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A  Einleitung 

1. Einführung 

Lipide sind im lebenden Organismus unerlässlich. Sie sind entscheidend an der Ausbildung 

zellulärer Membranen beteiligt. Sie bilden auch den Ausgangspunkt für eine Vielzahl von 

Hormonen und Vitaminen. Der Organismus deckt große Teile seines Energiebedarfs durch Fette. 

Fette erbringen bei ihrer Verbrennung die höchste Energieausbeute: Ein Gramm Fett liefert 39,6 kJ. 

Aufgrund ihrer hydrophoben Eigenschaft müssen Lipide im Blut und in der extrazellulären 

Flüssigkeit mit Hilfe von „Lösungsvermittlern“, wie z. B. Apoproteine oder Albumine, 

transportiert werden. Bei Fettstoffwechselstörungen kann es zu prämaturer Artheriosklerose und 

koronarer Herzkrankheit kommen. Mutationen des zentralen Enzyms der plasmatischen 

Triglyzeridhydrolyse, der Lipoproteinlipase (LPL), können zu Fettstoffwechselstörungen führen. 

Inhalt der vorliegenden Arbeit ist es, die physiologischen Mechanismen der LPL-vermittelten 

Lipoproteinaufnahme in den Muskel weiter zu untersuchen. Hierzu soll mutierte inaktive LPL im 

Muskel transgener Mäuse (Mck-N-LPL) exprimiert und der Stoffwechsel bestimmter Lipoproteine 

unter Beeinflussung von Rezeptor-assoziiertem Protein (RAP) charakterisiert werden. 

2. Physiologie der Lipoproteine 

Der Stoffwechsel der Lipoproteine erfolgt über einen exogenen und einen endogen Weg 

(Abbildung 1). 

2.1.  Stoffwechsel  der exogenen Lipide 

Die Magenlipase spaltet die kurz- und mittelkettigen Triglyzeride (TG). Der Hauptteil der 

Nahrungsfette wird jedoch im Duodenum durch die Pankreaslipase gespalten.  

Die TG werden durch Gallensäuren aus der makroskopisch unlöslichen Form der Fettpartikel in die 

dispergierbare Form der Micellen gebracht. Gallensalze, wie die Taucholsäure, stellen 

amphiphatische Verbindungen dar, die in der Leber aus Cholesterin synthetisiert, in der 

Gallenblase gespeichert und nach einer fetthaltigen Nahrung an den Dünndarm abgegeben werden. 

Die Gallensäuren werden über den enterohepatischen Kreislauf aus dem terminalen Ileum zurück 

in die Leber transportiert. Durch diese Micellenbildung ist es der wasserlöslichen Pankreaslipase 

des Darms möglich, die TG in 2-Monoglyzeride, freie Fettsäuren und Glycerin umzuwandeln. 

Diese Abbauprodukte werden von der Darmschleimhaut aufgenommen. Sie diffundieren in die 

Epithelzellen und werden am endoplasmatischen Retikulum wieder reverstert. Darüber hinaus 

erfolgt die TG-Synthese auch aus α-Glycerophosphat aus der Glykolyse und aus freien Fettsäuren. 

Die Veresterung von Cholesterin durch die Acyl-CoA-Cholesterin-Acyltransferase findet in der 

Mucosazelle statt. Zuerst werden die Stoffe durch das Triacyltransfer-Protein zum Golgi-Apparat 
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transportiert. Dann lagern sich das Cholesterinester, die TG sowie die Phospholipide zusammen. 

Durch Assoziation an die Apolipoproteine (apo) B-48, A-I und A-IV entstehen nun die 

Chylomikronen, die als Sekretgranula über die Exozytose aus den Enterozyten in das lymphatische 

System und über den Ductus thoracicus in die Arteria subclavia und damit in den Blutstrom 

gelangen. 

Im Blutstrom bekommen die Chylomikronen die von „high density lipoprotein“ (HDL2) 

bereitgestellten apo-CII, -CIII und -E im Austausch gegen apo-AI und AIV. Die Chylomikronen 

gelangen von hier als Energielieferant zum Fettgewebe, zum Skelettmuskel, zum 

Milchdrüsengewebe und zum Herzen. Die LPL wird durch apo-CII aktiviert, das sich auf der 

Oberfläche der Chylomikronen befindet. Sie hydrolysiert TG zu freien Fettsäuren und Glycerin. 

Die Fettsäuren werden in das Fettgewebe aufgenommen und durch die Thiokinase in Acyl-CoA 

überführt. Anschließend kann das Acyl-CoA zur Triacylglycerin-Biosynthese verwendet und 

gespeichert werden. Im Muskelgewebe entsteht durch Oxidierung der Fettsäuren Energie. Die 

Chylomikronen enthalten nun hauptsächlich Cholesterin und die apo-E und apo-B48. Sie werden in 

dieser TG-armen und apo-E-reichen Form als „remnants“ bezeichnet und gelangen mit dem 

Blutstrom zur Leber. Die Assoziation der „remnants" mit apo-E erhöht dabei wesentlich die 

Affinität zum „low density lipoprotein“-Rezeptor (LDL-R) der Leber. Nach der Hydrolyse 

verbleibt LPL an den Chylomikronen-Remnants, so dass diese Partikel auch über das LDL-R-

Releated-Protein (LRP) mittels Endocytose-vermittelter Aufnahme in die Leber gelangen können 

(Beisiegel et al. 1991). Vermutlich existieren noch weitere hepatische Lipoprotein-Rezeptoren. 

In den Hepatozyten unterliegen die Komponenten der Chylomikronenreste einem lysosomalen 

Abbau. Die auf den Partikeln verbliebenen exogen zugeführten TG sowie Oberflächenlipide und 

Cholesterinester werden in den intrazellulären Pools zwischengespeichert. 

 

2.2.  Stoffwechsel  der endogenen Lipoproteine 

Der endogene Stoffwechselweg ist für die Versorgung des Körpers mit Cholesterin und TG 

während der Nahrungskarenz verantwortlich. 

In der Leber entstehen die TG-reichen „very-low-density-lipoprotein"-Partikel (VLDL). Zunächst 

wird die apo-B100 Komponente an den Ribosomen synthetisiert und gelangt dann zum 

endoplasmatischen Retikulum. Das mikrosomale Triacylglycerid-Transferprotein lädt die Lipide, 

TG und Cholesterinester auf das apo-B. Im Golgi-Apparat findet dann noch eine Modifizierung der 

Proteinkomponenten und der Einbau der Phospholipide (besonders des Phophatidycholins) statt. 

Die VLDL-Partikel gelangen über die Endothelfenster der Lebersinusoide in die Blutbahn. VLDL 

bestehen neben Lipiden und apo-B100 aus kleinen Mengen apo-E und apo-CII, deren Anteil noch 

durch HDL angereichert wird. Im Austausch gegen freies Cholesterin werden Phospholipide über 
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das Phospholipid-Transferprotein auf HDL übertragen. Als weitere Komponente wurde auch apo-

AV in der VLDL- und HDL-Fraktion nachgewiesen. Apo-AV hat eine senkende Wirkung auf den 

Plasma-TG-Spiegel (Pennacchio et al. 2001). Besteht ein hoher TG-Bedarf, entstehen große 

VLDL-Partikel. Umgekehrt entstehen bei geringem Bedarf kleinere VLDL-Partikel. Daraus 

resultiert eine unterschiedliche Affinität zu Lipasen und Rezeptoren und dementsprechend eine 

längere oder kürzere Verweildauer im Blut. Aktiviert durch apo-CII hydrolysiert die LPL ca. 90% 

der TG in den VLDL. Dagegen wirkt apo-CIII hemmend auf die LPL. 

Aus VLDL-Partikel entstehen VLDL-Remnants oder „intermediate density lipoprotein" (IDL). 

Vermittelt durch apo-E interagieren diese cholesterinreichen Partikel mit dem LDL-R auf den 

Hepatozyten und werden so aus der Blutbahn entfernt. Allerdings können sie auch direkt auf jeder 

Delipidierungsstufe katabolisiert werden. Die Enthüllung der Bindungsdomäne von apo-E erfordert 

die vorherige Hydrolyse, begleitet vom Verlust des apo-C-Proteins. Ein Teil der VLDL-Remnants 

bzw. der IDL wird zu LDL. Dabei verlieren VLDL-Remnants ihren apo-E-Anteil und nehmen 

Cholesterinester über die Aktivität des Cholesterinester-Transferproteins aus HDL auf.  

LDL transportiert mehr als 2/3 des Cholesterins im Plasma. Apo-B100 vermittelt die Aufnahme der 

LDL über den LDL-R. Den größten Anteil des LDL-Katabolismus leistet die Leber. Bezogen auf 

das Organgewicht ist der Gehalt an LDL-R in Nebennierenrinde, Gonaden und Leber am höchsten.  
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2.2.1. Scavenger pathway 

Ist die Bindungsfähigkeit an den LDL-R durch chemische oder enzymatische Modifizierung 

verloren gegangen bzw. ist die LDL-R vermittelte Aufnahme gesättigt, werden die LDL-Partikel 

von der Gruppe der Scavenger-Rezeptoren (SR) aufgenommen, die auf den Zellen des 

Retikulohistiozytären Systems (RHS: Makrophagen, Kupffer-Sternzellen) exprimiert werden. Die 

Kapazität der SR steht im linearen Zusammenhang mit der LDL-Konzentration. Weil durch 

Aufnahme azetylierter und oxidierter LDL die Makrophagen zu Schaumzellen transformieren 

Abbildung 1: Exogener und endogener Plasmalipidstoffwechsel. TG-reiche Lipoproteine, 
endogenes Cholesterol und Gallensäuren werden über Chylomikronen in die Peripherie transportiert und 
hier durch die Lipoproteinlipase (LPL) gespalten. Die entstehenden Chylomikronen-Remnants enthalten 
eine hohe Konzentration an Cholesterinestern. Ebenso entstehen über das endogene System aus 
triglyzerid-reichen very-low-density-lipoprotein Partikeln (VLDL) über die LPL-Hydrolyse intermediate-
density-lipoprotein Partikel (IDL) und schließlich low-density-lipoprotein Partikel (LDL). Der Abbau der 
Lipoproteine geschieht durch rezeptorvermittelte Endozytose: LDL-R, VLDL-R, LRP und HSPG. Durch 
den reversen Cholesterintransport von der Peripherie zur Leber können Cholesterine eliminiert werden. 
Massgeblich an diesem Prozess sind das high-density-lipoprotein (HDL), die Lecithin-Cholesterin-Acyl-
Transferase (LCAT) und das Cholesterinester-Transferprotein (CETP) beteiligt. 
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können, wird diskutiert, ob der SR eine Rolle bei der Entstehung der Arteriosklerose spielt. 

Schaumzellen sind der Beginn der Entwicklung atheromatöser Plaques. Da kein Feedback-

Mechanismus für den zellulären Cholesteringehalt besteht, gelangt das Cholesterin ungebremst in 

die Zelle. 

Jedoch erkennen die SR nicht nur modifizierte LDL, sondern auch modifizierte Proteine bis hin zu 

oxidativ veränderten Erythrozyten, so dass sie auch eine Schutzfunktion im Organismus erfüllen. 

2.2.2. Reverser Cholesterintransport zur Leber 

Die Leber ist neben der Haut das einzige Organ, das Cholesterin direkt oder über den Umbau zu 

Gallensäuren eliminieren kann. Die Bedeutung der HDL besteht dabei in der Fähigkeit, freies 

Cholesterin aus peripheren Zellen aufzunehmen und somit atheroprotektiv zu wirken (Glomset, 

1968). In der Leber werden die Vorstufen der Lipoproteine mit hoher Dichte synthetisiert. Diese 

Vorstufen bestehen vor allem aus apo-AI, aber auch aus apo-AII und apo-E. 

Es gibt drei Subpopulationen HDL1-3, die je nach Lipid/Proteinverhältnis unterschieden werden. In 

den HDL erfolgt die Veresterung von freiem Cholesterin über die Lezithin-Cholesterol-

Acyltransferase, wobei apo-AI als Cofaktor fungiert (Fielding et al. 1972). Diese Cholesterinester 

werden unter Vermittlung des Cholesterinester-Transferproteins auf apo-B enthaltende 

Lipoproteine übertragen und letztlich über LDL zur Leber transportiert (Cholesterinester-

Recycling). Weiterhin wird Cholesterinester durch die HDL-Partikel direkt zur Leber gebracht und 

über den SR-BI selektiv die Cholesterinester-Aufnahme ohne Apolipoprotein-Aufnahme vermittelt 

(Rigotti et al. 1997). 

Der ATP-binding cassette transporter 1 (ABC-A1) ist an der Bildung reifer HDL und dem Efflux 

zellulärer Lipide in der Form beteiligt, dass er aufgenommene HDL und lipidarme Partikel vom 

Golgiapparat zur Plasmamembran transportiert und so eine Lipidierung vermittelt (Rogler et 

al.1995). Auf diese Weise könnte der in Leber- und peripheren Zellen exprimierte Transporter den 

Cholesterinabtransport regulieren (Langmann et al. 1999). 
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3. Lipoproteine 

Lipoproteine unterscheiden sich in Dichte, Form, Zusammensetzung und in elektrophoretischen 

Eigenschaften (Havel et al. 1955) (Abbildung 2). 

 

4. LPL 

Die Genfamilie der neutralen Lipasen wird von der LPL, der Hepatischen Lipase und der 

Pankreatischen Lipase gebildet (Kirchgessner et al. 1989, Kirchgessner et al. 1987). Die LPL liegt 

als nicht kovalent gebundenes aktives Homodimer vor.  

Das Protein setzt sich aus zwei Domänen zusammen. Der größere aminoterminale Bereich enthält 

das aktive Zentrum mit der katalytischen Triade und der Bindungsstelle für den Cofaktor Apo CII 

(Havel et al. 1973, LaRosa et al. 1970). Eine Proteindomäne, die durch Disulfidbindung eine 

geschlossene Oberflächenschleife („loop") bildet, verdeckt das aktive Zentrum der LPL und 

blockiert den freien Substrat-Zugang (Dugi et al. 1992). Der carboxyterminale Bereich dient als 

Bindungsstelle für die Lipoproteinrezeptoren und Lipide. Sowohl die aminoterminale als auch die 

 
Abb. 2: Zusammensetzung der einzelnen Lipoproteine. 

Ergänzung (Gew.-%) 

 Chylo-M. VLDL LDL HDL 

Protein 2 10 23 55

Phospholipide 9 18 20 24

freies Cholesterin 1 7 8 2

Cholesterylester 3 12 37 15

TG 85 50 10 4
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carboxyterminale Domäne tragen zur Heparinbindung des Proteins bei (Davis et al. 1992; Dichek 

et al. 1993). 

Als zentrales Enzym der TG-Hydrolyse aus Chylomikronen und VLDL stellt die LPL den Organen 

freigesetzte Fettsäuren als Energiequelle zur Verfügung (Merkel et al. 2002a). Außerdem werden 

Apolipoproteine und Phospholipide für die Bildung von Lipoproteinen hoher Dichte freigesetzt. 

Bereits in den 80er Jahren wurde vermutet, dass LPL für die Energieverteilung limitierend wirkt 

und ihre Gewebeverteilung von Bedeutung für die Entwicklung der Adipositas ist: Gatekeeper-

Hypothese (Greenwood 1984, Greenwood 1985). 

Die Synthese und Sezernierung der LPL erfolgt in Parenchymzellen vieler Gewebe, vorwiegend in 

Herz, Lunge, Muskel und Fettgewebe (Semenkovich et al. 1989). An der Endotheloberfläche der 

Blutgefäße bindet die LPL über ionische Wechselwirkungen an Heparansulfat Proteoglykanen 

(HSPG), wobei eventuell ein Teil der LPL nach der Lipolyse nicht am Kapillarendothel bleibt 

(Saxena et al. 1991). LPL vermittelt vermutlich eine Bindung zwischen HSPG und Lipoproteinen 

(Olivecrona u. Olivecrona 1995). Daher könnten sich Lipoproteine in Rezeptornähe konzentrieren 

und so eine apo-E oder apo-B vermittelte Aufnahme initiieren (Mulder et al. 1993).  

Auf Grundlage von in vitro gewonnenen Daten konnte gezeigt werden, dass LPL die Aufnahme 

von Chylomikronen-Remnants in Hepatozyten und andere Zellen vermittelt (Beisiegel u. St Clair 

1996, Felts et al. 1975). 

Merkel et al. etablierten ein transgenes Mausmodell, das transgene inaktive und aktive LPL im 

Muskel nebeneinander enthielt. Diese Tiere hatten zusätzlich zur normalen Maus (m)-LPL eine 

muskelspezifische, 2 bis 2,5-fache Überexpression mutierter inaktiver humaner (h) LPL-Dimere 

(156Asp zu Asn) mit normaler Proteoglykan-Bindung. Es konnte dabei erstmals in vivo gezeigt 

werden, dass eine Verstärkung der plasmatischen TG-Hydrolyse sowie eine Organaufnahme ganzer 

Lipoproteinpartikel von inaktiver LPL in Anwesenheit von aktiver LPL vermittelt werden kann 

(Merkel et al. 1998). Die Studie zeigte eine Erhöhung der Muskelaufnahme von TG (1,7x), apo-B 

(1,8x) und Cholesterolestern (2,5x). Weiter Experimente zeigten, dass die selektive 

Cholesterolesteraufnahme von inaktiver LPL allein vermittelt werden kann (Merkel et al. 2002b). 

5. Lipoprotein- Rezeptoren 

5.1.  Allgemeiner Aufbau 

Lipoproteinrezeptoren sind Plasmamembranrezeptoren, über die eine spezifische Bindung und 

Aufnahme der jeweiligen Lipoproteine stattfindet. Bereits in den 70er Jahren beschrieben Goldstein 

und Brown den LDL-R (Brown u. Goldstein 1986). Dieser Lipoproteinrezeptor stellt den Prototyp 

der LDL-R-Genfamilie dar. Weiter zugehörig sind der VLDL-R (Takahashi et al. 1995), das LRP 

(Herz et al. 1992) sowie das Glykoprotein (gp) 330/ Megalin (Saito et al. 1994) und zwei 
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gehirnspezifische Rezeptoren. Allen Mitgliedern der LDL-R-Genfamilie ist dabei gemein, dass sie 

strukturell aus den folgenden fünf Domänen aufgebaut sind (Abbildung 3): 

Domäne I 

Das aminoterminale Ende besteht aus einer für die verschiedenen Mitglieder der LDL-R-Familie 

variablen Wiederholung von 40 Aminosäuren (AS). Hier liegt die konservierte Sequenz aus jeweils 

 
Abb. 3: Aufbau der Rezeptoren der LDL-R-Familie. Die LDL-R Familie besteht aus 5 Domänen: 
Das aminoterminale Ende ist die ligandenbindende Domäne. Die zweite Domäne enthält drei cysteinreiche 
Repeats und weist eine große Homologie zur Vorstufe des epidermal growth factor (EGF Präkursor) auf. 
Die folgende Domäne besteht aus o-glykosidisch gebundenen Kohlenhydraten an den 18 Threonin- bzw. 
Serinresten. Anschließend kommt die membrandurchspannende Domäne aus 22 AS. Das carboxyterminale 
Ende ist für die Verankerung des Rezeptors in den sogenannten „coated pits“ verantwortlich und macht die 
fünfte Domäne aus (Schwandt et al. 2000). 
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sechs Cysteinen, die durch intramolekulare Disulfidbrücken verbunden sind. Zwischen diesen 

cysteinreichen Sequenzen befinden sich negativ geladene AS-Reste mit der hochkonservierten Ser-

Asp-Glu Sequenz (SDE). Die gesamte Struktur wird auch als „complement type repeat" bezeichnet 

(Stanley et al. 1985), weil sie homolog in einigen Komplementfaktoren existiert. An der ersten 

Domäne erfolgt die Ligandenbindung.  

Domäne II 

Die zweite Domäne weist eine große Homologie zum Vorläufermolekül des epidermalen 

Wachstumsfaktors „epidermal growth factor“ (EGF-Präkursor) auf, (Gray et al. 1983). Eine 

Verbindungsregion trennt diese sogenannten „growth factor repeats", die aus jeweils fünf 

Wiederholungen der AS-Sequenz Tyr-Trp-Thr-Asp (YWTD) bestehen. In dieser Domäne – „EGF-

precursor homology domain" - erfolgt nach Endozytose die intrazelluläre, säureabhängige 

Dissoziation des Liganden vom LDL-R (Davis et al. 1987). 

Domäne III 

Die dritte Domäne des Rezeptors liegt ebenfalls extrazellulär. Sie enthält 18 Serin- bzw. Threonin-

Reste, die o-glykosidisch gebundene Kohlenhydrate tragen („o-linked sugar domain"). 

Domäne IV 

Hier befindet sich die membrandurchspannende Domäne aus 22 hydrophoben AS, die den 

extrazellulären mit dem zytosolischen Bereich verbindet (Yamamoto et al. 1984). 

Domäne V 

Die intrazelluläre, carboxyterminale Domäne enthält eine bestimmte Signalsequenz, Asp-Pro-Val-

Tyr (NPXY), anhand derer der Rezeptor in bestimmten Membranbereichen verankert wird. Die 

Sequenz ist auch am Rezeptorreycling beteiligt. 

 

5.2.  LDL-R 

Der ubiquitär auf den Zellen vorkommende LDL-R wird als Vorläuferprotein synthetisiert und 

innerhalb des Golgiapparates zum funktionsfähigen Rezeptor modifiziert (Schneider et al. 1982, 

Cummings et al. 1983). Nach dem Transport zur Zelloberfläche konzentrieren sich die LDL-R in 

bestimmten, mit dem Protein Clarithin umsäumten Bereichen der Plasmamembran, den 

sogenannten „Clarithin-Stachelsaumgrübchen" (Anderson et al. 1976). 

Das aminoterminale Ende besteht aus sieben homologen Segmenten mit jeweils 40 AS, die reich an 

Cystein und negativ geladenen AS sind. Hier wird die Bindung von apo-B100 und apo-E 

vermittelt. Apo-E Moleküle zeigen eine hohe Affinität zur Wiederholung 5 der 

Ligandenbindungsdomäne (Innerarity u. Mahley, 1978). Apo-B100 wird eine Bindung durch die 

Wiederholung 3-7 vermittelt. Eine chemische Modifizierung der Lysin- bzw. Arginin-Reste, z.B. 

durch Acetylierung (Mahley et al. 1980), aber auch negativ geladene Moleküle, z.B. Heparin 
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(Weisgraber u. Rall, 1987) oder positiv geladene Moleküle wie Proteamin (Brown et al. 1978) 

können die Interaktion beider Apolipoproteine hemmen.  

Der LDL-R ist wichtig für die Aufnahme von Chylomikronen-Remnants. Das wurde sowohl in 

Tiermodellen (Jaeckle et al. 1992; Choi and Cooper, 1993) als auch beim Menschen (Everson et al. 

1991) gezeigt. Es konnte eine verlangsamte Aufnahme von Chylomikronen-Remnants in die Maus 

durch Applikation von Antikörpern gegen den LDL-R gezeigt werden (Choi et al. 1991). Diese 

Beobachtung wurde an LDL-R-KO-Mäusen bestätigt (Ishibashi et al. 1994).  

Ishibashi konnte zeigen, dass apo-B48 als Marker des Chylomikronenstoffwechsels in apo-E 

defizienten Mäusen stärker ansteigt als in LDL-R-defizienten Mäusen. Daraus könnte geschlossen 

werden, dass die Chylomikronen-Clearance durch andere Rezeptoren, vermutlich durch LRP, 

erfolgt (Ishibashi et al. 1994). 

Folgende Liganden binden an den LDL-R: 

 -apo-B100 

 -apo-E 

 -RAP 

 

5.3.  VLDL-R 

1992 wurde die c-DNA, die den VLDL-R kodiert, aus einem Kaninchenherz kloniert. Dieser 

118 kDa Rezeptor verfügt über eine zusätzliche Domäne, so dass der VLDL-R acht 

Wiederholungen der cysteinreichen AS anstelle der sieben Wiederholungen des LDL-R enthält 

(Takahashi et al. 1992). Die Charakterisierung des humanen VLDL-R-Gens, das auf dem 

Chromosomen 9 lokalisiert ist, zeigt, dass dieser Rezeptor nahezu identisch mit dem humanen 

LDL-R ist. Jedoch findet man im VLDL-R-Gen in der 5´ untranslierten Region ein polymorphes 

Triplet der Sequenz CCG. Es wurde ein Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein der 

beschriebenen Sequenz und sporadischem Alzheimer in einem japanischen Kollektiv diskutiert 

(Okuizumi et al. 1995). Im Huhn konnte eine mutante Form des VLDL-R beschrieben werden, die 

zur frühzeitigen Arteriosklerose und zu Sterilität führt.  

Der VLDL-R ist zwischen den einzelnen Spezies hochkonserviert. Es bestehen Homologien bis zu 

97% beim Kaninchen und beim humanen Rezeptor. Im Kaninchen wie auch im Menschen wird der 

VLDL-R hauptsächlich in Herz, Muskel und Fettgewebe exprimiert. In der Leber werden nur 

Spuren dieses Rezeptors gefunden, so dass eine signifikante Beteiligung an der Lipoprotein-

Remnants-Clearance eher unwahrscheinlich ist. Der Rezeptor scheint hauptsächlich für die 

Versorgung von peripheren Zellen mit Fettsäuren verantwortlich zu sein, weil VLDL-R negative 

Mäuse eine reduzierte Fettgewebemasse und einen reduzierten Body-Mass-Index aufweisen 

(Frykmann et al. 1995). Zahlreiche Liganden binden an den VLDL-R: 
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- LPL 

- VLDL 

- apo-E 

- RAP 

- apo-B48 

- Thrombospondin 1 

- Urokinase-Typ 1 

- Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-Typ-1 Komplex 

 

5.4.  LDL-R-Related-Protein 

Ende der 80er Jahre gelang die Klonierung des LRP, das in seiner molekularen Form dem LDL-R 

sehr ähnelt (Herz et al. 1988). Parallel dazu wurde der α2-Makroglobulin-Rezeptor durch 

Vergleiche der jeweiligen c-DNA als LRP erkannt (Kristensen et al. 1990; Strickland et al. 1990). 

Die α2-Makroglobulin-Rezeptor/LRP-Expression erfolgt hauptsächlich in den Leberparenchym-

Zellen, aber auch in Neuronalzellen des Gehirns und in den Syncytiotrophoblasten der Plazenta 

(Jensen et al. 1988).  

LRP wird als Einzelstrang von 600 kDa synthetisiert und im Golgiapparat in zwei Untereinheiten 

von 515 und 85 kDa gespalten (Herz et al. 1990). Das kleinere Fragment enthält den 

zytoplasmatischen und den die Membran durchspannenden Bereich, der extrazellulär mit dem 515 

kDa Fragment nicht kovalent assoziert ist. Der zytoplasmatische Bereich (100 AS) ist doppelt so 

lang wie der des LDL-R (50 AS) und enthält zwei „NPXY"-Sequenzen, die den Rezeptor zu den 

„Stachelsaumgrübchen" dirigieren (Chen et al. 1990).  

Die Zugehörigkeit zur LDL-R-Gen-Familie zeigt sich auch im Vorhandensein von 31 „complement 

type repeats" für die Ligandenbindung. Sie sind durch mehrere Spacerregionen, die eine „YWTD"-

Sequenz beinhalten, voneinander getrennt. Außerdem enthält LRP auch 22 Wiederholungen des 

Wachstumfaktors. Abweichend von der Struktur des LDL-R werden die charakteristischen o-

glykosidisch gebundenen Zuckerreste durch 6 „epidermal growth factor“-ähnliche Wiederholungen 

ersetzt (Krieger u. Herz 1994).  

Das LRP stellt einen wichtigen Rezeptor im Lipoproteinstoffwechsel dar. Er bindet an mehrere 

Proteine und braucht RAP als Chaperone und Escortprotein für die Aktivität in Leber und Gehirn 

(Willnow et al. 1994). RAP ist an der Zelloberfläche mit LRP assoziiert (Strickland et al. 1991) 

und hemmt dessen Ligandenbindung (Willnow et al. 1994; Herz et al. 1991).  

Möglicherweise wird die Aufnahme von apo-E (Ji et al. 1993), LPL und der hepatischen Lipase 

(Eisenbeg et al. 1992) in die Zelle über LRP vermittelt, nachdem vorher die Bindung an die HSPG 

der Zelloberfläche erfolgte. 
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Neben dem LDL-R ist LRP ist ein wichtiger Rezeptor für die Chylomikronen-Remnants-Aufnahme 

in die Leber. Chylomikronen-Remnants akkumulieren in LDL-R negativen Mäusen, die darüber 

hinaus durch Anwesenheit von RAP kein voll funktionstüchtiges LRP besitzen (Willnow et al. 

1994). Eine leberspezifische LRP-Knockout-Maus wurde entwickelt, in der es zur Anreicherung 

von Chylomikronen-Remnants kam. LRP negative Mausmodelle konnten zunächst nicht erzeugt 

werden, da LRP sehr wichtige Entwicklungsfunktionen wahrnimmt und die Embryonen sonst 

sterben würden (Herz et al. 1992). Ein pathogenetischer Zusammenhang zwischen LRP und der 

Genese von Arteriosklerose wird diskutiert, weil die Expression des LRP während der 

Differenzierung von Monozyten und Makrophagen induziert wird (Watanabe et al. 1995). 

Außerdem konnte gezeigt werden, dass Makrophagen von frühen und fortgeschrittenen Läsionen 

und auch glatte Muskelzellen LRP exprimieren (Luoma et al. 1994; Lupu et al. 1994). 

Neben den Lipoproteinen bindet LRP zahlreiche andere Liganden: 

 - apo-E 

 - apo-B100 

 - apo-B48 

 - LPL 

 - Hepatische Lipase 

 - Gewebe-Plaminogen-Aktivator 

 - Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 

 - Urokinase 

 - Vitellogenin 

 - Saponine 

 - humane Schwangerschaftsprotein-Protease-Komplexe 

 - Gewebe-Faktor-Stoffwechsel-Inhibitor 

 - Thrombospondin-1 

 - Laktoferrin 

 - Pseudomonas-Exotoxin A 

 - humane Rhinoviren 

 

5.5.  gp330/ Megalin 

1982 wurde das gp 330 als Heymann´s Nephritis Antigen für das hauptverantwortliche Antigen bei 

der Entstehung einer idiopathischen membranösen Glomerulonephritis beim Menschen beschrieben 

(Kerjaschki u. Farquhar, 1982). Mit ca. 600 kDa ist dieser Rezeptor der größte Vertreter der LDL-

R-Gen–Familie, zu der gp 330/Megalin aufgrund seiner Strukturhomologie zu LRP gezählt wird. 

Der Größe wegen wurde auch der Name Megalin vorgeschlagen. Trotz des weitgehend 

überlappenden Ligandenspektrums zu LRP ist die Gewebsverteilung deutlich unterschiedlich. Der 
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Rezeptor wird im proximalen Tubulus der Niere, an den Ependymzellen (Lundgren et al. 1997) 

und in zahlreichen anderen Organen exprimiert. 

 

6. RAP 

RAP wurde zunächst als Komponente, die mit α2 MR/LRP interagiert, aus menschlicher Plazenta 

isoliert (Kristensen et al. 1990). Das heparinbindende Protein wird auch als 39 kDa Protein 

bezeichnet und hat nach Abspaltung einer Signalfrequenz eine Länge von 323 AS.  

Normalerweise findet man RAP hauptsächlich im endoplasmatischen Retikulum und im Golgi-

Komplex. Nur ein geringer Prozentsatz ist auf der Zelloberfläche oder in den Endosomen 

lokalisiert. RAP fungiert als Chaperon des LRP bei der Biosynthese, als Escortprotein während des 

Sekretionsstoffwechsels und als kurzzeitiger Modulator der LRP-Aktivität (Willnow et al. 1995). 

Es konnte beobachtet werden, dass RAP die Ligandenbindung von α2-Makroglobulin an LRP 

hemmt (Moestrup und. Gliemann 1991). Herz et al. stellten außerdem eine durch RAP gehemmte 

Ligandenbindung für β-VLDL, assoziiert mit apo-E, fest (Herz et al. 1991). In fortführenden 

Studien konnte gezeigt werden, dass RAP die Bindung vieler bekannter Liganden an LRP in vitro 

und in vivo hemmt. Außerdem wirkt es inhibierend auf die übrigen Mitglieder der LDL-R-Gen-

Familie: gp 330/Megalin (Moestrup et al. 1993; Orlando et al. 1994), VLDL-R (Battey et al. 1994; 

Simonsen et al. 1994) und LDL-R (Medh et al. 1996, Medh et al. 1995). 

Das amino- sowie das carboxyterminale Fragment des RAP binden an unterschiedliche Seiten des 

LRP-Rezeptors. Das carboxyterminale RAP-Fragment und das LPL-Fragment konkurrieren um die 

Ligandenbindungsdomäne des LRP (Nykjaer et al. 1994).  

Es konnte weiter eine verminderte LRP-Expression in Leber und Gehirn in homozygot RAP-

defizienten Mäusen gezeigt werden. Ist die Maus zusätzlich noch LDL-R negativ, akkumulieren 

Lipoprotein-Remnants im Plasma (Willnow et al. 1994). 

Die beschriebenen Eigenschaften von RAP zeigen seine Eignung zur Aufklärung der LPL-

vermittelten Lipoproteinrezeptor-Nutzung. 

 

7. Proteoglykane 

Die Proteoglykane befinden sich als anionische polymere Strukturen auf der extracellulären Matrix. 

Aufgebaut sind sie aus einem Kernprotein und vier Klassen einer unterschiedlichen Anzahl von 

Glykoaminoglykanen. Es handelt sich dabei um die Chondroitinsulfat-, die Dermatansulfat-, die 

Keratansulfat- und die Heparansulfat-Proteoglykane. Die Kernproteine der HSPG bestehen 

hauptsächlich aus Syndecan, Perlecan und Glypican. Die HSPG stehen im direkten Kontakt mit 

dem Blutkreislauf (Yanagishita u. Hascall, 1992), weil die ungefähr 4x106 großen HSPG Moleküle 
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auf einem einzelnen Hepatozyten soweit aus dem Disse´schen Raum hervorragen. In vivo konnte 

durch Applikation von Heparansulfat-spaltenden Enzymen ebenfalls eine Inhibition der Aufnahme 

von Chylomikronen-Remnants in die Leber gezeigt werden. 

8. Klinischer Aspekt: Familiäre kombinierte Hyperlipidämie und Arteriosklerose 

Bisher wurden im LPL-Gen über 100 Mutationen gefunden, die ursächlich für Veränderungen der 

LPL-Aktivität sind (Goldberg u. Merkel 2001, Merkel et al. 2002a). Sie treten teilweise in einer 

Heterozygotenfrequenz von 3 bis 7 % auf (Benlian et al. 1996). Die Lipoproteinlipase-Defizienz ist 

als Ursache der Chylomikronämie bekannt. Diese seltene genetische Erkrankung (1:106 

Homozygote) zeigt das klinische Bild der Typ I Hyperlipidämie nach Frederickson (Fredrickson et 

al. 1978). Die Patienten haben fehlende oder sehr niedrige LPL-Aktivität im Postheparinplasma 

und im Fettgewebe. Die hepatische Lipase und apo-C als Cofaktor der LPL sind normal. Zur 

Definition des Chylomikronämiesyndroms gehören neben TG-Werten von über 1000 mg/dl auch 

das Auftreten von eruptiven Xanthomen, Lipaemia retinalis und rezidivierenden Pankreatitieden. 

Obligat Heterozygote haben erniedrigte LPL-Aktivität. Kommen dazu noch Faktoren wie Fettsucht 

oder Hyperinsulinämie, kann eine familiär kombinierte Hyperlipidämie entstehen, die mit einem 

erhöhten Risiko für vorzeitige koronare Herzkrankheit assoziiert ist (Brunzell 1995).  

Die LPL wird aufgrund ihrer TG-senkenden Eigenschaften als anti-atherogenes Enzym 

eingeschätzt. Jedoch fungiert die LPL auch als Bindeglied zwischen den HSPG und den TG-

reichen Lipoproteinen. Auf diese Weise könnte die LPL die Retention von Lipoproteinen in der 

Arterienwand und somit die Atherogenese fördern (Olivecrona u. Olivecrona 1995, Saxena u. 

Goldberg 1994). 

 

9. Ziel der Arbeit 

Klinische Studien haben gezeigt, dass Mutationen im Bereich des LPL-Gens an der Entstehung von 

Dyslipoproteinämien und der prämaturen Arteriosklerose mitbeteiligt sind (Merkel et al. 2002a). 

Vor diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden Arbeit Untersuchungen zur Funktion der LPL 

im Fettstoffwechsel durchgeführt.  

Um die Rolle der LPL bei der Lipoproteinaufnahme weiter aufzuklären, wurde bereits in früheren 

Arbeiten ein Mausmodell mit transgener Expression inaktiver LPL im Muskel (Mck-N-LPL) 

etabliert (Merkel et al. 1998). Diese Tiere haben neben der normalen Maus(m)-LPL eine transgene 

muskelspezifische, 2 bis 2,5fache Überexpression mutierter, inaktiver humaner (h)-LPL-Dimere 

(156Asp zu Asn) mit physiologischer Proteoglykanbindung. Die metabolischen Studien mit VLDL 

zeigten eine Erhöhung der Muskelaufnahme von TG (1,7x), apo-B (1,8x) und Cholesterolestern 
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(2,5x). Damit wurde erstmals gezeigt, dass die inaktive LPL sowohl ganze Lipoproteinpartikel als 

auch selektiv Cholesterolester in den Muskel transportieren kann (Merkel et al. 1998).  

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Mechanismus der LPL-vermittelten Lipoproteinaufnahme 

in vivo weiter aufzuklären. Dabei wurde auf Grundlage von in vitro Studien postuliert, dass sowohl 

Rezeptoren als auch Proteoglykane an diesem Prozess beteiligt sein könnten.  

Um die LPL-vermittelte nicht-enzymatische Lipidaufnahme hinsichtlich einer möglichen 

Rezeptorbeteiligung klären zu können, wurde der potente Lipoprotein-Rezeptor-Inhibitor RAP in 

normale und transgene Mäuse injiziert, um die Auswirkungen auf den Lipidstoffwechsel 

untersuchen zu können.  

Eine Aufklärung der nichtenzymatischen Funktion der LPL soll dazu dienen, pathophysiologische 

Mechanismen von Dyslipoproteinämien wie z.B. der Familiär kombinierten Hyperlipidämie und 

der prämaturen Arteriosklerose besser zu verstehen. Dies ist die Voraussetzung für Früherkennung, 

Prävention und eine mögliche Therapie dieser schweren Erkrankungen. 
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B Material und Methoden 

1. Allgemeine Materialien 

1.1.  Chemikalien 

Alle Chemikalien wurden in der höchsten erhältlichen Qualität verwendet. Nicht aufgeführte 

Chemikalien wurden von Sigma Chemie, Taufkirchen, oder von Merck, Darmstadt, bezogen. 

Agarose Gibco 

Ampicillin   Behringer 

Bromphenolblau Merck  

Cholesterolstandard Sigma 

Coomassie G250 Lösung Stock Merck 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma 

Dithioreitol (DTT) Sigma 

Eisessig Merck 

Ether Chinosol 

Ethidiumbromid Sigma 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)  Sigma 

Glycerin Roth 

Heptan Sigma 

Histoacryl-Gewebskleber Braun / Aesculab 

Imidazol Sigma 

Isopropylthio-β-D-Galaktoside (IPTG) Bio Tech Trade 

Isopropanol Merck 

Kaliumbromid  Merck 

LB-Agar Tablets Sigma 

Mercaptoethanol Gibco 

Methanol Merck 

3-(N-Morpholino)Propansulfansäure (MOPS) Sigma 

Natronlauge  Merck 

Ponceau S Serva 

Salzsäure  Merck 

Schwefelsäure  Merck 

Sodiumdodecylsulfat (SDS) Sigma 

Szintillationsflüssigkeit Packard 

Trans-1,2-Diamnocyclohexan-NNN; Tetraessigsäure (CDTA) Sigma 

Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan (Tris) Sigma 

TG-Standard Sigma 
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1.2.  Enzyme und Proteine 

Bradford Reagenz Biorad 

Bovines Serum Albumin (BSA) Merck 

100 bp DNA-Ladder Invitrogen 

E. coli Bakterien (BL 21 DL-3) Promega 

Enzymatischer Farbtest für Cholesterol 1489437 Sigma 

Enzymatischer Farbtest für TG 701912 Boehringer 

Oligonukleotide Roche 

Proteinase K Roche 

Rainbow Marker Biorad 

Taq DNA Polymerase Gibco 

1.3.  Verbrauchsmaterialien 

Ausstreichösen Elcay 

Beta Counter-Röhrchen (Szintillationsröhrchen) Sarstedt 

Dialyse-Schlauch Serva 

Falcon Tubes Falcon 

Gamma Counter Röhrchen Nunc 

Heparinisierte Hämatokritkapillaren Hirschmann 

Mikrotiterplatten Nunc 

NI-NTA Agarose Qiagen 

NI-NTA Sepharose Säule Qiagen 

Nu Page Gel Invitrogen 

PCR-Röhrchen Merck 

Pipettenspitzen  Sarstedt 

Reagenzgläser Assistent 

Zentrifugationsröhrchen Beckmann 

1.4.  Geräte 

Betacounter Packard 

Certomat TC 2 (Schüttler) Biotech International 

Elektrophoresekammer Biorad 

Feinwaage Biorad 

Gammacounter Packard 

Hamilton-Spritze Hamilton 

Heizblock Thermostat 5320 Eppendorf 

Laborzentrifuge Universal 16 R Hettich 

Mikrotiterplatten Lesegerät MRX 2 Dynex Technologies 

Mikrowelle Moulinex 
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Multipipette Eppendorf 

PCR- Thermocycler TP 48 Biometra 

Sonifizierungsstab Bandelin Sonopuls 

Spektralphotometer Perkin-Elmar 

Utraturrax T 25 basic IKA 

Ultrazentrifuge mit Swing out Rotor SW 41 Beckmann 

Wärmeinkubator Edmund Bühler 

Zentrifuge-L7-55 mit LP-42 Ti Rotor Beckmann 

2. Allgemeine Arbeitsmethoden 

2.1.  Steril isation 

Hitzestabile Geräte und Lösungen wurden in einem Autoklaven in feuchter Hitze bei 121°C und 

2 bar für 30 Minuten sterilisiert. Lösungen mit hitzeempfindlichen Substanzen wurden mit einem 

0,2 µm Filter sterilisiert. 

2.2.  Pufferherstellung 

2.2.1. BPB-Puffer 

- 500 µl 10% Bromphenolblau 

- 6 ml Glycerol 

- 13,5 ml Aqua dest 

2.2.2. J´s-Puffer 

Alle PCR Reaktionen sind mit der folgenden Stammlösung durchgeführt worden: 11% DMSO, 19 

mM NHSO4, 76,0 mM Tris pH 8,8; 7,6 mM MgCl2, 11 mM DTT, 193 mg/ml BSA, 23 mM dNTP 

- 5,68 ml Dimethylsulfoxid 

- 0,945 ml 1M (NH4)2SO4 

- 3,8 ml 1M Tris pH 8,8 380 µl 1M MgCl2 

- 570 µl 1M DTT 

- 9.65 ml BSA(1mg/ml) 

- 115 µl dNTP 

Die Reagenzien wurden gemischt und mit gefiltertem Aqua dest. auf 50 ml aufgefüllt. 

2.2.3. MOPS-SDS-Laufpuffer 20-fach 

- 104,6 g MOPS 

- 60,6 g Tris Base 

- 10,0 g SDS 

- 3,0 g EDTA 
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auf 500 ml mit Aqua dest. aufgefüllt. Der pH-Wert des 1-fach Puffers lag bei 7,3.  

2.2.4. Herstellung der LB-Platten bzw. des Mediums 

Platten für 1000 ml: 

- 20 LB Agartabletten 

- 10 ml 1M Magnesiumsulfat 

- 10 ml 1M Tris pH 7,4-7,5  

auf 1000 ml mit Aqua dest. aufgefüllt und autoklaviert. Nach leichtem Abkühlen der Lösung wurde 
1 ml des 100 mg/ml Ampicillinstocks dazugegeben. Jetzt wurden die Platten durch Gießen der 
warmen Flüssigkeit in die Petrischalen hergestellt. 

Medium für 1000 ml: 

- 20 LB Broth Medium 10 ml 1M Magnesiumsulfat 

- 10 ml 1M Tris pH 7,4-7,5  

auf 1000 ml aufgefüllt und autoklaviert. Wie oben beschrieben Ampicillin dazugegeben. 

2.2.5. Lysispuffer zum Verdau der Schwanzbiopsie 

Für eine 2-fach Konzentration wurden 480 g 8M Harnstoff langsam in ca. 150-200 ml Aqua dest. 

auf einer Heizplatte unter Rühren gelöst. Anschließend wurden nacheinander hinzugegeben: 

- 33 ml 30% Sarkolysis 

- 200 ml 1M Tris-Cl pH 8,0 

- 80 ml 5M NaCl 

- 40 ml 0,5 M CDTA pH 8,0. 

Anschließend auf 1000 ml mit Aqua dest. aufgefüllt.  

2.2.6. SDS Probenpuffer 4-fach 

- 4,00 g Saccharose 

- 0,682 g Tris Base 

- 0,666 g Tris HCl 

- 0,800 g SDS 

- 0,006 g EDTA 

- 0,75 ml einer 1% serva Blue G250 Lösung (brillantblau) 

- 0,25 einer 1% Phenol Rot Lösung 

auf 10 ml mit Aqua dest. aufgefüllt. 

2.2.7. Solubisationspuffer 

Für 100 ml Puffer wurden 6 M Guaniniumchlorid (57,32 g) und 50 mM Tris HCl (0,605 g) in Aqua 

dest. gelöst und mit NaOH auf pH 8 eingestellt. Hinzu kommt 100 µl 1 M DTT (3,09 g DTT in 20 

ml 0,01 M Sodiumacetat, pH 5 gelöst und durch Filtration sterilisiert). Der Puffer kann bei –20°C 

eingefroren werden. 
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2.2.8. TBE-Puffer 

Für 10-fach konzentrierten Puffer wurden 108 g Tris-Base, 55 g Borsäure, 40 ml 0,5 M EDTA 

pH 8,0 in einem Liter Aqua dest. aufgelöst. 

2.2.9. TE-Puffer 

10 mM Tris-HCl pH 7,6 und 1 mM EDTA pH 8,0 in 50 ml Aqua dest aufgelöst. 

3. Tiere 

3.1.  Tierhaltung 

Die verwendeten Mäuse hatten freien Zugang zu Wasser und normaler Nagerdiät. Da die Tiere fast 

ausschließlich in der Dunkelphase fressen, wurde die zirkadiane Rhythmik durch Anpassung der 

Hell-/Dunkelphasen mittels Licht-Zeitschaltuhr aufrecht erhalten. Die Mäuse wurden in 

pathogenarmen Tierräumen gehalten und waren bezüglich des Maus-Hepatitis-Virus negativ.  

Alle Tierversuche wurden von der Behörde für Umwelt und Gesundheit genehmigt bzw. bei dieser 

angezeigt (Aktenzeichen 20/99 und UKE-VTH Aktenzeichen A65, A66 und Org 163). 

3.2.  Mauslinien 

Alle verwendeten Mausstämme lagen mit einem gemischten genetischen Hintergrund vor (CBA x 

C57Bl/6). Da somit keine Inzuchtstämme als Kontrollen verwendet werden konnten, wurden alle 

Experimente mit Geschwisterkontrollen durchgeführt, das heißt aus jeder Paarung entstanden im 

Durchschnitt alle zu untersuchenden Genotypen. Dies ist ein international akzeptiertes Vorgehen 

für metabolische Studien. Dennoch wurden alle Kreuzungsschritte - soweit möglich - mit dem 

Inzuchtstamm C57B1/6J durchgeführt, um schrittweise einen weitestgehend homogenen 

genetischen Hintergrund zu schaffen. 

Die Experimente wurden ausschließlich an männlichen Tieren im Alter von 9-12 Wochen 

durchgeführt. 

3.2.1. LDL-R-KO 

Die homozygoten LDL-R-KO Mäuse wurden vom Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine U.S.A. 
bezogen. 

 

3.2.2. LPL2/McK–N–LPL 

Die an der Rockefeller University, New York, U.S.A., etablierte Mauslinie wurde in die 

Versuchstierhaltung der Universitätsklinik Eppendorf in Hamburg eingeführt. Diese Tiere besitzen 

ein Transgen, das enzymatisch inaktive LPL im Muskel exprimiert. Ein humanes LPL–Minigen 

wurde zur Herstellung des DNA–Konstruktes für die Mikroinjektion zielgerichtet mutiert. Es 

enthält die cDNA, Intron 3 und etwa 500 Basenpaare (bp) 3' genomische DNA. Eine Mutation 

führt zu dem Ersetzen der zweiten Aminosäure der katalytischen Triade der LPL (156ASP durch 

ASN). 156ASP ist die einzige Aminosäure des katalytischen Zentrums der LPL, die bisher bei 



 21

Patienten mit Chylomikronämie mutiert gefunden worden ist (Ma et al. 1992). In vitro 

Untersuchungen ergaben, dass 156N-LPL (156Asn-LPL) enzymatisch inaktiv ist, aber eine normale 

Heparin- und Lipidbindung hat (Emmerich et al. 1992, Krapp et al. 1995). Als Promotor wurde der 

Muskel-Kreatin–Kinase-Promotor eingesetzt, der eine organspezifische Expression des Transgens 

in Herz - und Skelettmuskel garantiert (Johnson et al. 1989). 

Im Postheparinplasma wurde die 156N-LPL-Proteinmasse mittels humaner LPL Dimer-spezifischen 

ELISA als mehr als doppelt so hoch wie die Lipoproteinmasse des Wildtyps ermittelt (Merkel et al. 

1998). Ohne Heparingabe wurden im Nüchternplasma sehr niedrige LPL-Proteinmassen für 156N-

LPL sowie die Wildtyp-LPL ermittelt. Daher weiß man, dass nahezu 98% der plasmatischen LPL 

durch Heparininjektion aus der Proteoglykanbindung gelöst werden können.  

Mäuse mit muskelspezifischer transgener Expression von katalytisch inaktiver LPL (Mck-N-LPL) 

wurden mit C57Bl/6 Mäusen gekreuzt.  

3.3.  Genotypisierung von Mauslinien 

Prinzipiell erfolgt die Genotypisierung der Mäuse durch DNA–Gewinn und Reinigung aus einer 

Schwanzspitzenbiopsie, anschließender PCR und Analyse der PCR-Produkte mittels 

Agarosegelelektophorese. 

3.3.1. Entnahme des Biopsats 

Zunächst wurde ein größeres abdeckbares Gefäß vorbereitet, in dem ein mit Ether getränkter 

Zellstoff lag. Zur Narkotisierung blieb die Maus solange in dem Gefäß, bis sie bei niedriger und 

tiefer Frequenz regelmäßig atmete. Ihr wurden dann 5mm der Schwanzspitze mittels Skalpell 

entnommen. Die Wunde wurde mit Histoacryl-Gewebekleber versorgt. Um die Maus für weitere 

Versuche identifizierbar zu machen, wurde sie mit einer Ohrlochzange nach dem labortypischen 

Schema markiert. 

3.3.2. Tail Tip-Verdau 

Um die DNA aus den Zellen zu lösen, wurde die Zellmembran durch einen Lysispuffer zerstört und 

die Proteine durch Proteinase K verdaut. Die Schwanzbiopsie, 400 µl 1-fach Lysispuffer und 50 µl 

10 mg/ml Proteinase wurden in ein Eppendorf-Tube gegeben und über Nacht bei 55° C im 

Heizblock verdaut. 

3.3.3. DNA –Extraktion 

Phenol und Chloroform wurden im Verhältnis 1:1 vermischt und 400 µl davon unter die wäßrige 

Phase in die Eppendorf-Tubes pipettiert. So konnten die Proteine von den Nucleinsäuren getrennt 

werden, fielen aus und wurden dann abzentrifugiert. Nach  Vortexen und fünf minütigem 

Abzentrifugieren bei 13.000 rpm wurde die obere Phase abgenommen und in ein neues Tube mit 

1000 µl Ethanol überführt. Die genomische DNA fiel nach mehrmaligem Schütteln aus. Sie wurde 

nun in ein Tube mit 200 µl 1fach TE-Puffer mittels Hämatokritkapillare überführt und löste sich 
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dort nach 30 Minuten Stehenlassen wieder. Die genomische DNA ist bei 4° C mehrere Wochen 

stabil. 

3.3.4. Mck-N-LPL-PCR 

Zur Identifizierung des Transgens wurde eine 2-Primer-PCR mit einem Upstream-Primer Muskel-

Kreatinin-Kinase-1 (5´-CAC AGG GGC TGC CCC CGG GTG ACA TCA AG-3´) zusammen mit 

einem Downstream-Primer 1977/2 (5´-CCTGTT ACC GTC CAG CCA TGG ATC ACC-3´) 

verwendet. Für das Mck-N-LPL-Gen wurden 477 bp erwartet. Je 1µl der Muskel-Kreatinin-Kinase-

1 und 1977/2-Primer (10 pmol/µl) wurden auf 17,75 µl J´s Puffer gegeben und 0,25 µl Taq 

Polymerase und 4µl der genomischen DNA aus der Schwanzspitze hinzugefügt. Die Proben 

wurden nun für 30 Sekunden erhitzt, so dass sich der DNA-Doppelstrang in zwei Einzelstränge 

zerlegen konnte. Daraufhin erfolgte die Hybridisierung der Primer und die komplementäre 

Synthese der DNA in jeweils 35 Zyklen a` 40 Sekunden bei 94° C, 1 Minute bei 60° C und 3 

Minuten bei 72° C. Als Marker wurde ein 100 bp DNA-Fragmente verwendet. Bis zur 

Aufarbeitung in der Gelelektrophorese wurde das PCR-Produkt bei 4° C gelagert. 

 

3.3.5. Gelelektrophorese 

Zur Analyse der PCR-Produkte wurde ein 1,5 %-iges Agarosegel verwendet. Agarose ist ein 

pflanzliches Polysaccharid, das im Gel netzähnliche Strukturen bildet, in dem die DNA-Fragmente 

ihrer Größe nach wandern. Es wurde 100 ml 1xTBE-Puffer zu 1,5 g Agarosepulver gegeben und 2 

Minuten in der Mikrowelle erhitzt. Anschließend wurden 5 µl des toxischen Ethidiumbromids dazu 

gegeben. Das ist ein interkalierender Fluoreszenzfarbstoff, der die doppelsträngigen DNA-

Fragmente vor der Isolierung aus dem Gel sichtbar macht. Das Gel wurde dann in eine 

zusammengesetzte Vorrichtung aus einem 20-Zahn-Kamm und passendem Schlitten luftblasenfrei 

gegossen. 

War das Gel hart geworden, zog man vorsichtig den Kamm heraus, ohne die dabei entstandenen 

Taschen zu beschädigen. Nun wurde das Gel in die Elektrophoresekammer gelegt und mit TBE 

Puffer Lösung aufgefüllt, bis das Gel vollständig bedeckt war. Alle PCR-Proben wurden nun mit 

3 µl Bromphenolblau-Puffer (BPB) versehen und gemischt. Die Taschen wurden jeweils mit 13 µl 

der Probe beladen. Die erste Tasche wurde mit einem 100 bp DNA-Ladder Marker geladen, der im 

Verhältnis 1:10 mit BPB Puffer verdünnt war. Die folgenden Taschen wurden mit den PCR-Proben 

bestückt. Das Gel lief für mindestens eine Stunde bei 120 Volt und wurde anschließend unter UV-

Licht fotografiert. 
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4. Lipoproteinprofil-Erstellung 

Zur Bestimmung des TG- und Cholesterolgehalts wurde einzelnen Mäusen Blut abgenommen, 

durch sequenzielle Ultrazentrifugation in einzelne Fraktionen aufgetrennt und anschließend nach 

dem TG- und Cholesterol-Assayverfahren bearbeitet. 

4.1.  Blutentnahme 

Den Mäusen sollte im nüchternen Zustand Blut abgenommen werden. Da die Tiere hauptsächlich 

in der Dunkelphase fressen, entsprach eine Futterkarenz von 6-8 Stunden tagsüber dem 

menschlichen Nüchternzustand.  

In einer Kurzzeitnarkose mit Ether wurde den Tieren am retroorbitalen Venenplexus durch 

Punktion mittels heparinisierter Hämatokritkapillare Blut abgenommen. In der sich anschließenden 

5-minütigen Zentrifugation bei 9000 rpm wurden die korpuskulären Anteile abzentrifugiert. 

4.2.  Lipoproteinzentrifugation 

Das Blut der einzelnen Mäuse wurde jeweils in ein Röhrchen gegeben, das mit 5 µl 0,5 M EDTA 

(pH 8) bestückt war. Anschließend erfolgte die schon oben beschriebene Zentrifugation zur 

Gewinnung des Serums, das in neue Tubes überführt wurde. Nun wurden 60 µl PBS mit einer 

Hamiltonspritze in Ultrazentrifugentubes pipettiert und 60 µl des Serums mittels Hamiltonspritze 

unterschichtet. In dieser Form wurde die Probe dann bei 42.000 rpm für 2,5 Stunden bei 4°C in der 

L7-55 Zentrifuge mit LP-42 Ti Rotor zentrifugiert. Später wurde 60 µl des Sediments abgenommen 

und in ein neues Zentrifugenröhrchen gegeben. Im Überstand befand sich das VLDL, das in ein 

neues Eppendorf-Tube gegeben wurde. Bevor eine weitere Zentrifugation bei 42.000 rpm für 6 

Stunden bei 4°C durchgeführt wurde, mußte noch 60 µl Kaliumbromid-Lösung der Dichte=1,12 

zugegeben und gemischt werden. Nach dieser Zentrifugation konnten 60 µl HDL vom Boden und 

60 µl LDL als Überstand mit der Hamiltonsprize abgenommen und in ein neues Tube gegeben 

werden. 

4.3.  TG- und Cholesterol-Assay 

Es handelt sich hierbei um einen enzymatischen Test, in dem die Extinktion des entstehenden 

Farbstoffs proportional zum TG- bzw. Cholesterolgehalt ist. Auf einer 96-Proben-Mikrotiterplatte 

wurde im Doppelansatz jeweils eine Standardreihe für TG und eine für Cholesterol erstellt. Die 

Stammlösung für TG lag in einer Konzentration von 250 mg/ml vor und wurde mit H2O auf 200, 

auf 150, auf 100, auf 50 und auf 0 mg/ml verdünnt. 

Die Cholesterol-Verdünnungsreihe entstammt aus einer 200 ml/mg Stammlösung. Die einzelnen 

Verdünnungsschritte dienten der Herstellung von Konzentrationen von 200, 150, 100, 50 und 0 

mg/ml. 
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Es wurden nun jeweils 10 µl Mausplasma aus der Ultrazentrifugation im Doppelansatz mit 10 µl 

TG- bzw. Cholesterolstandard vermischt und mit einer Multipipette jeweils 200 µl der fertigen TG- 

bzw. Cholesterolreagenz zugeben. Nachdem die so bestückten Mikrotiterplatten für 2 Minuten auf 

dem Schüttler standen, wurden sie für 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Extinktion des 

entstandenen rötlichen Farbstoffs wurde bei 550 nm für TG und für 490 nm für Cholesterol 

gemessen. 

Aus den zuvor angesetzten Standardreihen konnte nun eine Eichkurve erstellt und der 

Proportionalitätsfaktor bestimmt werden. Um dabei die genaue Lipidkonzentration der Probe zu 

bekommen, multiplizierte man den Extinktionswert der Probe mit dem Proportionalitätsfaktor.  

5. Herstellung von RAP 

5.1.  Bakterienkultur 

Dr. Moestrup (Aarhus, Dänemark) stellte ein humanes RAP-Fusionsprotein mit N-terminalen His-

Tag (pT7-H6-FX-RAP, Sequenz:MGSHHHHHHSIEGR-RAP) zur Verfügung (Moestrup u. 

Gliemann 1991). Die Identität des Plasmids wurde durch Restriktionsverdau festgestellt. Dieses 

RAP-Plasmid wurde in IPTG-induzierbaren E. coli Bakterien (BL21 DL-3 Zellen) mit Ampicillin-

Resistenz produziert. Zunächst wurde die E. coli Kultur mit einem 3-Ösenausstrich auf Agarplatten 

mit LB-Medium gebracht und über Nacht unter ständiger Bewegung bei 37°C inkubiert. 

Dann wurden einzeln stehende Kolonien gepickt und in 4 ml-LB Medium mit Ampicillin überführt 

und ebenfalls wieder über Nacht unter ständiger Bewegung bei 37°C inkubiert. Nun erfolgte die 

Überführung in ein 250 LB-Medium. Unter Kontrolle der optischen Dichte ließ man das Medium 

bei 600 nm und 37°C bis zum Zielwert von 0,7 inkubieren und induzierte durch Zugabe von 1 ml 

100 mM IPTG eine verstärkte Plasmidproduktion. Es folgte eine weitere Inkubationszeit von 12 

Stunden bei 37°C unter ständiger Bewegung. 

5.2.   Aufbrechen der Bakterien 

Die Isolierung der 250 ml Bakterienkultur geschah durch 10-minütige Zentrifugation bei 2500 rpm 

und Abkippen des Überstandes. Das Bakterienpellet wurde dann in 250 ml 0,9% NaCl-Lösung 

aufgenommen und 7 Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde wieder abgegossen. 

Jetzt erfolgte das Waschen in 250 ml PBS, die Zentrifugation bei 3000 rpm und das Abkippen des 

Überstandes. Die Bakterien wurden nun in das 3 bis 5-fache des Zellvolumens in 

Solubisationspuffer (siehe 2.2.7.) aufgenommen und ab jetzt zwischen den einzelnen 

Arbeitschritten auf Eis gelagert. Eine einminütige Sonifizierung der Stärke 2,5 mit einem 

Ultraschallstab zerstörte die Bakterienzellwand und -membran. Das Solubilisat konnte bei Minus 

80°C eingefroren werden. 
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5.3.  Reinigung 

Die Reinigung von 3 ml Agarose erfolgte durch dreimaliges Waschen über eine NI-NTA-Sephrose-

Säule mit 15 ml PBS. Gleichzeitig taute die Solubisationsprobe auf Eis auf und wurde anschließend 

bei 10.000 rpm für 15 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde abgekippt und 6 ml der 

Solubisationsprobe zusammen mit der gewaschenen Agarose auf die NI-NTA-Sepharose Säule 

gegeben. Die so bestückte Polypropylen-Säule ließ man bei 4°C eine Stunde unter ständiger 

Bewegung inkubieren, damit sich Agarose und Protein besser aneinanderlagern konnten. Dann ließ 

man den Überstand über die Sephadex Säule ablaufen und wusch sie anschließend noch mit 30 ml 

PBS. 

5.4.  Elution 

Nach Eluierung durch 3 ml 0,5 M Imidazol in PBS wurde das RAP gegen PBS dialysiert. Das 

Eluat wurde in einem neuen Behältnis aufgefangen. 

5.5.  Dialyse 

Die Dialyse lief 18 Stunden auf einem Magnetrührer bei 4°C. Das Eluat wurde in einen Dialyse-

Schlauch gegeben, der in 5 Liter PBS schwamm, welches auf 4°C abgekühlt war. Durch die 

Dialyse wurde das Imidazol entfernt. Das Dialysat konnte bei –80°C gelagert werden. 

6. SDS–Polyacrylamid-Elektrophorese 

SDS (Sodium Dodecyl Sulfat) bindet an die meisten Proteine in einem Umfang, der der 

molekularen Masse der Proteine annähernd proportional ist. Die Tatsache, dass die 

elektrophoretische Beweglichkeit eines Proteins in Beziehung zu seiner molaren Masse steht, wird 

dazu benutzt, Proteine aufzutrennen. 

Dazu wurde aus kommerziell erhältlichem Nu-Page-MOPS-Gel der Kamm herausgezogen, ohne 

dass die entstehenden Taschen beschädigt werden durften. Mittels Pasteurpipette wurden die 

Taschen mit 1x MOPS-SDS-Laufpuffer gewaschen, in die Gelvorrichtung mit Gegenplatte gestellt 

und mit dem restlichen Puffer gefüllt.  

6.1.  Vorbereitung der SDS-Proben 

Die Proben für die SDS Page wurden wie folgt vorbereitet:  

 - 10 µl RAP Probe bzw. RAP Reinigungs-Schritt 

 - 3,75 µl 4x SDS Probenpuffer 

 - 0,75 µl β-Mercapto-EtOH 

 - 0,5 µl H2O. 
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Die Proben und auch die Kontrolle wurden bei 70°C für 10 Minuten im Heizblock denaturiert, 

anschließend wurde das Kondenswasser herunterzentrifugiert. Das Gel wurde nun nach folgendem 

Schema beladen: 

Rainbow Marker (3 µl), RAP-Kontrolle (5 µl), E. coli-Lysat (10 µl), Überstand nach NI-NTA-

Sepharose (10 µl), Waschschritte (10 µl), aufgereinigtes RAP (10 µl) 

Der Rainbow Marker ist ein farbkodierter Marker mit folgenden Molekulargewichtstandards: 

Markerprotein kDa Farbe 

Myosin 200 Blau 

Phosphorylase B 97,4 Braun 

Bovines Serumalbumin 69 Rot 

Ovalbumin 46 Gelb 

Carboanhydrase 30 Orange 

Trypsininhibitor 21,5 Grün 

Lysozym 14,3 Magenta 

Bei einer angelegten Spannung von 200 V lief das Gel für 45 Minuten und wurde dann nach 

Coomassie gefärbt. 

6.2.  Färbung nach Coomassie 

Der Farbstoff bindet an die Proteine und nicht an das Gel selbst. 

6.2.1. Fixierung: 

Zunächst wurde eine Fixierlösung angesetzt, die aus 50 ml 25% Isopropanol, 20 ml 10% Eisessig 

und 130 ml H2O bestand. In diesem Fixierbad wurde das Gel unter dem Abzug auf einen Schüttler 

gestellt und 10 Minuten inkubiert. 

6.2.2. Färbung: 

In diesem zweiten Schritt sollte das Gel 30 Minuten auf dem Schüttler in einer Färbelösung 

inkubieren, die aus 180 ml 0,06% Coomassie (G 250 Lösung Stock) und 20 ml 10%-igem Eisessig 

bestand. 

6.2.3. Entfärbung: 

Das Entfärben dauerte mehrere Stunden an. Währenddessen blieb das Gel auf dem Schüttler, bis es 

annähernd farblos war. Der Entfärber setzte sich aus 10 ml 5% Methanol, 14 ml 7% Eisessig und 

176 ml H2O zusammen. 
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7. Proteinbestimmung nach Bradford 

In der SDS–Page ist das Vorhandensein von RAP gesichert worden. Mit dem Verfahren nach 

Bradford sollte der Proteingehalt bestimmt werden. Es wurde die Absorptionsmessung mit einem 

Ansatz von Standardlösungen bekannter Konzentration bei festgelegter Wellenlänge durchgeführt 

und die Extinktion gegen die Proteinkonzentration aufgetragen. Die Standardlösungen sowie die 

Proben wurden mit Bradford Reagenz, das bei der Reaktion mit AS sein Absorptionsmaximum 

nach 595 nm verschiebt, umgesetzt. Eine Probe mit unbekannter Konzentration kann dann mit der 

Standardkurve verglichen werden. 

Die Proteineichreihe wurde aus 10 µl Bovinem Serum Albumin (BSA) Standard und 90 µl NaCl 

0,9% hergestellt. Man erhielt so eine Proteinkonzentration von 2 µg/µl, die bis auf 0,125 µg/µl 

Protein mit NaOH verdünnt wurde. Die Leerwerte wurden aus 100 µl 0,1 M NaOH gebildet. Die 

Probe (100 µl) und 700 µl Aqua dest. wurden mit 200 µl Bradford Reagenz versetzt und stark 

gevortext. Nach 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Extinktion bei 595 nm im 

Photometer gemessen. 

8. Durchführung der metabolischen Lipoprotein-Studie 

Es wurden zwei Chylomikronen-Komponenten radioaktiv markiert und den Mäusen in die 

Schwanzvene injiziert. Die Abbau-Studie, durchgeführt mit Mck-N-LPL Mäusen und Wildtyp 

Mäusen als Kontroll-Gruppe, erlaubte eine Bestimmung der Organaufnahme ganzer Lipoproteine 

und der selektiven Cholesteroletheraufnahme. Gleichzeitig konnte durch Injektion von RAP 

untersucht werden, ob die Lipoproteinaufnahme in die jeweiligen Organe RAP inhibierbar ist. 

8.1.  Radioaktive Markierung der Chylomikronen 

Der hydrophobe Cholesterolesterkern wurde mit dem nicht abbaubaren 3H-Cholesterolether (CE) 

markiert, so dass nach Lipidextraktion die selektive Cholesteroletheraufnahme bestimmt werden 

konnte, indem die Betastrahlung gemessen wurde. Betastrahlung ist Elektronenstrahlung, die bei 

der Umwandlung von Atomkernen vom Kern ausgesandt wird. Diese Emission konnte durch 

Zugabe von Szintillationsflüssigkeit registriert werden. 

Hingegen wurde bei der nicht metabolisierbaren 125Jod-Tyramin-Zellubiose (125J-TC) markierten 

apo-B Komponente der Chylomikronen ionisierende Photonenstrahlung, also Gammastrahlung, 

gemessen. Die Proben wurden in Kassetten (racks) auf ein Transportband gestellt und über einen 

automatischen Probenwechsler dem Bohrloch zugeführt. Die Messung erfogte dann nach dem 

folgendem Prinzip: Ein NaJ-Kristall absorbiert Gammaquanten, deren Energie, die proportional zur 

Intensität der Gammaenergie ist, Lichtblitze erzeugt. An der Photokathode eines 

Sekundärelektronen-Vervielfachers werden Elektronen frei, deren Anzahl proportional zur 

Lichtintensität ist. Diese Primärelektrode wird über mehrere Dynoden, zwischen denen eine 
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positive Spannung von 100 Volt herrscht, verstärkt, so dass zwischen der letzten Dynode und der 

Anode ein meßbares Signal einem Impulshöhenanalysator zugeführt werden kann. 

Die Betastrahlung wurde in einem Gerät mit ähnlichem Prinzip gemessen, allerdings wurden hier 

erst durch Zugabe von Szintillationsflüssigkeit Lichtblitze erzeugt. 

Die radioaktive Markierung der Partikel wurde von Dr. J. Heeren (Institut für Medizinische 

Biochemie der Universität Hamburg) durchgeführt. Chylomikronen wurden gleichzeitig mit 3H-CE 

und 125J-TC markiert (Pittman et al. 1983, Pittman et al. 1987, Pittman u. Taylor 1986). Zur 

Bestimmung der Beta-Strahlung mußte eine Lipidextraktion durchgeführt werden. 

Bevor die doppelt gelabelten Chylomikronen in die Maus injiziert wurden, mußte die spezifische 

Aktivität in beiden Fraktionen gemessen und dann miteinander kombiniert werden. Dann erfolgte 

die Sterifiltration und Auflösung in 100 µl Kochsalzlösung. Für 2 ml Chylomikronen, die mit 125J-

TC markiert waren, ist eine typische Konzentration 30-50 x 103 cpm/µl. Bei 3H-CE Markierung 

beträgt sie 5-10 x 103 cpm/µl. 

8.2.  Versuchsablauf 

Nach einer Fastenperiode von 8 Stunden wurden die Mäuse gewogen. Die Gewichte wurden notiert 

und die Tiere zusätzlich zu der Ohrmarkierung nochmals mit einem wasserfesten Stift am Schwanz 

markiert, um die Erkennung der Tiere während des Versuchs weiter zu erleichtern. Die Versuchs- 

bzw. Kontrolltiere wurden sodann nacheinander mit Ether narkotisiert und in eine Vorrichtung 

gesetzt, die eine optimale Injektion in die Schwanzvene garantiert. Nach Erwärmung des 

Schwanzes mit handwarmen Wasser erfolgte die Injektion von 200 µl PBS bzw. von 5 mg RAP in 

200µl PBS. Waren 2 Minuten vergangen, wurden die doppelt radioaktiv-markierten 

Chylomikronen zu jeweils 100 µl injiziert. Die radioaktive Injektion stellte den Zeitpunkt Null da. 

Alle nun gemachten Zeitangaben beziehen sich darauf. Den Tieren wurde zu den Zeitpunkten 0, 1, 

2, 5, 10, 20 und 30 min mittels kleinem Kapillarröhrchen retroorbital Blut entnommen. Das venöse 

Blut wurde in ein Gammacounter-Röhrchen überführt. Zum Zeitpunkt 30 min erfolgte die 

Organentnahme. Dazu wurden die Tiere mit Ether narkotisiert, an den 4 Gliedmaßen fixiert und mit 

einem langen ventralen Schnitt eröffnet. Der rechte Ventrikel wurde mit einer spitzen Schere 

geöffnet. Nun erfolgte die Perfusion über den linken Ventrikel. Das Gefäßsystem wurde langsam 

mit vorgewärmter (37°C) PBS Lösung, die 1 U Heparin/ ml enthielt, perfundiert. 

Den Tieren wurden folgende Organe entnommen: Herz, Muskel, Leber, Milz, Lunge, Fettgewebe 

und Nieren. Die Organe wurden gewogen und in Counterröhrchen überführt. 

8.3.  Messung der Radioaktivität vor der Extraktion 

Sofort nach dem Versuch wurden die Plasma- und Organproben im Gammacounter bezüglich der 
125J-Aktivität zweimal für 1 Minute gemessen. 
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8.4.  Lipidextraktion 

Die Methode von Dole et al. ist auf die hier verwendeten Volumina optimiert worden (Dole 1956). 

Das Lipidextraktionsschema variierte leicht bei der Plasma- und Organextraktion. 

Organextraktion: 

Im ersten Schritt wurden die Organe aus den Counterröhrchen in stabilere Reagenzgläser überführt. 

Das Counterröhrchen wurde mit 400 µl PBS gespült, anschließend wurde PBS in das Reagenzglas 

pipettiert. Die Organproben wurden mit dem Ultraturrax vorsichtig homogenisiert. Bevor neue 

Proben mit dem Ultraturrax bearbeitet werden konnten, mußte dieser zunächst mit Wasser, dann 

mit 20 mM NaOH und schließlich mit 100% Ethanol gesäubert werden, um eine Kontamination zu 

vermeiden. Jetzt wurden die Proben mit 3333 µl Extraktionsmix versehen. Der Extraktionsmix 

setzte sich aus 78% Isopropylalkohl, 20% Heptan und 2%1 M H2SO4 zusammen. Auf höchster 

Stufe mußte die Probe nun 30 Sekunden gevortext und anschließend für 10 Minuten stehen 

gelassen werden. Zum Schluß wurden 1333 µl Heptan und 2000 µl Wasser hinzugefügt und wieder 

10 Minuten inkubiert. 

Im letzten Schritt wurden die gelösten Lipide aus der Oberphase abgenommen. Für die 3H-Zählung 

benötigte man spezielle Szintillationsröhrchen, die mit 10 ml Szintillationsflüssigkeit und 100 µl 

der Oberphase bestückt wurden. In die Gammacounter-Röhrchen pipettierte man 200 µl der 

abgenommenen Oberphase. 

Plasmaextraktion: 

Aus den Counterröhrchen wurde 15 µl Plasma entnommen und mit 200 µl PBS versetzt. 

Anschließend wurde 100 µl des Extraktionsmixes (Zusammensetzung: siehe Organextraktion) 

hinzugefügt. Nachdem die Proben auf stärkster Stufe für 30 Sekunden gevortext waren, wurden sie 

10 Minuten stehen gelassen. Dann wurde zunächst 400 µl Heptane und 600 µl Wasser hinzugefügt, 

nach einer Zeit von 10 Minuten 300 µl der Oberphase in ein Szintllationsröhrchen gegeben und mit 

5 ml Szintillationsflüssigkeit versehen. Diese Probe wurde später im Betacounter gemessen. Für 

den Gammacounter wurden 100 µl der Oberphase entnommen und in die entsprechenden Röhrchen 

überführt. 

8.5.  Messung der Radioaktivität nach der Extraktion 

Die 125J-Zählung erfolgte einmal für jeweils eine Minute im dafür vorgesehenen Gammacounter. 

Der Betacounter maß die Aktivität der 3H-Strahler zweifach für jeweils 2 Minuten. Aus 

Vorarbeiten war bekannt, dass weniger als 5% des J lipidgebunden vorlag. Trotzdem wurde nach 

der Lipidextraktion neben der 3H-Strahlung auch die 125J-Strahlung gemessen, um eine 

Qualitätskontrolle der sauberen Extraktion zu erhalten.  
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C Ergebnisse 

1. RAP-Produktion 

Die RAP-Herstellung in vitro und die Charakterisierung des RAP-Stoffwechsels wurden im 

Rahmen der Doktorarbeit von Frau cand. med. T. Behrens etabliert. 

Das RAP-Plasmid wurde in einer E. coli Bakterienkultur produziert und schließlich aus einem LB-

Medium mit Ampicillin isoliert. Nach Reinigung und Eluierung mittels Imidazol wurde das RAP 

gegen PBS dialysiert. Anschließend wurde mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

nachgewiesen, ob wirklich RAP hergestellt wurde. Die Anfärbung erfolgte nach Coomassie.  

In der vorliegenden Arbeit konnte die RAP-Herstellung optimiert werden, indem die 

Reinigungsschritte verändert wurden, so dass größere Mengen des Proteins hergestellt werden 

konnten. Während zuvor die Reinigung durch Zentrifugation und Waschen des NI-NTA-Sepharose 

gebundenen Proteins mit PBS versucht wurde, wurde jetzt das Proteingemisch zusammen mit 

kDa         1         2               3             4               5             6                7             8
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97-

69.
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Abb. 4: RAP-Reinigungsschritte auf einem 10%igen SDS-Gel gefärbt nach Coomassie.  
Die Gelelektrophorese zeigt 8 Spuren, die von links nach rechts beladen wurden: 1: Rainbow Marker (3 µl), 
2: RAP-Kontrolle: Dr Moestrup (5 µl), 3: unbeladene Spur, 4: E. coli-Lysat (10µl), 5: Überstand nach NI-
NTA-Sepharose (10µl), 6 und 7: Waschschritte (10 µl), 8: Aufgereinigtes RAP (10 µl). Die Marker 
(Einheiten in kDa) waren: Myosin 200, Phosphorylase B: 97,4, BSA 69, Ovalbumin 46, Carboanhydrase 30, 
Trypsininhibitor 21,5, Lysozym 14,3. 
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Agarose über eine NI-NTA-Sepharose-Säule deutlich schneller und effizienter gereinigt. In diesem 

Verfahren konnten 30 ml hochgereinigtes Protein hergestellt werden, dass eine Konzentration von 

39 mg/ml hatte. Die Aufreinigung des Proteins lässt sich in den einzelnen Spuren in Abbildung 4 

gut verfolgen. Ganz rechts außen stellt sich die stark verdickte Bande bei 39 kDa dar, so dass es mit 

dem Molekulargewicht von RAP in der Kontrolle übereinstimmt. Zusätzlich wurde durch Herrn 

Dr. rer. nat. J. Heeren die Identifikation des RAP durch einen Western-Blot mit speziellem His-Taq 

Antikörper und in vitro Zellkulturen bestätigt. 

 

2. Lipoproteinprofil von LDL-R-KO Mäusen nach RAP-Injektion 

Zunächst sollte untersucht werden, inwieweit RAP die VLDL-Plasma-Konzentration in Mäusen 

verändert. Die einzelnen Lipoproteinfraktionen wurden bei LDL-R-KO Mäusen mit normaler LPL-

Aktivität unter RAP- beziehungsweise PBS-Wirkung untersucht. Bei Injektion von 1 mg RAP und 

einer Halbwertszeit von 6 min war nach 30 min noch eine Plasmakonzentration von >40 µg/ml zu 

erwarten, die bei adenoviraler Expression einen deutlichen TG-Anstieg und einen langsameren 

Chylomikronenabbau erreichen konnte (Willnow et al. 1994). 

Zur Überprüfung wurde jeweils 3 Tieren nach einer nüchtern Blutentnahme zum Zeitpunkt 0 min 

5 mg (200 µl 25 mg/ml) His-RAP bzw. PBS injiziert. Anschließend erfolgten nach 30, 60 und 120 

Minuten erneute Blutentnahmen und die entsprechenden Plasma-Separationen durch 

Zentrifugation. Die anschließende Lipoproteinzentrifugation trennte die einzelnen Fraktionen auf, 

der TG- und Cholesterolgehalt der Proben wurde in mg/dl gemessen. 
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Abb. 5: TG- und Cholesterol-Plasmaspiegel in der VLDL-Fraktion, RAP und PBS 
im Vergleich. Der Wert zum Zeitpunkt 0 min stellt den VLDL-TG- bzw. Cholesterolgehalt(C) 
unmittelbar vor der RAP/PBS Injektion in LDL-R-KO-Mäuse dar (100%). Die folgenden Werte 
sind Mittelwerte, die sich auf Änderungen des VLDL-TG- und Cholesterolgehalts nach der 
Injektion beziehen. 
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In der Abbildung 5 stellt sich der VLDL-Cholesterolspiegel als kaum verändert durch PBS dar (30 

min: 25,0+/-10,2 mg/dl; 60 min: 25,2+/-8,4 mg/dl; 120 min: 27,0+/-8,3 mg/dl). Dagegen zeigte 

sich unter RAP ein sehr diskreter, jedoch nicht signifikanter VLDL-Cholesterol Anstieg (30 min: 

27,6+/-8,4 mg/dl; 60 min: 28,2+/-10,0 mg/dl; 120 min: 31,8+/-14,11 mg/dl). 

Der VLDL-TG-Gehalt des Plasmas blieb ebenfalls relativ konstant nach PBS-Injektion (30 min: 

77,3+/-26,4 mg/dl; 60 min: 72,4+/-19,8 mg/dl; 120 min: 67,7+/-12,4 mg/dl). Die TG-Werte nach 

RAP-Injektion lagen während der gesamten Messungszeit unter den PBS-Werten (30 min: 55,4+/-

10,8 mg/dl; 60 min: 56,3+/-11,8 mg/dl; 120 min: 56,7+/-10,9 mg/dl) ohne wesentliche Änderung 

über die Zeit. 

In den HDL- und LDL-Fraktionen zeigten sich keine besonderen Veränderungen bezüglich des 

Cholesterol- und TG-Gehalts. 

 

3. Metabolische Studie mit RAP (30 min Laufzeit) 

Nach entsprechender Vorbereitung wurde den Tieren (4 Tiere in der WT- und 5 Tiere in der Mck-

N-LPL-Gruppe) jeweils 200 µl PBS bzw. 5 mg RAP in 200 µl PBS injiziert. Nach 2 Minuten 

erfolgte die Injektion von 100 µl der mit 125J-TC- und 3H-CE markierten Chylomikronen über die 

Schwanzvene. Der Moment der radioaktiven Injektion stellte den Zeitpunkt Null dar. 

 

3.1.  Plasma-Turnover von Chylomikronen  

Zu den in der Graphik 6 angegeben Zeiten wurde den Mäusen retroorbital venös Blut abgenommen 

und direkt im Anschluss die Aktivität der 125J-Strahler im Gammacounter gemessen. 
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Der 1 min Wert zeigte bei den WT-Tieren ohne RAP geringere 125J-Plasmakonzentrationen (WT: 

3941+/-549 cpm/µl; WT+RAP: 4203+/-237 cpm/µl). Gleiches galt für den 2 min Wert (WT: 

3850+/-265 cpm/µl; WT+RAP: 4097+/-495 cpm/µl). Auch der 5 min Wert zeigte höhere 

Plasmacounts bei den WT-Tieren unter RAP-Einfluß (WT: 3242+/-475 cpm/µl; WT+RAP: 

3630+/-109 cpm/µl). Dieser Trend setzte sich bei der 10 min-Messung fort (WT: 2956+/-185 

cpm/µl; WT+RAP: 3151+/-332 cpm/µl). Zum Zeitpunkt 20 min überschnitt sich die WT ohne-

RAP-Kurve mit der WT-mit-RAP-Kurve, so dass hier die Serumkonzentration von 125J fast gleich 

war (WT: 2349+/-248 cpm/µl; WT+RAP: 2363+/-371 cpm/µl). Nach 30 min wurde wieder die 

Serumkonzentration gemessen (WT: 1945+/-245 cpm/µl; WT+RAP: 2124+/-276 cpm/µl). Der 

Plasma-Abbau von 125J-TC-Chylomikronen bei WT-Tieren war also unter RAP-Einfluss langsamer 

(Kurve liegt höher) als der ohne RAP. Entsprechend wurde der Abbau von Chylomikronen durch 

RAP wohl etwas verzögert; die Unterschiede wurden aber nicht signifikant. 

Bei den Mck-N-LPL-Tieren waren die Konzentrationsunterschiede zu Beginn (1 min) signifikant 

(Mck-N-LPL: 3760+/-354 cpm/µl; Mck-N-LPL+RAP: 4760+/-453 cpm/µl; p<0,005 im Student´s 

t-Test). Signifikante Werte waren auch bei 2 min zu sehen (Mck-N-LPL: 3808+/-442 cpm/µl; Mck-

N-LPL+RAP: 4336+/-500 cpm/µl; p<0,005 im Student´s t-Test). Die Plasmakonzentrationen der 

beiden Gruppen näherten sich beim 5 min-Wert an (Mck-N-LPL: 3946+/-295 cpm/µl; Mck-N-

LPL+RAP: 4254+/-333 cpm/µl). Zum Zeitpunkt 10 min waren die Plasmawerte nahezu identisch 

(Mck-N-LPL: 3612+/-477 cpm/µl; Mck-N-LPL+RAP: 3656+/-543 cpm/µl). Auch bei dem 20 min 
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Abb. 6: Abhängigkeit der Serumkonzentration von 125J in WT und Mck-N-LPL-Tieren ohne 
und mit RAP. Injektion von 125J-TC-markierten-Chylomikronen in 4 WT und 5 Mck-N-LPL-Tiere jeweils 
ohne und mit RAP. Dargestellt ist die entsprechende Serumkonzentration von 125J in cpm/µl in 
Abhängigkeit von der Zeit, * p<0,005 im Student´s-Test. Die Daten sind als Mittelwert +/-SD angegeben. 
Die durchgezogene Linie kennzeichnet den biphasischen exponentiellen, die gestrichelte Linie den nicht 
exponentiellen Abbau der Chylomikronen. 
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Wert waren die Plasmacounts sehr ähnlich (Mck-N-LPL: 2823+/-411 cpm/µl; Mck-N-LPL+RAP: 

2861+/-408 cpm/µl). Gleiches galt auch für die 30 min Meßwerte (Mck-N-LPL: 2345+/-338 

cpm/µl; Mck-N-LPL+RAP: 2389+/-312 cpm/µl). Die Verstoffwechselung der Chylomikronen der 

Mck-N-LPL-Tiere ohne RAP folgte keinem exponentiellen Abbau, im Gegensatz zu den 

Vergleichsgruppen. Dort wurden die Chylomikronen mit zwei verschiedenen Halbwertszeiten 

verstoffwechselt und folgten einem biphasischen exponentiellen Abbau nach der Formel:  

Y=a*e-κ1*x +b*e-κ2*x +c (Aalto-Setala et al. 1994, Aalto-Setala et al. 1992). 

Während sich bei den WT-Tieren nur ein genereller Trend zum langsameren Abbau der apo-B- 

Komponente unter RAP-Einwirkung andeutete, zeigte sich ein signifikanter Unterschied (siehe 

Markierung: *) bei den Mck-N-LPL-Tieren, die unter RAP-Einwirkung eine deutlich höhere 125J-

TC-Serumkonzentration als die Vergleichsgruppe aufwiesen. 

In der Abbildung 6 wurde eine durchgezogene Linie für den biphasischen exponentiellen Abbau 

der Chylomikronen mit RAP bei WT und Mck-N-LPL-Tieren und eine gestrichelte Linie für die 

Mck-N-LPL ohne RAP mit einem nicht–exponentiellen Abbau verwendet.  
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3.2.  Chylomikronenaufnahme in Organe 

30 Minuten nach der oben beschriebenen Injektion von 100 µl der doppelt markierten 

Chylomikronen erfolgte die Organentnahme und die Messung der 125J-Strahlung in cpm/mg. In 

Abbildung 7 ist die Aufnahme von radioaktiv markierten Chylomikronen in die unterschiedlichen 

Organe dargestellt. 

 

Bei der 125J-Aufnahme in die Milz zeigten sich mit und ohne RAP kaum Konzentrationsdifferenzen 

zwischen WT- und Mck-N-LPL-Tieren (WT: 1267+/-374 cpm/mg; WT+RAP: 1338+/-318 

cpm/mg). Lediglich in der Mck-N-LPL-Maus mit RAP wurde im Vergleich zu der WT-Gruppe und 

der Mck-N-LPL-Maus ohne RAP eine nicht signifikant höhere Konzentration von 125J gemessen 

(Mck-N-LPL: 1315+/-235 cpm/mg; Mck-N-LPL+RAP: 1584+/-572 cpm/mg). 

In der Leber zeigten sich nur geringe Unterschiede in der WT-Gruppe (WT: 833+/-133 cpm/mg; 

WT+RAP: 899+/-267 cpm/mg). Allerdings wurde eine 1,4fach verstärkte Chylomikronenaufnahme 
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Abb.7: Organaufnahme 125J-markierter Chylomikronen nach 30 min bei WT und Mck-N-LPL 
Tieren jeweils ohne und mit RAP Einwirkung. Nach RAP- bzw. PBS-Injektion erfolgte 2 min. später 
die Injektion von doppelt radioaktiv markierten Chylomikronen. Die Organentnahme wurde nach 30 min 
durchgeführt. Alle Daten wurden als % der WT-Gruppe angegeben; Mittelwert +/-SD. a) Signifikanz 
gegenüber dem WT-Tier, b) Signifikanz gegenüber der Gruppe gleichen Genotyps ohne RAP. 
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in den Tieren mit inaktiver Muskel-LPL deutlich, die gegenüber dem WT-Tier signifikant war 

(Mck-N-LPL: 1156+/-107 cpm/mg; Mck-N-LPL+RAP: 887+/-97 cpm/mg; p<0,01). Die durch 

inaktive transgene LPL erhöhte Chylomikronenaufnahme wurde durch RAP komplett inhibiert, so 

dass der Unterschied signifikant gegenüber der Gruppe gleichen Genotyps ohne RAP (p<0,01) war. 

In der Niere zeigten sich bei den WT-Tieren keine Unterschiede zwischen Vorhandensein bzw. 

Fehlen von RAP bezüglich des Chylomikronenstoffwechsels (WT: 211+/-19 cpm/mg; WT+RAP: 

229+/-33 cpm/mg). Dagegen bewirkte die transgene inaktive Muskel-LPL eine signifikant erhöhte 
125J-Konzentration verglichen mit dem WT (Mck-N-LPL: 329+/-51 cpm/mg; Mck-N-LPL+RAP: 

246+/-40 cpm/mg; p<0.01). Außerdem verringerte RAP signifikant die Chylomikronenaufnahme 

gegenüber Mck-N-LPL-Tieren ohne RAP (p<0,05). Bei der Chylomikronenaufnahme in den 

Muskel von WT-Tieren stellten sich mit und ohne RAP keine nennenswerten Unterschiede ein 

(WT: 6,4+/-0,5 cpm/mg; WT+RAP: 9,3+/-3,2 cpm/mg). Die größte Differenz der 

Chylomikronenaufnahme zeigte sich zwischen WT- und Mck-N-LPL-Tieren. Bei den transgenen 

Tieren war die Aufnahme der 125J- markierten Chylomikronen um das 2,8fache erhöht im Vergleich 

zum WT (Mck-N-LPL: 19,2+/-3,1 cpm/mg; Mck-N-LPL+RAP: 16,9+/-3 cpm/mg, p<0.0001). 

Diese Aufnahme war durch RAP nicht inhibierbar.  

4. Metabolische Studie mit RAP (10 min Laufzeit) 

Unter der Vorstellung, dass über 30 min keine ausreichende RAP-Konzentration erreicht wurde, ist 

eine zweite Studie mit 10 min Laufzeit durchgeführt worden.  

Insgesamt 26 Tieren wurde jeweils 200 µl PBS bzw. 5 mg RAP in 200 µl PBS injiziert. Nach 2 

min erfolgte die Injektion der mit 125J-TC und 3H-CE markierten Chylomikronen (100 µl) in die 

WT- und Mck-N-LPL-Mäuse über die Schwanzvene. Die Injektion der Radioaktivität stellte den 

Zeitpunkt Null dar. 

4.1.  Plasmaturnover von Chylomikronen 

Zu den Zeitpunkten 2 min und 10 min wurde den WT- und Mck-N-LPL-Tieren nach der Injektion 

der radioaktiv markierten Chylomikronen venös Blut entnommen (15 µl) und anschließend die 

Gammastrahlung der 125J-TC-markierten Chylomikronen im Plasma gemessen. Die 3H-

Betastrahlung im Plasma konnte erst nach Lipidextraktion nach Dole bestimmt werden. Wichtig 

war auch hier der Einfluss, den RAP auf die Chylomikronenkonzentration im Plasma ausübte. 
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Abbildung 8 zeigt, dass der 125J-Gehalts des Plasma nach 2 min bei den WT-Tieren jeweils ohne 

und mit RAP-Einfluss annähernd gleich war (WT:5341,4+/-1173,9 cpm/µl; WT+RAP: 5287,6+/-

1508,1 cpm/µl). Im Vergleich zum WT waren leicht geringere Plasma-Counts bei den Mck-N-

LPL-Tieren zu verzeichnen (Mck-N-LPL: 4536,5+/-513 cpm/µl; Mck-N-LPL+RAP: 4999+/-644 

cpm/µl). Signifikant höhere 125J–Counts waren bei den Mck-N-LPL-Tieren nach RAP-Injektion im 

Vergleich zum Genotyp ohne RAP bei den 10 min Plasmawerten zu sehen (Mck-N-LPL: 2894,5+/-

242,0 cpm/µl; Mck-N-LPL+RAP: 3649+/-618 cpm/µl, p<0,05). Bei Betrachtung der Mck-N-LPL-

Tiergruppe fielen geringere 125J-Werte in den 10 min Plasmawerten auf, die aber im Vergleich zu 

den WT-Tieren nicht signifikant waren (WT: 3578,4+/-973,2 cpm/µl; WT+RAP: 3578,2+/-1228,7 

cpm/µl). 

Ebenso wie bei den 2 min Plasmawerten der 125J-Counts wurden bei den WT-Tieren ohne und mit 

RAP im 2 min Plasma relativ ähnliche 3H-Counts gemessen (WT: 1108+/-48 cpm/µl; WT+RAP: 

990+/-258 cpm/µl). Im Plasma der Mck-N-LPL-Mäuse fanden sich nach der gleichen Zeit 

insgesamt geringere 3H-Counts (Mck-N-LPL: 876+/-210 cpm/µl; Mck-N-LPL+RAP: 853+/-201 

cpm/µl). 
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Abb. 8: 125J- und 3H-Konzentration (cpm/µl) im Plasma jeweils 2 und 10 min nach Injektion 
in WT- und Mck-N-LPL-Tiere. 2 min nach RAP- bzw. PBS-Injektion erfolgte die Injektion von doppelt 
radioaktiv markierten Chylomikronen. Die oberen zwei Abbildungen zeigen die 125J-Plasma-Counts nach 2 
und 10 min. Die unteren zwei Abbildungen stellen die 3H-Aktivität der 2 und 10 min Plasmawerte nach 
Lipidextraktion dar. Die Daten wurden als Mittelwert +/- SD angegeben. a) Signifikanz gegenüber dem WT-
Tier, b) Signifikanz gegenüber der Gruppe gleichen Genotyps ohne RAP. 
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Die 10 min-Plasmacounts der 3H-Werte zeigten signifikante Differenzen zwischen den Mck-N-

LPL Tieren ohne und mit RAP-Wirkung. Die Gruppe, die unter RAP-Einfluss stand, zeigte 

deutlich höhere 3H-Counts im Plasma (Mck-N-LPL: 485+/-68 cpm/µl; Mck-N-LPL+RAP: 798+/-

295 cpm/µl, p<0,05). Bei den Mck-N-LPL-Tieren ohne RAP-Injektion fielen deutlich geringere 
3H-Konzentrationen im Plasma im Vergleich zu den WT-Tieren auf (WT: 760+/-86 cpm/µl; 

WT+RAP: 739+/-278 cpm/µl). Der Unterschied wurde mit p<0,005 signifikant. 

 

4 .2.  Chylomikronenaufnahme in Organe 

Bei allen Tieren wurden nach Ablauf von 10 min, gerechnet vom Zeitpunkt der Injektion der 

Radioaktivität, die Organe entnommen und die Proben der 125J-Messung zugeführt. Die Ergebnisse 

dieser metabolischen Studie werden in Abbildung 9 zusammengefaßt: 
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Abb. 9: Organaufnahme 125J-markierter Chylomikronen nach 10 min bei WT- und Mck-N-LPL-
Tieren jeweils mit und ohne RAP Einwirkung. 2 min nach RAP- bzw. PBS-Injektion erfolgte die 
Injektion von doppelt radioaktiv markierten Chylomikronen. Die Organentnahme wurde nach 10 min 
durchgeführt. Alle Daten wurden als % der WT-Gruppe angegeben; Mittelwert +/- SEM (Standardfehler des 
Mittelwerts), so dass die Tierzahl n der jeweiligen Versuchsgruppe mit in die Standardabweichung 
einbezogen ist; a) Signifikanz gegenüber dem WT-Tier, b) Signifikanz gegenüber der Gruppe gleichen 
Genotyps ohne RAP. 
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In der Milz zeigte die Kontrollgruppe unter RAP-Wirkung die höchste 125J-Aufnahme (WT: 

167638+/-90360 cpm/mg; WT+RAP: 206152+/-114854 cpm/mg), während die Mck-N-LPL-

Tiergruppe geringere 125J-Konzentrationen in der Milz präsentierte (Mck-N-LPL: 159155+/-

117064 cpm/mg; Mck-N-LPL+RAP: 126299+/-49990 cpm/mg). Allerdings ist die Abweichung 

innerhalb dieser Gruppe so groß, dass keine hinweisende Aussage getroffen werden konnte. 

Dagegen wurde die vermehrte Aufnahme der markierten apo-B Komponente der Chylomikronen in 

die Leber bei den Mck-N-LPL-Tieren ohne RAP deutlich (Mck-N-LPL: 158918+/-40005 cpm/mg; 

Mck-N-LPL+RAP: 135051+/-40737 cpm/mg). Aber der Unterschied zum WT-Tier war auch hier 

nicht signifikant (WT: 130179+/-31129 cpm/mg; WT+RAP: 113496+/-33042 cpm/mg). Die Mck-

N-LPL-Maus mit RAP-Einwirkung zeigte eine verminderte, jedoch nicht signifikante Aufnahme 

der Chylomikronen im Vergleich zur Mausgruppe gleichen Genotyps ohne RAP. 

Signifikante Unterschiede ergaben sich bei der Aufnahme in die Niere zwischen den Mck-N-LPL-

Tieren mit und ohne RAP (Mck-N-LPL: 13535+/-8081 cpm/mg; Mck-N-LPL+RAP: 12363+/-4157 

cpm/mg, p<0,05). Mit einer Signifikanz von p<0,05 wurde die Chylomikronen-Aufnahme in die 

Niere durch RAP gehemmt. Vergleicht man die WT- und die Mck-N-LPL-Mäuse miteinander, sind 

die Unterschiede allerdings nicht signifikant (WT: 20777+/-9674,8 cpm/mg; WT+RAP: 19563+/-

14415 cpm/mg). 

Die 125J-Aufnahme in den Muskel wurde beim WT-Tier mit RAP gegenüber dem WT-Tier ohne 

RAP deutlich gehemmt (WT:2725+/-896,7 cpm/mg; WT+RAP: 2116+/-497 cpm/mg, p<0,05). Im 

Vergleich der Mck-N-LPL- mit den WT-Tieren fiel eine p<0,02 signifikant höhere 125J-

Verstoffwechselung bei den Mck-N-LPL-Tieren auf (Mck-N-LPL:4152+/-1060 cpm/mg; Mck-N-

LPL+RAP: 5496+/-1923 cpm/mg). In der Mck-N-LPL-Gruppe mit und ohne RAP war unter RAP-

Wirkung eine höhere Organaufnahme zu sehen, die aber nicht signifikant wurde.  
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4.3.  Cholesteroletheraufnahme in Organe 

10 min nach radioaktiver Injektion erfolgte die Organentnahme, anschließend die Lipidextraktion 

nach Dole sowie zum Schluss die Messung der 3H-Strahlung im Beta-Counter.  

 

Die höchste 3H-Aufnahme in die Milz lag im WT-Tier unter RAP-Wirkung vor (WT: 87627+/-

36028 cpm/mg; WT+RAP: 128826+/-38606 cpm/mg). Im Vergleich mit den anderen Tiergruppen, 

ergaben sich keine hinweisenden Unterschiede. Das lag wahrscheinlich auch an der relativ großen 

Standardabweichung innerhalb der einzelnen Gruppen (Mck-N-LPL: 101055+/-54164 cpm/mg; 

Mck-N-LPL+RAP: 73367+/-29161 cpm/mg). 

In der Leber stellte sich die höchste selektive 3H-CE-Aufnahme in den Mck-N-LPL-Tieren dar 

(Mck-N-LPL: 59444+/-17951 cpm/mg; Mck-N-LPL+RAP: 50686+/-17728 cpm/mg). Verglichen 

mit dem WT war der Unterschied aber nicht signifikant (WT: 49310+/-16190 cpm; WT+RAP: 
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Abb. 10: Selektive Cholesterolether-Organ-Aufnahme 3H-markierter Chylomikronen der WT- und 
Mck-N-LPL-Tiere mit und ohne RAP. 2 min nach RAP- bzw. PBS-Injektion erfolgte die Injektion von 
doppelt radioaktiv markierten Chylomikronen. Die Organentnahme wurde nach 10 min durchgeführt. Alle 
Daten wurden als % der WT-Gruppe angegeben; Mittelwert +/- SEM (Standardfehler des Mittelwerts), so 
dass die Tierzahl n der jeweiligen Versuchsgruppe mit in die Standardabweichung einbezogen wurde; a) 
Signifikanz gegenüber dem WT-Tier, b) Signifikanz gegenüber der Gruppe gleichen Genotyps ohne RAP. 
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50759+/-15194 cpm/mg). Stand das Mck-N-LPL-Tier unter Einfluss von RAP, war die Aufnahme 

nicht signifikant verringert. 

Die Mck-N-LPL-Tiere ohne und mit RAP zeigten zu ihren jeweiligen Vergleichstieren geringere 

selektive CE-Aufnahmen in die Niere (Mck-N-LPL: 3031+/-1768 cpm/mg; Mck-N-LPL+RAP: 

3101+/-1468 cpm/mg). Allerdings war diese verminderte Aufnahme nicht signifikant, da die SEM-

Werte innerhalb der WT-Gruppe relativ hoch waren (WT: 6500+/-4421 cpm/mg; WT+RAP: 

8075+/-6082 cpm/mg). 

Signifikante Unterschiede ergaben sich jedoch bei der 3H-Aufnahme in den Muskel. Mit p<0,05 

war die Aufnahme in die Mck-N-LPL-Tiere ohne RAP signifikant höher als in die WT-Gruppe 

(Mck-N-LPL: 1436+/-653 cpm/mg; Mck-N-LPL+RAP: 2176+/-907 cpm/mg). Die WT-Tiere mit 

RAP-Injektion hatten signifikant weniger 3H in den Muskel aufgenommen als die Gruppe des 

gleichen Genotyps ohne RAP-Wirkung (WT: 538+/-139 cpm/mg; WT+RAP: 351+/-61 cpm/mg, 

p<0,05). 

Insgesamt ergab die mit 3H-CE ermittelte Cholesterolester-Aufnahme also keine wesentlichen 

neuen Aspekte gegenüber dem 125J-TC-Chylomikronen-Turnover. 
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D Diskussion 
Kern der Arbeit war die Untersuchung der LPL-vermittelten nicht-enzymatischen 

Lipoproteinaufnahme in vivo. Aus Vorarbeiten war bekannt, dass Rezeptoren und Proteoglykane an 

dieser Aufnahme beteiligt sind (Goldberg 1996). Um die Rezeptornutzung dieses Prozesses zu 

untersuchen, wurde RAP als Rezeptor-Inhibitor in WT-Mäuse mit normaler und in Mäuse mit 

transgener Expression inaktiver LPL injiziert. Durch zeitnahe Injektion doppelt radioaktiv 

markierter Chylomikronen und deren spätere Aktivitätsmessung konnten Rückschlüsse auf die 

Verstoffwechselung und den Einfluss von RAP auf die Rezeptormechanismen gemacht werden.  

1. RAP-Produktion 

Es gelang, mit dem His-Taq-Plasmid in E. coli Bakterien 30 ml aufgereinigtes Protein herzustellen. 

Die weiterentwickelte Reinigung über die Ni-NTA Sepharose stellt aufgrund der schnelleren RAP-

Gewinnung bei gleicher Reinheit eine wesentliche Verbesserung der RAP-Herstellung dar. 

2. Lipoproteinprofil nach RAP 

Grundsätzlich werden die VLDL-Partikel in der Peripherie über den LDL-R und den VLDL-R aus 

der Blutbahn in das Gewebe aufgenommen. Aus Voruntersuchungen war bekannt, dass bei LDL-R 

negativen Mäusen eine verlangsamte Aufnahme von VLDL-Remnants in die Leber zu sehen ist 

(Choi u. Cooper, 1993; Ishibashi et al. 1993, Ishibashi et al. 1994). Auch konnte gezeigt werden, 

dass VLDL-R negative Mäuse eine reduzierte Fettmasse und einen reduzierten Body-Mass-Index 

aufweisen, wahrscheinlich durch die verminderte Versorgung periphererer Zellen mit Fettsäuren 

(Frykman et al. 1995, van Vlijmen et al. 1999). Man geht davon aus, dass LRP ein weiterer 

wichtiger Rezeptor bei der Aufnahme von Chylomikronen-Remnants und VLDL-R in die Leber ist, 

weil bei den WHHL-Kaninchen (Watanabe´s heritable hyperlipidemic) die Chylomikronen-

Remnants-Clearance nicht gestört ist. Dagegen werden die VLDL-Remnants schlechter 

verstoffwechselt. 

Darauf aufbauend wurde in LDL-R-KO-Mäusen mit normaler LPL-Aktivität die VLDL-

Plasmakonzentration unter RAP-Einfluß untersucht. Diese Untersuchung sollte Hinweise auf 

mögliche andere Aufnahmemechanismen der VLDL-Partikel liefern, indem der LDL-R als 

„üblicher“ Rezeptor ausgefallen war und zusätzlich die RAP-Hemmung des VLDL-R bestand. Den 

Tieren wurde Blut abgenommen, in einzelne Fraktionen mittels Ultrazentrifugation aufgetrennt und 

schließlich durch Extinktionsmessung auf den TG- und Cholesterolgehalt geschlossen. Es konnte 

ein verlangsamter Cholesterol- und ein nahezu gleichbleibender TG-Abbau unter RAP im 

Vergleich zu PBS beobachtet werden. Es wäre einerseits eine verminderte TG-Aufnahme aufgrund 

der doppelten „Rezeptorblockade“ zu erwarten gewesen. Andererseits konkurrieren das LPL-

Fragment und das RAP-Fragment um die Ligandenbindungsdomäne des LRP (Nykjaer et al. 1993, 

Nykjaer et al. 1994), was die verminderte LPL-Aktivität und die unveränderte Plasma-TG-
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Konzentration erklärt. Fraglich ist, ob die TG über einen zusätzlichen nicht RAP-inhibierbaren-

Mechanismus abgebaut werden. Für diesen Mechanismus würden HSPG in Frage kommen. Es 

konnte mitlerweile gezeigt werden, dass HSPG unabhängig von LRP zur Lipoprotein-Aufnahme 

beitragen könnten (Uhlin-Hansen et al. 1995). Die Internalisierung der Chylomikronen-Remnants 

durch HSPG direkt konnte in vitro beschrieben werden (Fernandez-Boja et al. 1996; Sehayek et al. 

1996). RAP scheint auf den Cholesterolabbau hemmend zu wirken. Die inhibierende Wirkung von 

RAP auf den LDL-R (Medh et al. 1995) und VLDL-R (Battey et al. 1994) ist bekannt und konnte 

auch hier zum Teil für den VLDL-R bestätigt werden.  

3. Metabolische Studien mit RAP 

In Vorarbeiten etablierten Merkel et al. ein Mausmodell, das erstmals in vivo zeigen konnte, dass in 

Anwesenheit von aktiver und inaktiver LPL nebeneinander eine Verstärkung der plasmatischen 

TG-Hydrolyse sowie eine Organaufnahme ganzer Lipoproteinpartikel vermittelt werden kann 

(Merkel et al. 1998). Die Tiere hatten neben der Maus-LPL eine muskelspezifische Überexpression 

mutierter inaktiver LPL mit physiologischer Proteoglykanbindung. 

Mit dem gleichen Mausmodell wurden in der vorliegenden Arbeit zwei metabolische Studien mit 

einer Laufzeit von 30 min (1. Studie) und 10 min (2. Studie) durchgeführt. In beiden Studien wurde 

in Mck-N-LPL-Mäuse und in die WT-Kontrollgruppe PBS oder 5 mg RAP in PRS injiziert. Die 

Injektion der mit 125J-TC und 3H-Cholesterolether markierten Chylomikronen erfolgte 2 min später. 

Anschließend wurde engmaschig Blut abgenommen und schließlich nach 30 min bzw. 10 min die 

Organentnahme durchgeführt. 

3.1.  30 min Studie 

Bei der zunächst erfolgten 30 min Studie zeigten die Mck-N-LPL-Tiere unter RAP-Wirkung zum 

Zeitpunkt 1 min und 2 min signifikant höhere 125J-Serumkonzentrationen als die Kontrollgruppe. 

Vermutlich ist durch die hohe RAP-Konzentration zu Beginn ein optimaler Wirkungseffekt erreicht 

worden, der dann langsam abgenommen hat. Bei Injektion von 1 mg RAP und einer Halbwertszeit 

von 6 min war nach 30 min noch eine Plasmakonzentration von >40 µg/ml zu erwarten. Diese 

Konzentration reichte bei adenoviraler Expression, um einen deutlichen TG-Anstieg und einen 

langsameren Chylomikronenabbau zu erreichen (Willnow et al. 1994). Unklar ist, warum der WT 

unter RAP-Einfluss keine länger anhaltende 125J-Serumkonzentration zeigte. 

Auffällig war, dass der Chylomikronen-Abbau bei den Mck-N-LPL-Tieren ohne RAP einem nicht-

exponentiellen Abbau folgte. Ursächlich dafür könnte eine Interaktion der LPL sein, die 

Lipoproteine an die Gefäßwand binden könnte. Auch Olivecrona et al. vermuteten (Olivecrona et 

al. 1995, Olivecrona u. Olivecrona 1995), dass eine Bindung von Lipoproteinen an HSPG durch 

LPL vermittelt werden könnte. Warum sich dieser Effekt nur bei den Mck-N-LPL-Tieren ohne 

RAP zeigte, liegt möglicherweise an der erhöhten endothelialen LPL-Konzentration und 



 44

konsekutiv erhöhten Lipoprotein-HSPG-Bindung bei diesen Tieren (Merkel et al. 2002b, Merkel et 

al. 1998). 

Die Organaufnahme nach 30 min zeigte eine durch inaktive Muskel-LPL 2,8fach verstärkte 

Chylomikronen-Aufnahme in den Muskel, die von Merkel schon in Voruntersuchungen in 

ähnlicher Signifikanz dargestellt werden konnte (Merkel et al. 1998). Die muskuläre 

Chylomikronen-Aufnahme war nicht RAP inhibierbar. Daher muß davon ausgegangen werden, 

dass ein nicht RAP-inhibierbarer Mechanismus an der Muskelaufnahme beteiligt ist. In Betracht 

kommt die Beteiligung des LDL-R oder des LRP an der muskulären Chylomikronen-Aufnahme. 

Ishibashi et al. konnten in diversen Vorarbeiten eine verlangsamte Chylomikronen-Remnants-

Aufnahme in LDL-R-KO-Mäuse zeigen (Ishibashi et al. 1993). Obwohl die Hypothese aufgestellt 

wurde, dass LRP besonders zur hepatischen Chylomikronen-Remnants-Aufnahme beitragen könnte 

(Kowal et al. 1989), scheint dies nicht der gesuchte RAP unabhängige Mechanismus zu sein, weil 

die Ligandenbindung an LRP RAP inhibierbar ist (Herz et al. 1991). Vermutlich sind noch andere 

Stoffwechselwege zur Chylomikronen-Remnants-Aufnahme in Betracht zu ziehen. Vielleicht 

könnte durch den transgenen LDL-R-KO der Scavenger pathway an Bedeutung zunehmen. Gegen 

diese These spricht allerdings, dass Chylomikronen bisher nicht als Liganden des Scavenger-

Rezeptors gelten. 

Die Chylomikronen-Aufnahme in die Milz brachte keine neuen Aspekte bezüglich der peripheren 

Lipoproteinaufnahme. 

In der Leber wurde die 1,4fach verstärkte Chylomikronen-Remnants-Aufnahme in die Mck-N-

LPL-Tiere ebenfalls erwartet. Im Gegensatz zum Muskel war die hepatische Chylomikronen-

Remnants-Aufnahme RAP inhibierbar. Die hepatische Chylomikronen-Remnants-Aufnahme 

verläuft nach heutigem Wissensstand über eine LPL-vermittelte Bindung der Chylomikronen-

Remnants an die Proteoglykane der Leber, nachfolgender Akkumulation im Disse-Raum und 

Aufnahme der Chylomikronen-Remnants über LRP (Beisiegel et al. 1991). Die These der 

Chylomikronen-Remnants-Aufnahme über LRP als RAP inhibierbarer Mechanismus in vivo 

konnte bestätigt werden. RAP ist an der Zelloberfläche mit LRP assoziiert (Strickland et al. 1991) 

und hemmt dessen Ligandenbindung (Herz et al. 1991, Willnow et al. 1994). Neben der LPL-

vermittelten muss es noch eine nicht LPL-vermittelte hepatische Chylomikronen-Remnants-

Aufnahme geben. Diese Aufnahme läuft vermutlich über einen nicht RAP inhibierbaren Weg, wie 

z. B. den LDL-R. Dass der LDL-R ebenfalls eine Rolle im Chylomikronenstoffwechsel spielt, 

konnte durch Antikörper-Applikation gegen den LDL-R gezeigt werden (Choi et al. 1991). Es fand 

eine verlangsamte Chylomikronen-Remnants-Aufnahme statt. 

In der Niere konnte ähnlich der hepatischen Chylomikronen-Aufnahme eine durch inaktive 

transgene Muskel-LPL signifikant höhere Chylomikronen-Aufnahme, die ebenfalls RAP 

inhibierbar war, verzeichnet werden. Im proximalen Tubulus der Niere wird Megalin exprimiert, 
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das sowohl apo-E als auch LPL binden kann und darüber zur Chylomikronenaufnahme beigetragen 

haben könnte. Obwohl Megalin (gp 330) aufgrund seiner Strukturhomologie sehr dem LRP ähnelt, 

werden beide fast nie gemeinsam in einer Zelle exprimiert. 

3.2.  10 min Studie 

Es wurde eine zweite Studie mit gleichen Versuchsparametern, bei allerdings nur 10-minütiger 

Laufzeit durchgeführt. Ziel war hier, die Sensitivität bei höheren RAP-Konzentrationen zu erhöhen. 

Die Auswertung der Organaufnahme 125J-TC markierter Chylomikronen bei WT und Mck-N-LPL-

Tieren bestätigte die Ergebnisse der 30 min 125J-Organaufnahme mit geringerer Signifikanz. Neue 

Aspekte konnten nicht hinzu gewonnen werden. 

Die Ergebnisse der Plasma-Untersuchungen der Mck-N-LPL-Tiere zeigten eine deutlich, zum Teil 

signifikant erniedrigte 3H-CE- und 125J-TC-Chylomikronen-Plasmakonzentration bei den 10 min 

Werten. Damit konnte der von Merkel bereits gezeigte Effekt, dass transgene Expression inaktiver 

LPL die Lipoprotein- und die selektive Cholesteroletheraufnahme erhöhen kann, bestätigt werden. 

Es konnte gezeigt werden, dass die LPL neben ihrer bereits bekannten lipolytischen Funktion eine 

nicht-enzymatische Funktion ausüben muß, die die zelluläre Lipoproteinaufnahme verstärkt. 

Hinweise dafür gab es schon in verschiedenen Arbeitsgruppen. Ionische Wechselwirkungen 

zwischen LPL und HSPG wurden bereits von Saxena et al. beschrieben (Saxena et al. 1995, 

Saxena u. Goldberg 1994). Olivecrona konnte diese These weiterentwickeln und vermutete eine 

Bindung zwischen HSPG und Lipoproteinen (Olivecrona et al. 1995). Wie die Lipoproteine 

schließlich in die Zelle gelangen könnten, wurde bisher unterschiedlich diskutiert. Auf der einen 

Seite konnte man sich vorstellen, dass durch die Lipoprotein-Konzentration in Rezeptornähe eine 

apo-E und apo-B vermittelte Aufnahme stattfindet (Mulder et al. 1993). Auf der anderen Seite 

wurde diskutiert, ob der HSPG-Stoffwechsel die Lipoproteinaufnahme in die Zelle vermittelt 

(Obunike et al. 2001).  
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E Zusammenfassung 
Die Lipoproteinlipase (LPL) ist ein zentrales Enzym der Hydrolyse Triglyzerid(TG)-reicher 

Lipoproteine. Neben der enzymatischen Funktion kann die LPL eine Lipoproteinaufnahme als 

Ligand oder struktureller Kofaktor vermitteln. Anhand eines bereits etablierten Mck-N-LPL-

Mausmodells mit 2-2,5facher Überexpression inaktiver LPL im Muskel konnte gezeigt werden, 

dass die inaktive LPL sowohl ganze Lipoproteinpartikel als auch selektiv Cholesterolester in den 

Muskel transportieren kann (Merkel et al. 1998). 

In der vorliegenden Arbeit wurde der LPL-vermittelte Lipoproteintransport hinsichtlich 

rezeptorvermittelter Mechanismen weiter untersucht. Hierzu wurde die Funktion des VLDL-

Rezeptors und des LDL-Rezeptors (LRP) unter dem Einfluß von RAP untersucht. Zunächst wurden 

Plasma-TG und VLDL-TG in LDL-R defizienten Mäusen nach RAP-Injektion gemessen. Bis zu 

zwei Stunden nach Injektion fanden sich hierbei keine RAP-vermittelten Änderungen. 

Anschließend wurden Verstoffwechselung und Organaufnahme von mit 125J-Tyramin-Zellubiose- 

und 3H-Cholesterolether doppelt markierten Chylomikronen sowohl an Mck-N-LPL- als auch an 

Wildtyp(WT)-Tieren jeweils mit und ohne RAP über verschiedene Zeiträume untersucht.  

Aufgrund dieser Experimente können folgende Aussagen getroffen werden:  

In der Leber zeigte sich zunächst eine durch inaktive Muskel-LPL verstärkte 

Chylomikronenaufnahme. In WT-Tieren konnte RAP die Chylomikronenaufnahme in die Leber 

nicht inhibieren (WT: 833±133 cpm/mg; WT+RAP: 899±267 cpm/mg, p=NS). In Tieren mit 

inaktiver Muskel-LPL reduzierte RAP die hepatische Chylomikronenaufnahme deutlich (Mck-N-

LPL: 1156±107 cpm/mg; Mck-N-LPL+RAP: 887±97 cpm/mg; p<0,01). Bei der 

Chylomikronenaufnahme in den Muskel erhöhte das Mck-N-LPL-Transgen zunächst wie erwartet 

deutlich. Nach RAP-Injektion war die Muskel-Aufnahme von Chylomikronen bei WT-Tieren nicht 

signifikant erhöht (WT: 6,4±0,5 cpm/mg; WT+RAP: 9,3±3,2 cpm/mg p=NS); bei Mck-N-LPL-

Tieren leicht, nicht signifikant erniedrigt (Mck-N-LPL: 19,2±3,1 cpm/mg; Mck-N-LPL+RAP: 

16,9±3 cpm/mg, p=NS).  

Die LPL-vermittelte Lipoproteinaufnahme in die Leber erfolgt somit vermutlich über einen RAP 

inhibierbaren Mechanismus, z. B. über LRP. Die nicht LPL vermittelte hepatische Lipoproteinauf-

nahme ist allerdings nicht RAP inhibierbar und verläuft am ehesten über der LDL-Rezptor. Im 

Muskel ist die Chylomikronenaufnahme wahrscheinlich nicht durch RAP beeinflussbar und somit 

nicht VLDL-Rezeptor- oder LRP-abhängig. Die untersuchten Stoffwechselvorgänge werden 

derzeit mit Hilfe spezifisch Rezeptordefizienter Mauslinien weiter untersucht.  
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