem es das Homodimer der LPL als dessen metabolisch aktive Form stabilisiert oder in
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einer bridging Funktion den lipolytischen Komplex aus LPL und Lipoprotein am vaskulé-
ren Endothel stabilisiert.

Hierbei gibt es kein Verbrauch von APOAS5, sondern das Protein kann nach der lipolyti-
schen Reaktion vermutlich auf weitere Triglyzerid-reiche Lipoproteine transferiert und
wiederbenutzt werden ®9, sodass APOADS trotz niedriger Plasmakonzentration und nied-
riger APOA5/APOB-Ratio dennoch an der lipolytischen Verarbeitung von vielen TRL wir-

ken kann.

Interessanterweise stimuliert Insulin die LPL Aktivitat®®, jedoch zeigt sich in insulinresis-
tentem Status, wie Diabetes mellitus Typ Il, oft eine Hypertriglyzeridamie. Insulin redu-
ziert die Genexpression von ApoAS5 in der Leber, was ein mogliches Erklarungsmodell
fur die Assoziation zwischen Hyperinsulindmie und Hypertriglyzeridamie in Diabetes
mellitus Typ Il darstellen konnte®. Das Verstandnis um APOA5, den Mechanismus der
Triglyzeridsenkung und sonstiger Funktionen ist wichtig, um Zusammenhange des me-
tabolischen Syndroms genauer charakterisieren, verstehen und behandeln zu kénnen.
Dies wird durch eine Studie von Huang et al. verdeutlicht, die einen inversen Zusam-
menhang von APOA5 Plasmaspiegeln zu Plasmatriglyzeriden und dem sogenannten
HOMA Index, dem Homeostasis Model Assessment gezeigt hat. Der HOMA Index ist
ein rechnerisches MaR fiir die Abschatzung einer Insulinresistenz®® und kann bei der

klinischen Einschatzung der Auspragung eines Krankheitsbildes helfen.

Klinisch ist APOAS ebenso interessant, als dass Humandaten zeigen, dass APOAS eine
wichtige Stellung in der Pathogenese der koronaren Herzkrankheit hat®"®, So wurde
bei der Sequenzierung von fast 10.000 Genomen von Patienten mit Herzinfarkt festge-
stellt, dass APOA5 zusammen mit Mutationen des LDL-Rezeptors die klinisch wichtigs-
ten Mutationen als Risikofaktoren fur einen friithen Herzinfarkt sind. Diese Erkenntnis ist
deswegen entscheidend, weil das atherogene Potential von einem pathologisch hohen
Triglyzeridspiegel weiterhin diskutiert wird. Der Zusammenhang von APOA5 Mutationen
und hohen Triglyzeridspiegeln, verbunden mit der Herzinfarktrate in jungen Patienten-
kollektiven mit APOA5 Mutationen, macht APOA5 und Forschung klinisch auf3erst rele-
vant. Das Verstandnis zur Funktion von APOA5, sowie dem Mechanismus des Einflus-
ses auf friihe Herzinfarkte ist demnach entscheidend zur Pravention und zur Behandlung

von diesen Patienten.
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2.4 Funktionelle Bedeutung einer APOAS-Mutation fur den
Lipoprotein-Stoffwechsel (Publikation)

Die besondere Stellung von APOAS5 im Lipidstoffwechsel liegt an dem Phanotyp von
Mutationen im murinen und humanen Stoffwechsel. Mutationen oder ein Defizit des Ge-
nes kénnen zu schwerer Hypertriglyzeriddmie und Chylomikronamie fuhren. In dieser
Arbeit wurde eine neuentdeckte homozygote Mutation im Signalpeptid von APOAS5 be-
schrieben, die bei einem 11 Monate alten Saugling entdeckt wurde. Die Mutation, eine
24 Basenpaar Deletion in Exon 2 (p.Ala6_Alal3del), fuhrte zu einer intrazellularen Fehl-
verteilung des Proteins. Dieses konnte nicht mehr sezerniert werden und fuhrte damit zu
einem gesamtmetabolisch dysfunktionalem APOAS5, welches sich in Hypertriglyzerida-

mie und Chylomikronamie zeigte.

Der elfmonatige Saugling wurde mit intermittierenden abdominellen Schmerzen klinisch
vorstellig. Abgesehen von einer abgelaufenen Bronchitis und einer durchgestandenen
Norovirus Infektion war die medizinische Vorgeschichte anamnestisch unaufféllig. Das

Geburtsgewicht lag bei 34009 bei 52cm.

Familienanamnestisch konnte eruiert werden, dass der Gro3vater vaterlicherseits mit 45
Jahren einen Myokardinfarkt erlitt (Plasma Triglyzeride 284mg/dl) und der mitterliche
GroRvater ebenfalls einen Myokardinfarkt mit 51 erlitt (Plasma Triglyzeride 481). Vater

und Mutter des Kindes sind Cousin/Cousine ersten Grades.

Bei der Vorstellung prasentierte sich der Patient mit 80cm GroRRe (90.Perzentile) und
11,1 kg Gewicht (75.Perzentile). Lunge und Herz waren ohne pathologischen Befund
auskultierbar, die Leber 1,5 cm unterhalb des Rippenrandes zu tasten und die Milz nicht
palpabel. Eine orientierende Untersuchung hinsichtlich Augen und Hautmerkmalen von
einer Hypercholesterindmie waren blande. Sonografisch zeigte sich eine erhdhte Dichte
der Leber und Milz.

Die Plasmaspiegel von Triglyzeriden zeigten sich beim Patienten massiv erhéht (2230
mg/dl, Referenzbereich <150 mg/dl), ebenso waren Gesamtcholesterinspiegel leicht er-
hoht (230 mg/dl, Referenzbereich <200 mg/dl) trotz niedrigem HDL Level (26 mg/dl, Re-
ferenzbereich >35 mg/dl). Nach dem therapeutisch empfohlenen Abstillen zur Senkung
des prozentualen Fettanteils der Nahrung kam es weitestgehend zu einer Normalisie-

rung der Blutlipide (201 mg/dl Triglyzeride, 118 mg/dl Cholesterin).

Die genetische Analyse des Patienten zeigte nach Sequenzierung keine Mutationen im
LPL- und APOC2-Gen, welche ebenfalls fiir eine Hypertriglyzeridamie verantwortlich
sein konnen. Durch eine Sequenzierung wurde gezeigt, dass eine homozygote Mutation

in APOAS vorlag. Die Mutation umfasste eine acht Aminoséauren aussparende Deletion,
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welche zur Folge hatte, dass der kodierende Anteil des Signalpeptides fur die Erkennung
des signal recongnition particles (SRP) verkirzt war. Generell ist die Interaktion dieser
Signalpeptidsequenzen mit dem SRP essentiell, damit zur Sekretion bestimmte sowie
Transmembran-Proteine in das Lumen des endoplasmatischen Retikulums translatiert
werden. Die hier neu entdeckte Deletion im APOA5-Signalpetid verursachte keinen Ras-
terschub, sondern fihrte zu einer Verringerung der maximal ununterbrochenen Anzahl
an hydrophoben Aminosauren in einer Reihe von 6 auf 4, welches die intrinsische Sig-
nalpeptid-Funktion verlieren lasst. Durch den Verlust des hydrophoben Kerns des Sig-

nalpeptids wird dieses dysfunktional®®,

Die durch die Mutation vermutete Dysfunktionalitét des sekretorischen Stoffwechselwe-
ges fur APOAS wurde im weiteren Verlauf der Analysen bestatigt. APOA5S konnte per
ELISA nichtim Plasma des Patienten nachgewiesen werden, beziehungsweise lag unter
der Nachweisgrenze. Der Vater des Patienten hatte ebenfalls erhéhte Lipidwerte (325
mg/dl), die Mutter hatte dahingehend unaufféllige Werte, bei beiden Personen konnte
APOADS nachgewiesen werden (397 bzw. 300 ng/ml). Diese Werte sind tendenziell nied-
rig im Vergleich zur Kontrollgruppe zuzuordnen, deren Mittelwert 1113+537ng/ml ent-
spricht. Dies konnte darauf hindeuten, dass bei den Eltern jeweils ein defektes APOA5-
Allel vorliegt, was durch Sequenzierung bestétigt werden konnte.

Da APOAGS einen direkten Einfluss auf die Hydrolyse von TRL hat, wurde eine LPL-Akti-
vitdtsanalyse im post-Heparin Plasma des Patienten durchgeftihrt. Dazu wird ein Bolus
Heparin injiziert, welches zur Folge hat, dass sich die Endothel-gebundene LPL l6st und
in den Blutstrom gelangt. Dieses Blut kann nun auf die LPL-Aktivitat untersucht werden,
wahrenddessen ein pra-Heparin Wert in der Regel sehr niedrig ist und wenig Aussage-
kraft Gber die tatsachliche Hydrolysefahigkeit aussagt. Bei Mutationen im GPIHBP1 ist
die Analyse der pra-Heparin-Aktivitat jedoch durchaus sinnvoll, da diese hypertriglyzeri-
damischen Patienten aufgrund der fehlenden Verankerung am Endothel durch einen
verzogerten Anstieg in der Postheparin LPL-Aktivitat charakterisiert sind©?.

Die post-Heparin Plasma LPL Aktivitatsanalyse bei dem Index-Patienten zeigte, dass
die Mutation verglichen mit gesunden Probanden zu einer geringeren LPL-Aktivitat im
Patienten fihrt, sodass der Mechanismus der hohen Triglyzeridspiegel darauf zurlck-

fuhrbar sein konnte.

Um die Mutationsfrequenz zu bestimmen, wurden sowohl eine anonyme Gendatenbank
einer Munchener Kohorte von Menschen mit turkischen Vorfahren nach der Mutation
durchsucht, als auch online Gendatenbanken wie der Exome Variant Server®) und
1000genomes®? analysiert. In keiner dieser Gendatenbanken konnte diese Mutation,

noch eine andere Mutation in der Signalpeptid-kodierenden Sequenz gefunden werden.
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Um die Mutation biochemisch weiter zu charakterisieren, wurde — da eine Leberbiopsie
klinisch nicht notwendig und somit ethisch nicht zu vertreten war - ein Kontroll-GFP-Kon-
strukt, ein APOA5-Konstrukt mit der Wildtyp-Sequenz, sowie ein ASP-APOA5-Konstrukt
mit der entsprechenden Mutation des Patienten mittels molekularbiologischer Methoden
hergestellt. Alle Konstrukte wurden danach in primare Hepatozytenkulturen von APOA5-
defizienten Mausen transfiziert. AnschlieRend wurde per Western Blot analysiert, inwie-
fern sich das Sekretionsverhalten des ASP-APOAS Konstruktes vom Wildtypkonstrukt

unterschied, wohingegen das GFP-Konstrukt als Transfektionskontrolle diente.

Es zeigte sich, dass durch den Verlust von acht Aminosduren im Signalpeptid eine int-
razellulare Akkumulation des ASP-APOAS Proteins stattfand. Nach Transfektion des
Wildtyp-Konstruktes konnte die Sezernierung des Proteins in den Zellkultur-Uberstand
nachgewiesen und somit die korrekte intrazellulare Prozessierung gezeigt werden. Auch
in Anwesenheit von HDL, einem Akzeptor von APOAS5, konnte ASP-APOAGS nicht per
Western Blot im Uberstand detektiert werden. Immunhistologisch wurde dargestellt,
dass APOAGS sich als Wildtyp-Protein an der Plasmamembran der Hepatozyten befindet,
unterdessen sich die Proteinmutante an intrazellulare Lipidtrépfchen, den lipid droplets,
anlagerten. Dies ist darauf zurlckzuflhren, dass durch die fehlende Interaktion des
APOADB5-Signalpeptides mit SRP die Translation an den freien Ribosomen des Zytoplas-
mas stattfindet. Das aufgrund seiner Funktion als Apolipoprotein prinzipiell hydrophobe
APOAB5-Protein lagert sich dann falschlicherweise an intrazellulare, mizellare Strukturen

wie den lipid droplets der Hepatozyten.

Diese Charakterisierungen zeigen, dass die Mutation des Patienten sehr wahrscheinlich
in einer Akkumulation von APOAS in Hepatozyten mindete, welche didtabhangig zu ei-
ner Hypertriglyzeridamie und Chylomikronamie fuhrte. Diese monogene Mutation in
APOAGS ist die frilheste Manifestation einer Hypertriglyzeridamie, die mit APOAS5 assozi-
iert ist, die bislang publiziert wurde. Ferner wurde erstmalig eine homozygote Mutation
im APOA5-Gen sowie deren funktionelle Relevanz fir den APOA5- und Triglyzerid-Stoff-
wechsel beschrieben werden. Die Therapie des Patienten besteht jetzt in einer Diat mit
einem 35% Lipid Anteil, welche fast zu einer Normalisierung der Laborwerte, aber vor
allem zu einer Remission der abdominellen Beschwerden gefiihrt hat. Durch den Verlust
der Funktionalitat des Signalpeptides resultiert ein Verlust der Ausbildung des hydropho-

ben Kerns des Signalpeptides, welcher essentiell flr deren Funktion ist.

Zusammengefasst beschreibt die Publikation die Wichtigkeit der Sekretion von APOA5
in den Blutstrom fir einen funktionierenden Lipidstoffwechsel hinsichtlich der Hydrolyse

und der Aufnahme von Triglyzeriden in periphere Organe. In der folgenden Abbildung 1
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sind diese zellbiologisch- und klinisch-relevanten Ergebnisse in einem Modell zusam-

mengefasst.
Hepatozyt
ASP ApoA5
Lipoprotein
Lipase

Abbildung 1: Modell des dysfunktionalen ASP-APOADS.

Aufgrund der Mutation im Signalpeptid des ASP-APOA5 (rot) akkumuliert APOA5 (rote Recht-
ecke) im Hepatozyten an intrazellularen Lipidtropfchen (lipid droplets — LD), wahrend WT-APOAS
(gran) ein funktionales Signalpeptid besitzt, welches vom signal recognition particle (SRP) er-
kannt werden kann. WT-APOAS5 wird so in das Lumen des endoplasmatischen Retikulums se-
zerniert und folgt dadurch dem sekretorischen Stoffwechselweg tber den Golgi-Apparat. Das fer-
tiggestellte APOA5-Protein gelangt dann Uber vesikularen Transport in den Blutkreislauf, wo es
mit HDL assoziiert. In metabolisch aktiven Geweben wie dem Fettgewebe stimuliert APOA5 am
vaskularen Endothel die LPL-vermittelte Hydrolyse von triglyzeridreichen Lipoproteinen (TRL) zu
TRL-remnants (TRLR). Das Fehlen ausreichender APOA5-Mengen aufgrund eines Defektes in
der APOA5-Sekretion kann entsprechend zu einer verminderten Hydrolyse und damit zu einer
Akkumulation von TRL im Plasma, einer Hypertriglyzeridamie, flihren. Diese ist jedoch durch fett-
arme Diat gut therapierbar, da APOA5 nur ein modulierender Faktor und nicht essentiell fur die
LPL-vermittelte Hydrolyse ist.
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2.5 Klinische Einordnung und Ausblick

Die Inzidenz und Pravalenz von metabolischen Erkrankungen berihrt auch im klinischen
Alltag durch die Quantitat vieler Folgeerkrankungen nahezu alle klinischen Fachberei-
che, sodass die Pravention und Behandlung metabolischer Erkrankungen oft interdiszip-
lin&r notwendig ist und auch regelhaft stattfindet.

Primé&re Hypertriglyzeridamien werden von der Deutschen Gesellschaft zur Bekdmpfung
von Fettstoffwechselstérungen und ihren Folgeerkrankungen (DGFF, Lipid Liga) in fami-
ligre Hypertriglyzeridamien mit durchschnittlichen Triglyzerid-Konzentrationen im
Plasma zwischen 150-500 mg/dl eingeteilt, welche nicht als atherogen eingestuft wird.
Die zweite Hypertriglyzeridform wird unter Chylomikron&dmie-Syndrome mit Triglyzerid-
konzentrationen tber 1000 mg/dl subsumiert, ohne dass diese Symptom sekundéarer Ur-
sachen waren (Alkoholabusus, Pankreatitis, Diabetes melltius), welche maRige Hyper-
triglyzeridamien entgleisen lassen kénnen®?.

Laut Empfehlung zur Diagnostik und Therapie der Lipid Liga bedarf es dort interventio-
nellen Schritten aufgrund einer erhdhten Plasmaviskositat mit imminenter Neigung zu

Pankreatitis und zentraler oder kardialer Minderperfusionen®?.

Im vorliegenden Fall fihrte die Vorstellung des Patienten mit akutem Abdomen zum
Nachweis der Hypertriglyzeridamie, welche durch diatische MalRnahmen sistierte. Ge-
nerell stehen Lebensstilveranderungen wie strikte Alkoholkarenz, Minimierung von
Mono- und Disaccharidzufuhr, eine fettarme Diat und die Steigerung der kdrperlichen
Aktivitat in Verbindung mit einer Gewichtsreduktion auch in der Therapieempfehlung der
Lipid Liga zunachst im Vordergrund®®. Wenn dies erreicht ist und sich iber 3 Monate
keine substantielle Rekonvaleszenz erreichen lasst, kann eine medikamenttse Therapie
mit Fibraten, Nikotinsdure oder Omega-3-Fettsauren oder auch eine Gentherapie ver-
sucht werden®® — es wird gleichzeitig aber auf eine unzureichende Studienlage fiir me-

dikamentose Therapien hingewiesen®?,

Fallberichte Uber APOA5 Mutationen konnten einen Zusammenhang zwischen starker
Hypertriglyzeridamie und APOA5 nachweisen (p.Q148X, p.Q139X, c161+3g>c)®¥, die
ahnliche Phanotypen wie Patienten mit LPL-Defizienz(!62464 zeigen. Allerdings waren
viele dieser Mutationen ebenfalls mit einem hohen Cholesterinspiegel verbunden, wel-

ches oft eine Therapieeskalation nétig macht.

Ebenso konnten Varianten in APOAS in genomweiten Analysen immer wieder in Relati-
onen zu Myokardinfarkten gesetzt werden®”¢>79 und da Hypertriglyzeridamie als eigen-
standiger Risikofaktor gesehen werden kann"*74, liegt die Verbindung von APOA5-Mu-

tationen tber den Mechanismus einer Dyslipidamie zu Myokardinfarkten nahe. Dieser



17

kausale Zusammenhang konnte kurzlich mit neuartigen genetischen und epidemiologi-
schen Methoden, dem Mendelian randomization Verfahren, eindeutig bewiesen wer-
den(™,

Zumeist sind in der Regel weitere Umweltfaktoren oder ein genetischer Faktor wie ein
zusatzlicher APOA5 S19W SNP nétig, damit ApoA5-Mutationen zur Auspragung des
Lipid-Phé&notyps fiihren konnen®?, Polymorphismen zeigen eine starke Relation zu Trig-
lyzeridspiegeln von gesunden Menschen und dylipidamischen Patientent%%9, Ebenso
wurde eine APOA5-Hochfettdiat-Interaktion beobachtet, die sich einerseits auf den BMI
der Patienten®) metabolisch negativ auswirkten. Da das APOA5-Protein generell nur
eine modulatorische Funktion innehat, ist bei Patienten mit genetisch-bedingter APOA5-
Fehlfunktion die diatische Intervention als besonders sinnvoll zu erachten 2. Auch in
dem hier beschriebenen Fall fiihrte das Absetzen der hochkalorischen Muttermilch fast

zu einer Normalisierung der Plasmalipidwerte.

Insgesamt ist festzuhalten, dass APOA5-abhéngige Hypertriglyzeriddmien zu einem ho-
hen Prozentsatz von didtischen Fettrestriktionen zu profieren scheinen, sodass diese
Intervention zunachst immer im Vordergrund stehen muss. Einige Studien weisen auch
ein Ansprechen von APOA5-abhangigen dyslipidamischen Diathesen auf Fibratthera-
pien nach® 9 einige jedoch nicht (p.Q148X, Q139X)®4. Denkbar sind auch Genthera-
pien analog zu ersten Gentherapiestudien bei bestehender LPL-Defizienz®, die aller-
dings noch nicht zu einer breiteren klinischen Anwendung gefunden haben, sondern nur
vereinzelt in experimentelle Pilotstudien veréffentlicht sind, aber in Zukunft gréReres Po-

tential besitzen konnten.
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ABSTRACT

Deficiency of apoprotein A-V (apoA-V) can cause hypertriglyceridemia. In an 11 months old boy pre-
senting with a severe hypertriglyceridemia, a formerly unknown 24 nucleotide deletion in exon 2 of the
APOA5 gene was detected. The homozygous mutation results in an eight amino acid loss in the signal
peptide sequence (c.16_39del; p.Ala6_Alal3del). Screening of control persons proved that this deletion is
a rare mutation. Hypertriglyceridemia in the patient was only found at the time when he was breast fed,
while after weaning, triglyceride levels were close to normal. Under both dietary conditions, apoA-V
protein was undetectable in plasma while post-heparin plasma lipoprotein lipase activity was normal.
Expression analysis of normal and mutated protein by Western blot and immunofluorescence in apoA-
V deficient primary hepatocytes revealed that, due to changes in the signal peptide, mutated apoA-V was
intracellularly missorted to lipid droplets and not secreted. Wild type apoA-V, instead, was not targeted
to lipid droplets but transported via endosomal compartments to the plasma membrane for secretion.
It is concluded that the c.16_39del mutation in the APOA5 gene leads to hepatic missorting and
impaired secretion, which consequently results in undetectable apoA-V plasma levels. The absence of
apoA-V in plasma leads under conditions of fat-rich diets to severe chylomicronemia, suggestive for a
modulatory role of apoA-V for lipoprotein lipase mediated intravascular triglyceride lipolysis.
© 2014 The Authors. Published by Elsevier Ltd. Open access under CC BY NC-ND license

1. Introduction

The onset of this disorder is usually during childhood; the most
common clinical presentation is recurrent acute pancreatitis.

Type 1 chylomicronemia is characterized by fasting plasma Typically, this condition is caused by mutations in the lipoprotein
triglyceride (TG) concentrations above 850 mg/dl (10 mmol/l). lipase gene (LPL) resulting in a deficient hydrolysis of TG from

chylomicrons and VLDL. Less commonly, variants in the genes of
apoprotein C-II (APOC2, an essential LPL cofactor), apoprotein A-V
(APOAS, functions see below), GPI-anchored HDL-binding protein 1
(GPIHBP1, binding and transporting LPL to the endothelial surface)
or the lipase maturation factor 1 (LMF1, a factor involved in matu-

Abbreviations: ApoA-V, apolipoprotein A-V; APOA5, human apoA-V gene; ASP-
A5, c.16_39del_apoA-V; apoC-Il, apolipoprotein C-II; APOC2, human apoC-II gene;
LPL, lipoprotein lipase; TG, triglycerides; GPIHBP1, GPl-anchored HDL-binding
protein 1; SNPs, single nucleotide polymorphisms; WT, wild type.

* Corresponding author. Department of Internal Medicine, Asklepios Clinic St.
Georg, Lohmiihlenstr. 5, 20099 Hamburg, Germany. Tel.: +49 (0)40 1818 85 2352;
fax: +49 (0)40 1818 85 2323,

E-mail addresses: m.merkel@asklepios.com, martin.merkel@web.de (M. Merkel).

! First two authors with equal contribution.

2 Last two authors with equal contribution.

3 Present address: Virchowstr. 10c, 78224 Singen, Germany.

ration and translocation of lipases as LPL) can cause this phenotype.
A recent study revealed the majority of severe hypertriglyceridemia
type 1 cases being contributed to LPL defects (51%), about one third
being without detectable rare variants or with common variants,
and only about one sixth being caused by mutations in APOC2,
APOAS5 or GPIHBPI. In type 5 hypertriglyceridemia, in most cases
common (77%) or no genetic variants were found [1].

Identified in 2001, apoA-V is one of the key players in plasma TG
metabolism. Since its discovery, different hypotheses explaining

0021-9150 © 2014 The Authors. Published by Elsevier Ltd. Open access under CC BY-NC-ND license

http://dx.doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2013.12.009
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the mode of action have been proposed: First, it can activate
endothelial bound LPL and thereby decreases plasma TG concen-
tration [2,3]. Interactions with GPIHBP1 may be involved in this

Table 1
Plasma lipid and apoA-V concentrations in the patient, in his parents, an apoC-II
deficient subject and in age-matched healthy controls.

process [4]. Second, apoA-V may act as a ligand to hepatocellular Triglycerides Cholesterol HDL apoA-V
receptors or proteoglycans [5,6]. Third, based on its structure, a role [mgfdi] [mg/dI] cholesterol  [ng/ml]
of apoA-V in hepatocellular lipid secretion has been discussed [7]. [mg/di]
Recent data suggested in addition, that apoA-V may guide TG to- Patient, breast-fed 2230 223 26 nd.
wards lipid droplet formation thereby decreasing hepatic VLDL Patient, after weaning 201 s 29 nd.

, Father 325 178 39 397
production [8]. Mother 103 195 62 300

With more than 40 single nucleotide polymorphisms (SNPs) and ApoC-Il deficient 7352 710 32 7534

othervariations being reported, the human APOAS gene is relatively control
polymorphic. However, for most sequence aberrations, there are no Healthy controls® 151+100 16350 38+ 20 1113 + 537

robust data regarding their functional relevance. Three widespread
haplotypes have been described to result in significant differences
in human plasma TG levels, with APOA5*1 (most common variants
at all positions); APOA5*2 (rare alleles: —1131T=C, ¢.-3A=G,
IVS3+476G=T, ¢1259T=C) and APOA5*3 (S19W; ¢.56C=G; signal
peptide variant) [9]. In genome wide association studies (GWAS),
APOAS was found repeatedly to be one of the most significant gene
loci influencing TG levels [10]. Beyond TG levels, APOAS SNPs were
associated with cardiovascular disease, metabolic syndrome as well
as the response to a weight loosing diet and lipid medication [5,11].

To date, only few alterations in the APOAS gene have been found
that cause type 1 or type 5 hypertriglyceridemia (Fig. 1). Three
nonsense mutations, p.GIn97X (¢.289C=>T) [12], p.GIn139X (c.415
C=T) [13], and p.GIn148X (c.442C=T) [14] result in a protein
truncation, and another three, c494+1G=A [15], ¢16143G=C [16],
and cl16145G=C [17] cause aberrant splicing. Moreover,
sequencing of the APOA5 gene in severely hypertriglyceridemic
patients has revealed additional, so far unclassified missense vari-
ants, p.Glu255Gly (c.764A=G), p.Gly271Cys (c.821G=T),
pHis321Lleu (c962A=T) [18], p.Gly185Cys (c.553G=T) [19] and
p.Thri33Arg (¢.398C=G) [1]. However, additional genetic or envi-
ronmental conditions are usually necessary to express the full
hypertriglyceridemic phenotype [20].

Here, we report a deletion of eight amino acids in the apoA-V
signal peptide which results in an intracellular protein missorting
and a hepatic apoA-V secretion defect. Clinically, the mutation
caused severe hypertriglyceridemia in an 11 months old boy at a
time when he was exclusively breast-fed. Remarkably, after
weaning on a normal diet the boy had almost normal plasma TG
concentrations.

2. Case report

A Turkish boy 11 months of age presented in an outlying chil-
dren’s hospital with intermittent abdominal pain. He was fully
breast fed without any restriction regarding frequency and time of
meals. Episodes of abdominal discomfort were not related to the

n.d., not detectable.
* Means of 10 healthy children between 0 and 3 years.

feeding status, they were explained by a mild pancreatitis with
repeatedly elevated plasma lipase activity up to 231 U/l (normal
<60 U(l) in the past. During blood drawing, a lipemic serum was
found. No medication had been taken recently.

2.1. Past medical history

The pregnancy was uncomplicated. The boy was born at term by
Caesarean section, with a normal length and weight of 52 cm and
3.4 kg, respectively. Besides recurrent bronchitis and a norovirus
infection, his medical history was unremarkable.

2.2, Family history

The parents were first degree cousins, with their mothers being
siblings. The paternal grandfather had a cardiac infarction at age
45; his plasma TG concentration was found to be slightly elevated
(284 mg/dl; 3.35 mmol/l). The maternal grandfather suffered from
an early cardiac infarction at age 51; his plasma TG concentration
was 481 mg/dl (5.7 mmol/l) (Table 1). Except for the parents, none
of the family members was available for further analyses since they
are living in a rural area in Turkey.

2.3. Physical examination

On presentation, the patient's length was 80 cm (90th percen-
tile) and his weight was 11.1 kg (75th percentile). Physical exami-
nation of lungs and heart was normal. The liver was palpable 1.5 cm
below costal margin; the spleen was not palpable. No lipoid corneal
arc, xanthomata, or xanthelasma were found. Psychomotor skills
were appropriate for age. An abdominal ultrasound revealed a
slightly enhanced echo texture of liver and spleen. At that time, the
pancreas did not show any abnormal findings.

APOAS5 gene
c.16_39del C.161+5G=>C C.289C>T c.764A>G cB21G>T  c962A>T
AG_A13del QaTX E255G G271C H321L

.J
5 =} E2 3
Promotor, T
E1
C.49+1G=>A C.161+3G>C c.398C>G c415C>T c442C>T  ¢.553G>T
T133R Q139X Q148X G185C

Fig. 1. Structural mutations of the APOAS gene, The newly discovered mutation is marked with a red box. White boxes, untranslated regions (UTR); gray boxes, signal peptide; black
boxes, mature protein; I1—13; introns, E1-E4: exons. See text for references.
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24. Laboratory findings

Routine laboratory values (blood count, GOT, GPT, creatinine,
clotting factors) were normal. When investigated by us, also plasma
pancreatic lipase activity was within normal limits. In addition,
normal values were found for vitamin A, E, D and essential fatty
acids in plasma phosphor lipids. Plasma lipoprotein concentrations
are shown in Table 1.

2.5. Ethical consideration

The parents agreed and gave written consent to genetic analyses
and biochemical work-up as well as a scientific publication. They
refused to have a liver biopsy performed in the boy. Work-up was
done in accordance with the Helsinki Declaration and the rules of
the Local Ethics Committee of the Hamburg Medical Association.

2.6. Follow-up

Upon our recommendation, the parents stopped breast feeding
and started to a regular formula-based diet. Only 4 weeks later, his
plasma TG concentration had decreased to an almost normal level
(Table 1) and episodes of abdominal pain were no longer present.

3. Methods
3.1. Genetic characterization

Direct sequencing of all exons, the intron/exon regions and the
flanking untranslated sequences of APOAS, APOC3, LPL, and APOC2
was performed by standard techniques using the Sanger method on
an ABIfHitachi 3500 Genetic Analyser. Results were automatically
compared by SeqPilot® software version 4.0.1 to the respective
reference sequences (APOAS: NM_052968).

3.2. Genetic screening for heterozygote frequency

Using specific primers for APOA5S exon 2 (sn 5-TAA-
CAGGATTTCGGGCAGTT-3" and asn 5-TCTGCTGCCTCAACCTCTGT-
3'), the wild type (WT) sequence renders a PCR product of 484 bp;
in the case of the detected mutation the shortened product has a
size of 460 bp. This difference was easily visualized on a 6% poly-
acrylamide gel (Supplemental Fig. 1). Furthermore, heterozygosity
for the deletion resulted in heteroduplex formation.

In order to investigate the frequency of the identified mutation
in the APOAS gene, an anonymous gene bank from 50 healthy in-
dividuals of Turkish background living in Germany [21] was
screened for the mutation with this technique. Donors had agreed
to anonymous use of their DNA for future scientific use. DNA
samples were investigated with and without the admixture of WT
PCR products,

3.3. Plasma analysis

Plasma triacylglycerol and cholesterol measurements as well as
lipoprotein separation by sequential ultracentrifugation were per-
formed as described [2]. Lipoprotein profiling was done by FPLC
using an S6-superose column (GE Healthcare), and lipid levels were
analyzed in each fraction [2]. Total apoA-V plasma levels were
measured by a simple ELISA technique based on a rabbit polyclonal
antisera against the human apoA-V C-terminus [2]. His-tagged
apoA-V was purified by Ni-NTA column chromatography (Qiagen)
and subsequent size exclusion chromatography using a S200-
superose column (GE Healthcare). Recombinant apoA-V was used
as standard. Dilutions of standards and plasma samples were

immobilized on Maxisorp microtiter plates (Nunc) and apoA-V
protein content was determined using apoA-V rabbit antisera and
ELISA Development Reagents (R&D Systems). The apoA-V concen-
tration of plasma samples was calculated in relation to the standard
curve (Supplemental Fig. 2). Plasma LPL activity was determined
using pre- and post-heparin plasma using an artificial glycerol tri-
[1-14C]oleate-containing lipid emulsion [22].

3.4. Animals

Animal experiments were done in accordance with the guide-
lines of the Federation of American Societies for Experimental
Biology and approved by the Department of Veterinary Affairs of
the State of Hamburg and the Animal Care Committee of the Uni-
versity Medical Center Hamburg-Eppendorf. FVB-background
apoA-V-deficient (ApoA5~/~) mice [23] were used and genotyping
was performed as described [11].

3.5. Constructing plasmids

Plasmid DNA was amplified and isolated using XL1-blue E. coli
bacteria; ligated constructs were amplified by ultra-competent XL-
10-gold E. coli (Stratagene). WT-APOA5S-containing pET-20b
plasmid kindly provided by Dr. R. O. Ryan (Oakland, CA) [24] was
restricted with Notl/Xbal FastDigest enzymes (Fermentas) and the
APOA5-wild-type sequence was cloned via Notl/Xbal restriction
enzyme sites into an Addgene pcDNA3.1-vector backbone for
expression. Plasmids were isolated using NucleoSpin Plasmid Kit
(Macherey—Nagel). Gel extraction was performed using the
NucleoSpin Extract Il Kit (Macherey—Nagel). Primers for the site-
directed mutagenesis to produce c.16_39delAPOA5S were pur-
chased from MWG. Sequence was checked via GATC Biotech Sanger
Service.

3.6. Cell culture

Primary hepatocytes were prepared according to Meredith [25]
with modifications as described [26]. Briefly, harvested cells were
seeded in DMEM (10% FCS, 4.5 g/l glucose, [+]gultamine, [ [py-
ruvate, 2% Antimycotic—Antibiotic from Invitrogen) medium to a
density of 200,000 cells/ml. Cells were transfected with WT or
mutant pcDNA-apoA-V or, for transfection control, with pcDNA-
EGFP with Lipofectamin2000 (Invitrogen). To induce the forma-
tion of lipid droplets, 36 h after transfection the cells were
administrated with oleic acid (incubated at 37° at 1200 rpmfor1 h
in DMEM + 1 g/ml BSA + BODIPY) to a concentration of 100 uM for
4 h and then harvested for Western blotting or fixed with 4% PFA for
immunofluorescence studies.

3.7. Western blotting

Primary hepatocyte supernatant and cell lysates were analyzed
via SDS-PAGE (GE Healthcare), electrotransferred on nitrocellulose
membrane (Whatman) and then probed with the following anti-
bodies: Rabbit polyclonal antisera against the human apoA-V C-
terminus 1:2.500 [2], apoE (Acris, 1:1000, rabbit), GAPDH (Novus
Biologicals, 1:1000, goat).

3.8. Immunofluorescence studies

Fixed primary hepatocytes were washed with PBS and per-
meabilized with PGS (PBS + 0.5 mg/ml saponin +5 mg/ml glycine).
After blocking with Blocking Buffer I (AppliChem) cells were
incubated with following antibodies: apoA-V rabbit polyclonal
antiserum (1:250 rabbit, gift of Gunilla Olivecrona, Umed, Sweden)



100 K_Albers et al [ Atherosclerosis 233 (2014) 97—103

and Cy5-donkey-anti rabbit (Jackson Immuno Research Labora-
tories). To visualize lipid droplets, BODIPY (Invitrogen) was used.
Nuclei were stained with DAPL

4. Results
4.1, Genetic characterization of the patient

Direct sequencing of all exons, the intron/exon regions and the
flanking untranslated sequences of the LPL and the APOC2 genes did
not show any mutations. Analysis of the APOA5 gene revealed ho-
mozygosity for a deletion of 24 bases (c.16_39del) in the second
exon, predicting the loss of eight amino acids (p.Ala6_Alal3del)
within the apoA-V signal peptide (ASP-apoA-V) without frame
shift. Both parents were shown to be heterozygous carriers of this
gene defect (Fig. 2A and Supplemental Fig. 1). This eight amino acid
deletion in the signal peptide of apoA-V causes a difference in
maximal uninterrupted hydrophobic amino acids from6to 4 in a
row (Fig. 2B). Other frequently identified SNPs in the APOA5 gene
(haplotype APOA5*2 [-1131T=C, «c.-3A>G, IVS3+476G=A,
¢.1259T=C], haplotype APOA5*3 [¢.56C=G; p.S19W], and the poly-
morphism ¢.553G=T, p.G185C) were not found [9]. The situation in
the APOC3 gene, another TG influencing gene, was as follows:
~482C>T (rs2854117), T/T; —455T>C (rs2854116), C/C and
3238C=G (Sst | site; rs5128), C/C. Taken together, except for the
disruption of the apoA-V signal peptide, no other mutation was
found which may have caused the phenotype of the patient.

4.2, Mutation frequency

To investigate the frequency of the identified mutation of the
APOA5 gene in the general Turkish population, an anonymous gene
bank from 50 individuals with Turkish ancestors living in the region
around Munich, Germany, was screened using the method
described for supplemental Fig. 1. From one sample no PCR product
could be generated; none of the other analyzed APOAS5 genes car-
ried the mutation. Thus, in 98 chromosomes c.16_39del was not
found, indicating that this mutation is not a common APOAS5 variant
in the Turkish population. In addition, the 1000genomes and the
Exome Variant Server databases have been checked for genetic
variations in the APOA5 gene. The newly discovered mutation was
not reported in these two databases. Even more, no in frame

A c.16_39 del
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deletions in the coding sequence are described so far (http:/fwww.
1000genomes.org; http://evs.gs.washington.edu/EVS/).

4.3. Biochemical characterization of the patient

Plasma levels of apoA-V were measured by ELISA and compared
to the ApoA-V levels of the parents as well as to 10 age-matched
controls. As shown in Table 1, apoA-V was not found in the pa-
tient’s blood both in the hypertriglyceridemic state and after
weaning, Diminished apoA-V plasma concentrations were present
in both parents. Plasma pre- and post-heparin LPL activity was
normal in the patient. Addition of apoA-V did not change in vitro
LPL activity (Supplemental Table 1). To investigate TG hydrolysis
in vivo, plasma FPLC chromatography before and after heparin-
ization was performed (supplemental Fig. 3). In the apoA-V defi-
cient patient, the VLDL/chylomicron peak decreased and a glycerol
peak appeared after heparin injection. Both effects are the results of
LPL-mediated TG hydrolysis in plasma. In contrast, in an apoC-II
deficient patient [27], there were no changes in the TG peak, and
no glycerol peak arose. Since apoA-V accelerates TG hydrolysis
especially at endothelial bound LPL [2], this effect supports the
hypothesis, that a lack of plasma apoA-V caused the hyper-
triglyceridemia in the patient under high fat diet conditions.

4.4, Expression analysis of WT and A5P-apoA-V

To investigate the secretion of WT and ASP-apoA-V from he-
patocytes, both proteins were expressed in primary hepatocytes
from apoA-V deficient mice. First, medium and cell lysates were
investigated for apoA-V by Western blot. As shown in Fig. 3 (upper
panels), both after incubation with BSA and HDL as apoA-V
acceptor, the 38 kDa apoA-V band was almost only seen in the
WT situation. Only traces of apoA-V were detectable in the super-
natants of cells transfected with ASP-apoA-V. In contrast, the cell
lysates of ASP-apoA-V transfected cells contained significantly
higher amounts of apoA-V than cells expressing WT-apoA-V (Fig. 3,
lower panels). No apoA-V signal was detected after GFP transfection
in these apoA-V deficient hepatocytes.

Indirect immunofluorescence using an antibody against apoA-V
and lipid droplet staining was performed to gain information about
the intracellular fate of mutated apoA-V. In Fig. 4 A—D, transfected
WT apoA-V (red) was clearly located at the plasma membrane

B

WT-APOA5 | MASMAAVLTWALALLSAFSATOA. |

ASP-APOAS [MasMA. .. .. ... LLSAFSATOA.|
Amino acids WT ASP
APOAS5 APOAS
length 23 15
hydrophabic 17123 10/15
hydrophilic 6/23 515
uninterrupted 6 4
hydrophphilic (WALALL) (MALL)

Fig. 2. Identification of the APOAS signal peptide deletion. A, sequencing of the APOAS5 gene in the patient, in his parents and in a control subject. A homozygous 24-bp-deletion
(c16_39del) is detected in the patient, and a heterozygous pattern was found in both parents. B, eight amino acids (marked in red) are deleted in the signal peptide of apoA-V in the
patient resulting in ASP-apoA-V. This causes a difference in maximal uninterrupted hydrophobic amino acids ina row (lower panel) which is likely to result in a loss-of-function of

the signal peptide.
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Fig. 3. Detection of apoA-V by Western blot in culture supernatant and cell lysates
after expression of different variants in primary hepatocytes from apoA-V deficient
mice. GFP, control vector; WT-A-V, wild type apoA-V; ASP-A-V, ASP-apoA-V
(c.16_39del_apoA-V). The medium was supplemented with BSA or HDL as apoA-V
acceptor, respectively. Western blot was carried out using rabbit apoA-V antiserum.

distinct from green lipid droplets. However, the signal of ASP-apoA-
V (Fig. 4 E—H) was not associated with the plasma membrane.
Instead, mutated apoA-V was completely co-localized with lipid
droplets (yellow in web version in Fig. 4 G and H). Thus, partial
deletion of the apoA-V signal peptide leads to intracellular mis-
sorting and defective secretion of the apoA-V protein.

5. Discussion
In a young boy with severe hypertriglyceridemia, a defective

plasmatic TG hydrolysis due to an eight amino acid deletion in
frame in the apoA-V signal peptide (APOA5 c.16_39del; ASP-apoA-V)

was found to cause this condition. To our knowledge, this mutation
has not been described before. At the positions of frequently
identified SNPs in the APOAS gene, the most common haplotype
APOA5*1 was found to be associated with the lowest TG levels [9]. In
the APOC3 gene, —482T/T and —455C/C have been associated with
mild TG increase, 3238C/C is associated with lower TG levels ac-
cording to different investigators [28,29]. In any case, neither
polymorphisms in the APOAS nor in the APOC3 genes suggested
other genetic causes for hypertriglyceridemia.

Single homozygosity or compound heterozygosity for mutations
in the APOA5S gene are less common causes of severe hyper-
triglyceridemia [1]. About eleven mutations and about 20 patients
have been reported thus far. The mutation described here has not
been previously reported. In most cases, even severe structural
apoA-V changes were not sufficient to cause hypertriglyceridemia
alone. Other factors such as age, additional APOA5 sequence aber-
rations (reported with APOA5S p.GIn97X [1230], p.GIn139X [13],
p.GIn148X [14], p.Gly271Cys [18] and c494+1G=A [15]), LPL muta-
tions (reported with APOAS p.Glu255Gly and APOAS p.His321Leu
[18]), reduced LPL activity (APOAS5 ¢.16143G=>C [16]), or pregnancy
(APOAS c16145G=C [17] and APOAS p.Glu255Gly '®) or HIV therapy
(APOAS p.Gly185Cys [31]) were necessary to result in the full
hypertriglyceridemic phenotype.

With his age of only 11 months, our patient had the earliest
manifestation of a hypertriglyceridemia associated with an APOAS
mutation ever reported. However, as reported for other cases
described above, an additional factor was necessary for disease
manifestation: Severe hypertriglyceridemia and abdominal pain
were only found on a diet with a relatively high fat content at an
age when he was exclusively fed breast milk (supplying about 50%
of energy from fat). When a normal, mildly fat-reduced regular
toddler’s diet with a calculated caloric intake from fat of 35% was
fed, plasma TG concentration decreased substantially to almost
normal.

SNPs in the APOA5-gene have been found to be strongly asso-
ciated with plasma TG levels [32]. This is espedilly true
for —1131T=C, a polymorphism which in Caucasians is in strong
linkage disequilibrium with c¢.—3A>G, IVS3+4+476G>A and
c1259T=C [9,33]. In a genome-wide linkage analysis for TG levels
in a subset of Turkish families originating both from Istanbul and a

Fig. 4. Deletion in the apoA-V signal peptide causes intracellular missorting of newly synthesized apoA-V. Primary apoA-V-deficient hepatocytes were transfected with plasmids
encoding either wild type apoA-V (A—D) or apoA-V with a deleted signal peptide region (c.16_39del_apoA-V; ASP-apoA-V; E—H). After incubation with oleic acids and Bodipy-
labeled fatty acids to visualize lipid droplets (B, F), indirect immunofluorescence using an antibody against apoA-V was performed (A, E). Merged images showed that wild
type apoA-V is localized at the plasma membrane (C), whereas ASP-apoA-V co-localizes with lipid droplets (G). Magnified images of the dotted boxes are shown in D and H,

respectively. Bars denote 20 pm.
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rural area of central Turkey, the most significant genetic linkage
was found at 11q22 [34]. This suggests that apoA-V may be of high
importance for TG regulation also in this population. Data from the
Turkish Heart Study (THS) have revealed an incomplete linkage
disequilibrium between —1131T=C, -1464T=C and c1259T=C,
however, sequencing of the untranslated region (UTR) and all exons
intron/exon splicing boundaries auf APOA5 in participants of this
study did not reveal the deletion c.16_39del described here [35].
Despite this strong evidence, that the mutation found in this pa-
tient is not a common APOP5 polymorphism, we tested 49
randomly selected samples (98 chromosomes) from healthy in-
dividuals of Turkish background living in Germany for this muta-
tion without finding ¢.16_39del. Thus, the APOAS5 promoter deletion
¢.16_39del seems indeed to be a rare functionally significant mu-
tation and not a polymorphism.

No apoA-V was detected in the patient’s plasma and reduced
apoA-V levels were found in his parents. It was therefore suggested,
that the signal peptide mutation disturbs intracellular trafficking
and secretion. The deletion c.16_39del (p.Ala6_Ala13del, ASP-apoA-
V) affects the signaling sequence which consists of the 23 N-ter-
minal amino acids of the protein. The deletion causes a difference in
maximal uninterrupted hydrophobic amino acids in a row from six
(WT) to four (ASP-apoA-V). This is per se likely to result in a loss-of-
function of the signal peptide.

Several experiments were performed to find out, whether and
how apoA-V secretion was affected by the signal peptide mutation.
Since a liver biopsy was clinically not justified, expression of WT
and mutated apoA-V was performed in primary hepatocytes from
apoA-V defective mice. Western blot analysis showed ASP-apoA-V
in high amounts almost exclusively intracellularly, whereas WT-
apoA-V was secreted from hepatocytes with less protein left over
intracellularly. In addition, as shown by immunofluorescence,
partial deletion of the apoA-V signal peptide leads to intracellular
missorting to hepatocellular lipid droplets and defective secretion
of the protein. In contrast, WT-apoA-V was located mainly at the
plasma membrane. A localization of apoA-V at the plasma mem-
brane was theoretically predicted and proven by immunofluores-
cence by Weinberg and co-workers [7]. Indirect immune
fluorescence from livers of apoA-V transgenic mice also depicted a
clear localization of human apoA-V at the hepatocellular plasma
membrane (Supplemental Fig. 4).

It can be concluded that, under normal conditions, high
amounts of apoA-V are located at the hepatocellular plasma
membrane for secretion. Only due to missorting because of a
defective signal peptide, apoA-V is transported to lipid droplets.
These data are in contrast to the results of Shu and co-workers [36].
When expressing a FLAG-tagged full length apoA-V in the Hep3B
hepatoma cell line, the authors found the protein being associated
mainly with lipid droplets. A change in protein processing due to
the FLAG tag or the cell model used could be the reason for this
difference to our data using primary hepatocytes. In any case, a
possible influence of apoA-V on the formation of lipid droplets —
maybe due to increased lipid uptake by apoA-V as described by Gao
et al. [8] — could still occur, since apoA-V is significantly upregu-
lated during liver regeneration [37]. Last but not least, altering
signal peptide cleavage could be a way to regulate the fate of liver
TG either to droplets or to VLDL formation.

The precise mechanism, how apoA-V decreases plasma TG
concentration, is not completely understood. In plasma, apoA-V is
mainly bound to VLDL and HDL at very low concentrations. It has
been demonstrated, that apoA-V can accelerate plasma TG catab-
olism by affecting proteoglycan bound LPL [2,3]. However, it could
also act as a ligand for hepatic lipoprotein receptors or pro-
teoglycans enhancing remnant removal [38]. In this patient,
detaching LPL from endothelial proteoglycans by heparin resulted

in fast TG hydrolysis even in the apoA-V deficient situation.
Without heparin, the lipoprotein profile is equal to that of an apoC-
1l deficient subject with high TG and no glycerol peak. This clearly
shows that apoA-V is essential for the hydrolysis of plasma TG by
proteoglycan bound LPL, but not for the enzymatic action of un-
bound LPL

Taken together, a novel structural mutation in the APOA5 gene
(c.16_39del_APOAS) with a deleterious effect on plasma TG hydro-
lysis was identified. This signal peptide mutation causes an intra-
cellular missorting and plasma deficiency of apoA-V leading to
severe hypertriglyceridemia on a diet relatively high in fat, but not
on a fat-reduced diet.
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6  Abkurzungsverzeichnis

APOAS5 Apolipoprotein A5
APOE Apolipoprotein E

BAT Brown Adipose Tissue
CHOL Cholesterin

GPIHBP1 Glycosylphosphatidylinositol-anchored HDL Binding Protein 1

HDL High Density Lipoproteins
HWZ Halbwertszeit

IDL Intermediate Density Lipoprotein
IL-6 Interleukin 6

KHK Koronare Herzkrankheit

LDL Low Density Lipoprotein
LDLR LDL-receptor

LPL Lipoproteinlipase

LRP1 LDLR-related Protein 1

Ncl Nucleus

SRP Signal Recognition Particle
TG Triglyzeride

TNF-a Tumor Necrosis Factor Alpha
TRL Triglyzeridreiche Lipoproteine
VLDL Very Low Density Lipoprotein

WAT White Adipose Tissue
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10 Summary

APOAGS is a key player in murine and human metabolism as it mediates — at least in part
— disposal and retention of lipoproteins. APOA5-deficient mice display a tremendous in-
crease in plasma lipids, with increased amounts of triglycerides of more than 10- 50 fold
of healthy wild-type reference cohorts. It is also known, that under certain conditions,
VLDL particle synthesis is influenced by murine Apoa5 as well, leading to high plasma
triglycerides in deficient mice. For humans, no clear VLDL synthesis effect could be
shown, but the VLDL catabolism was markedly decreased, which is likely to indicate the
blood phenotype. APOAS is able to increase the activity of the lipoprotein lipase, which
represents the gatekeeper of triglyceride-rich lipoprotein metabolism.

This dissertation describes a novel APOA5 mutation found in an 11-month old infant.
The mutation led to an eight amino acid deletion within the coding region of the signal
peptide. The loss of the eight amino acids resulted in dysfunction of the signal peptide,
mainly because of the interrupted row of hydrophobic amino acids, which are usually
building its hydrophobic core. The hydrophobic core of a signal peptide maintains the
function to gate the nascent protein to the endoplasmatic reticulum to undergo the ca-
nonical secretory pathway. To analyse the biochemical impairment of the mutation, we
cloned a wild-type APOA5 construct into an expression vector, as well as rebuilt the
mutation of the infant. The mutation was leading to an accumulation of APOA5S at the
lipid droplets of hepatocytes, whereas the wild-type protein could be found at the plasma
membrane of transfected primary hepatocytes. Subsequently, no secreted APOAS could
be detected within the supernatant of primary hepatocytes after transfection of the

APOAGS construct coding the mutant gene.

The deletion resulted in Hypertriglyceridemia, which was associated with acute ab-
dominal pain. For the purpose of Hypertriglyceridemia, a homozygote mutation was
needed, as the father and mother, both first degree cousins and heterozygote for the
mutation, did not present severe Hypertriglyceridemia. The father had mildly increased
triglyceride levels whereas the levels of the mother were within the reference range. In-
terestingly, both grandfathers — which also displayed a milder Hypertriglyceridemia - suf-
fered in early heart attacks at the age of 45 and 51, leading to the presumption of an

atherogenic influence of the mutation.

The therapy options were at first to lower the amount of food intake derived lipids, which
were taken up, so that the suggestion of weaning was enough to normalise the blood
triglyceride level. The patient will have to fulfil a lifelong low-fat diet to decrease the risk

of atherosclerosis and heart attack.
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