L ipopr oteinsubfraktionen: Isolierung und Messmethoden, biochemische

Char akteriserung und funktionell e Eigenschaften

zur Erlangung des akademischen Grades

doctor rer um naturalium

(Dr.rer. nat.)

genehmigt durch
die Fakultat fur Naturwissenschaften
der Otto-von-Guericke-Universitét Magdeburg

von Diplom-Biochemikerin Lilli Wiens/ Weingard

geb. am 28.04.1970n Almaty

Gutadter: Prof. Dr. med. Claus Luley

Prof. Dr. Peter Schuff-Werner
Prof. Dr. Ralf Bohrensadk

Eingereicht am: 29.10.2003
Verteidigung am: 10.02.2004



Danksagung

An erster Stelle mochte ich mich bel Prof. Dr. C. Luley fir die Vergabe des Themas, die
vielfaltige Unterstiitzung bei der Durchfuihrung der Arbeit sowie fir die gefihrten Diskuss-
onen ganz herzlich bedanken.

Mein besoncerer Dank geht an OA Dr. S. Westphal fir die stete Hilfe bei der Auswahl von
Probanden, fur aufwendige Bereitstellung von Probandenmaterial sowie fur vielfaltige Hin-
weise und Anregungen.

Weiterhin bedanke ich mich ganz herzlich bel R. Makarova, E.-M. Gittel undK. Deneser fur
praktische Hinweise, standige Hilfs- uns Diskussonsbereitschaft sowie flr grof3es Interesse
an meiner Arbeit.

FUr das gute Arbeitsklima und de fadhlichen Anregungen danke ich PD Dr. J. Dierkes, E.
Wolfel, S. Wans, K. Borucki, J. Heinz, S. Kastner, E. Taneva, U.-L. Zimmermann-Krause
undallen anderen Koll egen.

Nicht zuletzt mochte ich mich beim Dr. Bode, Universitat Ulm und Dr. Rothe, Institut fir
medizinische Neurobiologie, Magdeburg fur die Hilfe bei den elektronenmikroskopischen

Aufnahmen herzlich bedanken.

FUr li ebevoll e Unterstiitzung bedanke ich mich bei meiner Familie.



I nhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis |

AbkUr zungsverzeichnis v
Abbildungsverzeichnis VI
Tabellenverzeichnis IX
1. Einleitung 1
2. Fragestellung 5
3. Material und Methoden 6
3.1.  Gewinnung von Serum und Plasma 6
3.2. Konzentrationsbestimmung von Lipiden und Apolipoproteinen im Serum 6
3.2.1. Ermittlung von Triglycerid- und Cholesterinkoreentrationen 6
3.2.2. Ermittlung von Apdli poproteinkoreentration 7
3.3 Ultrazentrifugation 8
3.3.1. Isolierung vonVLDL, LDL, HDL undLPDS (lipoprotein deficient serum) 9
3.3.2. Entfernen von Lipoproteinen aus den Ziegen-Antiseren 10
3.4. Immunprazipitation 10
3.4.1. Optimierung der Immunprazipitation duch Zugabe von Immunprazipita-
tionsverstarkern 11
3.4.2. Isolierung der Lipoproteine mittels Immunprazipitation undanschli ef3ender
Ultrazentrifugation 12
3.5.  Gélfiltrationschromatographie 12
3.5.1. Trennurg von Lipoproteinen mit FPLC 12
3.5.2. Trennurg von Lipoproteinen mit 6B-Sepharose-Saule 13
3.6.  Immunabsorption 13
3.6.1. Herstellung einer HDL -S&aule, Aufreinigung der Antikor per 13
3.6.2. Doppeldiffusion rach Ochterlony 15
3.6.3. Isolierung von Lipoproteinsubfraktionen 15
3.6.4. Durchsuchen von Probandenseren auf das Vorhandensein von LpB:C-lII,
LpB:E undLpB:C-lll:E 16
3.7.  Biochemische Charakterisierung der Lipopr oteinsubpopulationen 17
3.7.1. Ermittlung der Triglycerid-, Chdesterin- und Apali poproteinmol ekl zahl 17
3.7.2. Lipidelektrophaese 17
3.7.3. Elektronenmikroskopie 18
3.7.4. |soelektrische Fokusserung 18
3.8.  Zélversuche 19
3.8.1. Zellkultur von humanen Fibroblasten 19
3.8.2. Markierung der Lipoproteine mit Dil 20

3.8.3. Internalisation der Lipoproteinsubfraktionen in humane Fibroblasten 21



I nhaltsverzeichnis

3.9.  Chemikalien und Puffer 21
4. Ergebnise 24
4.1. Immunprazipitation 24
4.1.1. Methodenoptimierung 24
4.1.1.1.0ptimierung der Re&ktionszeit und der Temperatur 25
4.1.1.2 Ermittlung des optimalen Immunprézipitationsverstarkers 25
4.1.1.3.0ptimierung der AntikGrpermengen 27
4.1.2. Charakteristika von Lipoproteinsubfraktionen nach Immunprézipitation 27
4.1.2.1 Lipidzusammensetzung der Lipoproteinsubfraktionen nach Immunpré-
zipitation undanschlief3ender Ultrazentrifugation 28
4.1.2.2 Relativer Lipidbeitrag der Lipoproteinsubfraktionen zu den Triglyce-
rid- undChodesterinkorzentrationen in VLDL undLDL 30
4.1.2.3.GrofRenverteil ung in Lipoproteinsubfraktionen nach Ultrazentrifugation
und rachfolgender Immunprézipitation 33
4.1.3. Unplausihilit a&en im Quantifizieren der Lipide und Apadli poproteine nach Im-
munprazipitation 35
4.1.3.1.Methodenbezogene Untersuchungen zur Klarung der ungdausiblen
Immunprazipitationsergebnisse 39
4.1.3.1.1Korrektur der Immunpréazipitationsergebnisse fur die
Lipidkorzentrationen in den Antiseren 39
4.1.3.1.2 Einflussder Probenmatrix auf die Bestimmung der Lipide
und Apdlipoproteine nach der Immunpréazipitation 40
4.1.3.2 Biochemische Untersuchungen zur Klarung der ungausiblen Im-
munprézipitationsergebnisse 42
4.1.3.2.1Vergleich der Lipoproteinzusammensetzung bel Proban-
den mit unterschiedlich holen Triglyceridkoreentrationen 42

4.1.3.2.2 Elektronenmikroskopische Aufnahmen der VLDL- und
LDL-grof3en Lipoproteine aus den namo- und typertriglyceri-

démischen Probandenseren 43

4.2.  Immunabsor ption 45

4.2.1. Einflussder Natriumthiocyonatkonzentration auf die Wiederfindurgsrate 46
4.2.2. Charakteristikavon Lipoproteinsubfraktionen nach Immunabsorption undelu-

tionmit 3M bzw. 5M NaSCN 47

4.2.2.1.Biochemische Charakteristika a7

4.2.2.2 Elektrophaetische Charakteristika 49

4.3.  Vergleich der Immunprazipitation mit der |mmunabsor ption 49

4.4.  Biochemische und funktionelle Char akterisierung der Lipopr otein-

subfraktionen von Probanden mit Hyperli popr oteindmie 53
4.4.1. Untersuchen der Probandenseren auf VVorhandensein definierter Lipoprotein-

partikel 54
4.4.2. GroRenverteilung vonLpB, LpB:C-lll, LpB:C-Ill :E undLpB:E 56
4.4.3. Zusammensetzung von LpB, LpB:C-llI, LpB:C-lll :E undLpB:E 60

4.4.4, Elektrophaetische Mohilit & von LpB, LpB:C-lll undLpB:C-lll:E 61
I



I nhaltsverzeichnis

4.4.5. InternaisationvonLpB, LpB:C-lil, LpB:C-lll :E undLpB:E in humane

Fibroblasten 62
5. Diskusson 65
5.1. Methodenauswahl 66
5.1.1. Immunpréazipitation —Vorteil e und Probleme 66
5.1.2. Immunabsorption —eine Alternative zur Immunprazipitation 72
5.1.2.1 Diskrepanzen zwischen Immunabsorption undimmunprézipitation 72
5.1.2.2 Weitere method sche Aspekte zur Isoli erung der Lipoproteinsub-
fraktionen 73
5.2.  Charakteristika der Lipoproteinsubfraktionen 74
5.2.1. Biochemische Charakteristika 75
5.2.1.1 Lipidzusammensetzung 75
5.2.1.2 Migrationsverhaten in der Elektrophaese 78
5.2.1.3.GroRenverteil ung 78
5.2.2. Vorkommen der Lipoproteinsubfraktionen beim Menschen 80
5.3.  Lipoproteinsubfraktionen im Zellversuch 82
5.3.1. Internalisation der Lipoproteinsubfraktionen in Abhangigkeit von der Apali-
poproteinzusammensetzung 83

5.3.2. Internalisation der Lipoproteinsubfraktionen in Abhangigkeit von der Grole 86

5.4 Uberlegungen zur medizinischen Relevanz der Lipoproteinsubfr aktionen 87

5.4.1. Potentieller Metabali smus einzelner Lipoprotei nsubfraktionen 88
5.4.2. ApoB-haltige Lipoproteinsubfraktionen undAtherogenese 91
5.4.3. Pro- undcontra: ,, family concept” 93
5.4.4. Ausblick 95
6. Zusammenfasaing 97
7. Literaturverzeichnis 98
8. Anhang 109

Wissenschaftliche Leistungen
Selbststandigkeitserklarung

L ebendauf



AbkuUrzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

A Angstrém (10"%m)

Abb. Abbildurg

ADP Adenosindiphosphat

Ag Antigen

Ak Antikorper

Anti-C-1ll-  Antikoérper gegen Apdipoprotein C-1lI, verwendet fur die Fallung / Immunaf-
finitdtssule

Anti-E- Antikorper gegen Apdlipoprotein E, verwendet fur die Fallung / Immunaffini-
tétssiule

ApoB Apdlipoprotein B

ApoC-lil Apodlipoprotein C-llI

ApoE Apdipopotein E

ATP Adenosintriphosphat

AUC engl. area under curve

BSA Bovines Serum Albumin

CE Cholesterinester

CH Cholesterin

Chyl. Chylomikronen

CNBr Cyanbromid

CO; Kohlendioxid

Combi- Immunprazipitation mit Anti-C-1ll und Anti-E-Antikdrpern

CRF engl. chronic renal failure

d.h. das heil3t

Diab. M. Diabetes mellit us

Dil 1,1 -dioctadecyl-3,3,3,3 -tetramethylindacarbocyanin

DMEM engl. Dulbecm’s minimal esential medium
DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA engl. ethylenediaminetetraacetic acid
ELISA engl. enzyme-linked imnunosorbent assay
Fa FHrma

FC freies Cholesterin

FCS engl. fetal calf serum

FPLC engl. fast performanceliquid chromatography
H engl. hou

H3PO, Phosphasaure

HCH Hyperchalesterindmie

HDL engl. high censity lipoproteins

HDL-C HDL-Cholesterin

HSFG Heparansulfatproteoglykan

HTG Hypertriglyceridamie

HTGL Hepatische Triglyceridlipase

IDL engl. intermediate density lipoproteins
KBr Kaliumbromid

KDa Kilodalton

KHK koronare Herzerkrankung

korr. Korrigiert



AbkuUrzungsverzeichnis

LCAT Leathin-Cholesterin-Acyl-Transferase

LDL engl. low density lipoproteins

LDL-C LDL-Chalesterin

Lp-3M Lipoproteinsubfraktion, de mit 3M NaSCN-Losung von den Immunaffinitéts-
saulen eluiert wurde

Lp-5M Lipoproteinsubfraktion, de mit 5M NaSCN-Losung von den Immunaffinitéts-
saulen eluiert wurde

LpB Lipoproteine, die nur ApoB enthalten

LpB:C-lll :E Lipoproteine, die ApoB, ApoC-lll und ApoE enthalten

LpB:C-lil Lipoproteine, die ApoB und ApoC-lll enthalten

LpB:E Lipoproteine, die ApoB und ApoE enthalten

LPDS engl. Lipoprotein deficient serum

LPL Lipoproteinli pase

LRP engl. LDL-receptor-related protein

Mda Megadalton

Min Minuten

Mr Mol ekulargewicht

n.korr. nicht korrigiert

NaCl Natriumchlorid

Nal Natriumjodid

NaOH Natriumhydroxid

NaSCN Natriumthiocyanat

NL engl. normoli pidemic

ns. nicht signifikant

PBS engl. phasphate buffered saline

PEG Polyethylenglykol

PL Phosphdipide

Prot.A Protein A

PWS Phosphawolframsaure

RAP engl. receptor asociated protein

rpm engl. Rewolutions per minute

SDS engl. sodium dodecy sulfate

Tab. Tabelle

TC Total-Cholesterin

TG Triglyceride

uz Ultrazentrifugation

VLDL engl. very low density lipoproteins

z.B. zum Beispiel



Abbil dungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1 PROCAM (Munster Heat Study): Pravalenz von Risikofaktoren in Gruppen

mit und ohre koronare Ereignis<.

Abbildung 2 Isolierung einzelner Lipoprotei nsubfraktionen.

Abbildung 3 Einfluss des Phosphatpuffers im Vergleich zu NaCl-Lésung auf die Im-
munprézipitationseffizienz.

Abbildung 4 Effizienz der Immunprazipitation bei Zugabe von 296 PEG, bzw. Protein A.

Abbildung 5 Triglycerid- und Cholesterinkoreentrationen in VLDL bzw. LDL vor und
nad der jeweili gen Fallung.

Abbildung 6. GroRRenverteilung von Lipoproteinsubfraktionen nach Immunprézipitation und
nachfolgender Ultrazentrifugation.

Abbildung 7. Vergleich der Lipid- bzw. Apdlipoproteinkorezentrationen in den Lipoprotei-
nen urterschiedlicher Gréfe vor und rach der Anti-C-lll- bzw. Anti-E-
Immunprézipitation in einem Probandenserum mit Gesamttriglyceridkon
zentrationvon 1,51mmol/l.

Abbildung 8 Vergleich der Lipid- bzw. Apdlipoproteinkoreentrationen in den Lipoprotei-
nen urterschiedlicher Gréf3e vor und rach Anti-C-llI-, Anti-E- und der Com-
bi-Féllung in einem Probandenserum mit Gesamttriglyceridgehalt von

7,2mmol/l.
Abbildung 9 Vergleich der Triglycerid-, Cholesterin-, ApoB-, ApoC-lll- und ApoE-Kon-

zentrationen nach den jeweiligen Immunprézipitationen bei Zugabe von
NaCl-Losung bzw. Ziegen-Serum.

VI



Abbil dungsverzeichnis

Abbildung 10

TG-, CH-, ApoC-llI- und ApoE-Molekilzahl pro Partikel in VLDL-grofl3en
Lipoproteinen: 1) in Probandenseren mit Gesamttriglyceriden von
2,6 mmol/l (n = 5); 2) in Probandenseren mit Gesamttriglyceriden von
6,1 mmol/l (n = 4); 3) in Probandenseren mit Gesamttriglyceriden von
12,6mmol/l (n=4).

Abbildung 11 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von VLDL- und LDL- grof3en Li-

Abbildung 12

Abbildung 13

Abbildung 14

poproteinen aus einem hypertriglyceridamischen Probandenserum (Ge-
samttriglyceride im Serum 7,9 mmol/l) und aus Serum eines gesunden Pro-

banden (Gesamttriglyceride im Serum 2,1 mmol/l).

Grofsenverteilung von @) LpB:C-lll nach Abtrennurg von LpB, LpB:C-lll :E
und LpB:E; b) LpB:C-lll nach erneutem Auftragen auf die Anti-C-lll- Saule
und Elution mit 3M NaSCN (Lp-3M); c¢) LpB:C-lll nach Elution mit
5M NaSCN (Lp-5M).

Elektrophaetische Mohilit & von LpB:C-lll, das mit 3M, bzw. 5M NaSCN-

Lésung eluiert wurde.

Vertellung der Lipoproteinsubfraktionen nach Grofe (FPLC) a) im nativen
Serum; b) in der nicht retinierten, korgentrierten Fraktion rach der
Anti-C-lll- Saule; ¢) im Uberstand rach der Anti-C-lll-Fallung; d) in der
nicht retinierten, koreentrierten Fraktion mach der Anti-E-Séule; €) im Uber-
stand mach der Anti-E-Fallung.

Abbildung 15 GroRenverteilung von LpB, LpB:C-lll, LpB:C-lll:E und LpB:E in drei un

tersuchten Probanden.

Abbildung 16 Vergleich der Zusammensetzung von VLDL- und LDL-grof3en LpB,

Abbildung 17

LpB:C-lll, LpB:C-IIl :E und LpB:E in drei unterschiedlichen Probandense-

ren.

Elektrophaetische Mohilité von VLDL- und LDL-grof3en LpB, LpB:C-llI,
LpB:C-IIl :E undLpB:E.

VIl



Abbil dungsverzeichnis

Abbildung 18 Internalisation von LpB, LpB:C-lll, LpB:C-lll:E und LpB:E in humane
Fibroblasten.

Abbildung 19 Zusammenfassung der Literaturangaben zur Lipoproteinzusammensetzung

bei verschiedener Pathogenese.

Abbildung 20 Mdglicher Metabalismus von LpB, LpB:E und LpB:C-lll :E beim gesunden
Probanden.

VIl



Tabell enverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: HITACHI-Applikationen fur die Bestimmung von Apdli poproteinkoreentratio-
nen mit der ,, high'* - und,, low* -Methock.

Tabelle 2: Pipettierschema der Immunprézipitationsansétze.

Tabelle 3. Pipettierschema zur Bestimmung der Prézipitationseffizienz.

Tabelle 4: Serum Lipid- undApdli poproteinkorzentrationen in den urtersuchten Proban-
dengruppen.

Tabelle 5: Errechnete prozentuell e Verteilung der Triglyceride und des Cholesterinsin den
Lipoproteinsubfraktionen in VLDL.

Tabelle 6: Errechnete prozentuell e Verteilung der Triglyceride und des Cholesterinsin den
Lipoproteinsubfraktionen in LDL.

Tabelle 7: Lipid- und Apadli poproteinkorzentrationen eines Probandenserums nach den drel
Immunprazipitationen (Anti-C-Ill-, Anti-E- und Combi-Fallung).

Tabelle 8: Partikelzusammensetzung von Lp-3M undLp-5M, die vom LpB:C-IIl durch Elu-
ieren mit 3M und 9V NaSCN-L6sung isoliert worden sind.

Tabelle 9: Lipid- undApdipoproteinkorzentrationen in drei Probandenseren, de zuvor mit
der Anti-E-Saule aufgetrennt wurden. Die retinierte Fraktion, de das
LpB:C-llIl :E enthdlt, wurde anschlief3end mit ApoE-Antiserum prézipiti ert.

Tabelle 10: Lipid- und Apdlipoproteinkorzentrationen in drei Probandenseren, de zuvor
mit der Anti-C-llI- Saule aufgetrennt wurden. Die retinierte Fraktion, de das
LpB:C-llIl :E enthdlt, wurde anschlief3end mit ApoC-I1lI- Antiserum prazipiti ert.



Tabell enverzeichnis

Tabelle 11: Lipid- und Apdlipoproteinkorzentrationen sowie nachgewiesene Lipoprotein-

subpopuiationen in den urtersuchten Probandenseren.
Tabelle 12 Vergleich der in deser Dissertation angewandten Methoden zur Isolierung und
Quantifizierung der Lipoproteinsubfraktionen mit den von Alaupovic et al. [56]

undCampos et al. [62] angegebenen Verfahren.

Tabelle 13: Charakteristika der ApoB-haltigen Lipoproteine — Vergleich der Arbeiten von
Alaupovic et al. und cr vorliegenden Arbeit.

Tabelle 14: Zusammenfasaung der biochemischen und metabolischen Eigenschaften der

Lipoproteinsubfraktionen in Hinsicht auf ihre mdgli che Atherogenitét.

Tabellen im Anhang

Tabelle A: Funktion der bekannten Apadlipoproteine und deren Vorkommen in den Lipopro-
teinen [102).

Tabelle B: Uberblick uiber die Lipoproteinrezeptoren und aren Funktion [107].

Tabelle C: Physiko-chemische Eigenschaften der Lipoprotein-Dichtefraktionen [102].

Tabelle D: Uberblick tber klinische Studien, de den Zusammenhang zwischen Dysli popro-
teindmien undKHK widerspiegeln [10, 13].

Tabelle E: Uberblick tiber klinische Studien, de den Zusammenhang zwischen den triglyce-
ridreichen Lipoproteinen und ar Atherogenese widerspiegeln [10, 131.



Einleitung

1. Einleitung

Atherosklerotische Gefél3veranderungen und ckren Folgen — periphere Verschlusskrankheit,
Schlaganfall, Herzinfarkt und poétzlicher Herztod — gehéren zu den haufigsten Krankheits-
und Todesursadhen in den Industrienationen der westlichen Welt [1]. In den USA verursa-
chen kardiovaskulére Erkrankungen ca 950000Todesféll e pro Jahr, dies entspricht 41,5%
aler Todesféle[2].

In einer Vielzahl von pospektiven Langzeituntersuchungen konrte e@n statistischer Zusam-
menhang zwischen der Manifestation atherosklerotischer Erkrankungen und eéém Auftreten
bestimmter Risikofaktoren eindeutig gesichert werden. Zu den urabhéngigen Risikofaktoren
der Atherosklerose zahlen heute Hyper- und Dydlipoproteinamien, Rauchen, Hypertonie,
Diabetes mellit us, Lebensalter, Geschledht, pasitive Familienanamnese, Nikotinabusus, Adi-
positas und mangelnde korperliche Aktivitét [3-7]. Abbildung 1 zeigt Ergebnise der
PROCAM — Studie zur Préavalenz von Risikofaktoren in Gruppen mit und ohre koronare
Ereignis[8, 9.

2] mit KHK-Ereignissen (n = 258)
! 1:| ohne KHK- Erelgnlsse (n 4381)

H
484

522
A e, i S, s
: [_Tﬁ

Raucher HDL -C Chol, LDL-C Trigl,

<35mg/dl > 250mg/dl = 190mag/dl 2200 mg/di

Pravalenz (%)

75+ -
473

304 —131,0 *
= :
55 20,5 156 140 78

Hypertonus Familienanamnese Ml Diabetes mellitus

*p<0,01  **p<0,001

Abbildung 1. PROCAM (Minster Heat Study): Pravalenz von Risikofaktoren in Gruppen
mit und ohre koronare Ereignis<.

Zur Atiologie der Atherosklerose wurde déne Reihe an Hypothesen formuliert, die die her-
ausragende Bedeutung einzelner Risikofaktoren bzw. -konstellationen betonen. Zum Bei-
spiel die Lipidhypothese besagt, dasseine Dydlipoproteindmie (Cholesterin-, LDL-, VLDL-,
Lipoprotein (a) -Erhohurg, HDL-Erniedrigung) zentral fir den Atheroskleroseprozess ist.
Die,, Resporse to injury”“ — Theorie beruht darauf, dassder Atherosklerose ene primére En-

dathelverletzung vorausgeht. Potentiell atherogene Faktoren, z.B. Infektionen, modifizierte

1



Einleitung

Lipoproteine, blutdruckvermittelte medhanische Schaden oder auch veranderte Immunitat
konnten den Schaden hervorrufen. Im zweiten Schritt kommt es zu einer Lipidakkummulati-
on undzu einem zunehmenden GefaRverschluss[10]. Ubereinstimmend fiir all e Hypothesen
ist jedoch de Feststellung, dassdie Lipoproteine die Hauptakteure im atherosklerotischen
Geschehen sind.

Lipoproteine sind komplex zusammengesetzte Gebilde, die fur den Transport von Phaspho
lipiden, Triglyceriden, Cholesterin und assen Ester verantwortlich sind. Ein anderer Be-
standteil der Lipoproteine — die Apdlipoproteine — sind ncht nur fir die Lodichkeit und
Strukturstabilit & der Lipoproteine, sondern auch fir deren Schicksal in der Zirkulation ver-
antwortlich. Apodlipoproteine tben eine Vielfalt an Funktionen aus (Tabelle A, Anhang):
einersaits snd sie Kofaktoren vieler enzymatischen Reaktionen, andererseits vermitteln sie
die Bindurg der Lipoproteine an de Zellrezeptoren (Tabelle B, Anhang). Die physiko-
chemischen Eigenschaften der Lipoproteine wie Dichte, GrofRe und Ladung wurden als
Grundage fur die konventionell e Klassfizierung der Lipoproteine in VLDL, LDL und HDL
bzw. in a-, B- und p&B- Lipoproteine verwendet (Tabelle C, Anhang).

Eine Grof3zahl an epidemiologischen Interventionsgudien sowie Befunde aus der Grunda-
genforschurg konrten Aufschluss tber das atherogene bzw. anti-atherogene Potential der
einzelnen Lipoproteinklassen geben. Angiographisch kortrollierte Studien (MAAS [11],
REGRESS [12], LCAS [13], Post-CABG [14]), Primar- (WOSCOP [15, AF
CAPSTexCAPS[16]) und Sekundérpraventionsdudien (4S [17], LIPID [18], CARE [19)])
konnten zeigen, dasseine Senkung des LDL-Cholesterins, der Triglyceride und de Steige-
rung des HDL-Chdlesterins zur Reduktion der Progressonsrate (Einengung der Blutgefale)
bzw. zur Reduktion der koronaren Endpunke fihrt (Tabelle D, Anhang).

Waéhrend de &herogene Rolle von LDL und de anti-atherogenen Eigenschaften von HDL
unumstritten sind, wurde die Beteili gung der triglyceridreichen Lipoproteine in der Athero-
genese angezweifelt. Denn der paositive Zusammenhang zwischen Triglyceriden und lardio-
vaskul&ren Ereignissen verlor an Bedeutung, wennin multivariaten Analysen gleichzeitig fur
das erniedrigte HDL-Chadlesterin bzw. das erhbhe Gesamt-Chalesterin kortrolli ert wurde.
Gegenwartig sind Beweise fur die aherogenen Eigenschaften der triglyceridreichen
Lipoproteine nicht nur in den Tierversuchen, sondern auch in epidemiologischen Studien

erbracht worden. Es konrte gezeigt werden, dasstriglyceridreiche Lipoproteine



Einleitung

» dieLipid-Akkumulation von peritoneden Makrophagen fordern [20],

» die Blut-Pl&ttchen-Aggregation stimulieren [21] und zur Abnahme der fibrinolytischen
Aktivitét beisteuern [22, 23,

« die Endahel-abhéngige Vasodil atation keantradctigen [24],

 in atherosklerotischen Lasionen vorhanden sind [25],

e im Tiermodell ein besserer Parameter zur Abschdtzung der Atherosklerose-Entwicklung
sind als der konventionell angewandte Parameter — das LDL-Chalesterin [26],

* bel ApoC-llI-transgenen Mausen einen signifikanten Beitrag zur Entwicklung der Athe-
rosklerose leisten [27],

e einen urebhdngigen Risko-Faktor fir kardiovaskulare Erkrankungen darstellen
[28-31, 33 (Tabelle E, Anhang).

Die relative Atherogenitét der triglyceridreichen Lipoproteine ist durch ihre metabali schen
und funktionell en Eigenschaften sowie durch ihre ausgepragte strukturell e Heterogenitét zu
erklaren. Die konventionelle Einteilung der triglyceridreichen Lipoproteinen in VLDL und
IDL ist zwar allgemein anerkannt und kenutzt, spiegelt jedoch nur eine Eigenschaft der Li-
poproteine - ihre Dichte - wider. FUr das Schicksal der Lipoproteine in der Zirkulation ist
jedoch nicht die Dichte des Partikels, sondern dessen Apdli poproteinzusammensetzung und
Grof3e verantwortlich. Unter normalen Bedingungen werden de triglyceridreichen Lipopro-
teine hydrolysiert und von den Zellen aufgenommen. In den Zellen werden de in den Li-
poproteinen transportierten Triglyceride zur Energiegewinnurg oder das Cholesterin z.B. fir
die Hormon bzw. Membransynthese verwendet. Die Aufnahme der Lipoproteine afolgt
hauptsdchlich Uber Zellrezeptoren, denen Apdipoproteine ds Liganden denen (Tabelle A
und B, Anhang). Ist die Aufnahme der Lipoproteine aufgrund ihrer Apadli poproteinzusam-
mensetzung oder durch einen Zellrezeptordefekt gestért, sind Lipoprotein-
Konzentrationserhohurgen zu beobachten. Ob de Lipoproteine in der Zirkulation verbleiben
oder die GefaRwand duchdringen, um von Makrophagen aufgenommen zu werden und
hiermit ihren Beitrag zur Entstehung von atherosklerotischen Plaques zu leisten, héngt von
mehreren Faktoren ab. Einer davonist die Lipoprotein-Grof3e. Nur Lipoproteine, die kleiner
als 75 nm sind, kénren de intakte Endahelwand passeren [33]. Grol3e triglyceridreiche
Lipoproteine, wie Chylomikronen undVLDL, kénren nu nach einer Endahelzell-Lésionin
die Arterienwand eindringen. Diese Lipoproteine werden abhéngig von der Apdlipoprotein-
zusammensetzung zu Remnants oder zu LDL hydrolysiert und werden entweder von den
Zellen der Leber bzw. der Peripherie oder auch von den Makrophagen im subendathelialen
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Raum metabadlisiert. Demzufolge ist nicht nur die Lipid-, sondern auch de Apdlipoprotein-
zusammensetzung und de Grol3e der Lipoproteine fur das Verstandnis der atheroskleroti-

schen Vorgange sowie der Ursachen verschiedener Hyperli poproteinamien entscheidend.

Aus diesem Grund wurde von Alaupovic et al. [34] in den siebziger Jahren eine dternative
Klassfikation fur die Lipoproteine vorgeschlagen — das Lipoproteinfamili en-Konzept. Dem-
nach wurden die Lipoproteine in ApoA-I- und ApoB-haltige Familien eingeteilt. Die ApoA-
[-Gruppe wurde in LpA-l und LpA-l:A-Il unterteilt, die ApoB-haltigen Lipoproteine in LpB,
LpB:C, LpB:E, LpB:C:E und LpA-II:B:C:D:E. Alle Lipoproteinfamilien setzen sich aus
heterogenen Partikeln zusammen, de sich in Grof3e, Dichte sowie dem Lipid/Protein-
Verhdtnis unterscheiden, deren Apdlipoproteinkompaosition dagegen hamogen ist [35).
Wéhrend VLDL und IDL hauptsadilich aus LpB:C, LpB:E, LpB:C:E und LpA-II:B:C:D:E
undLDL aus LpB bestehen, setzen sich HDL aus LpA-I undLpA-I:A-1l zusammen.

In einer kleinen Zahl an Studien, de den Zusammenhang zwischen der Entwicklung von
kardiovaskuldren Erkrankungen und an triglyceridreichen Lipoproteinsubfraktionen urter-
sucht haben, konrte gezeigt werden, dass

bei Patienten mit erhéhen LpB:C- und LpB:C.:E-Spiegeln ein Fortschreiten der
atherosklerotischen Lésionen zu verzeichnen war, obwohl die LpB-Konzentration (entspricht
der LDL-Konzentration) gesenkt worden war [35, 34,

bei Uberlebenden nach einem Myokardinfarkt im Vergleich zu Kortrollen hotere Konzent-
rationen an ApoC-lll- haltigen LpB ermittelt werden konrten [37].

Bezlglich der Rolle der triglyceridreichen Lipoproteine in der Atherogenese stehen dese
Ergebnise im Einklang mit den Studien, de Gesamt-Triglyceride ds Risiko-Faktor unter-
sucht haben, enthalten jedoch zusétzliche Informationen zur relativen Atherogenitdt der

ApoB-haltigen Lipoproteine.

Die kleine Zahl an duchgefiihrten Studien sowie die geringen Zahlen an urtersuchten Pati-
enten konren auf das Fehlen einer Referenzmethode zur Bestimmung von Lipoprotein-
subfraktionen zurlickgefuihrt werden. Der Grél3en-Aspekt wurde in keiner der durchgefiihr-
ten Studien einbezogen. Weiterhin sind nu wenige Untersuchungen durchgefiihrt, die nicht
nur physiko-chemische Eigenschaften der einzelnen Lipoproteinsubfraktionen bei verschie-
denen Erkrankungen, sondern auch deren funktionell e Eigenschaften berticksichtigen.
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2. Fragestellung

In letzter Zeit wurden mehrere Beweise zur mdglichen Atherogenitét der ApoB-haltigen

Lipoproteine ebradht. Welches der strukturell undfunktionell heterogenen Lipoproteine das

hochste aherogene Potential tragt, bleibt noch zu Kldren. Vor diesem Hintergrund sollten

daher folgende Aspekte untersucht werden:

1) Entwicklung und Optimierung eines immundogischen Verfahrens zur Trennurg von
Lipoproteinsubfraktionen, mit dem eine Isolierung von rahezu intakten Lipoproteinen be-
stimmter Grofie mit einem definierten Apadli poproteinbesatz maglich ist.

2) Charakterisierung der biochemischen undfunktionell en Eigenschaften der aus humanem
Serum isoli erten Lipoproteinsubfraktionen (LpB, LpB:C-ll, LpB:E und LpB:C-lil :E).
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3. Material und Methoden
3.1.Gewinnung von Serum und Plasma

Die Blutentnahme afolgte an nichternen Probanden. Fir die Serum- als auch fir die Plas-
ma-Gewinnurg wurden Vaautainer der Fa. Beaon Dickinson, USA verwendet. Der Serum-
vaautainer enthdlt als Zusatz ein Gel, das die Trennurg der zell uléren Bestandteil e des Blutes
vom Serum ermdglicht, sowie @nen Gerinnurgsaktivator (Gel and Clot Activator). Der
Plasmavaautainer hat K3-EDTA [0,85mmol/l] als Zusatz. Durch EDTA-Komplexierung der
Ca”*-lonen im Plasma wurde die Gerinnurg inhibiert. Die Proben wurden 10 Min bei
3000rpm und 10°C zentrifugiert (Heraeus, Labofuge 400 R, BRD). Das Serum bzw. das

Plasma wurden sofort fr die Isolierung der Lipoproteine @ngesetzt.

3.2.Konzentrationsbestimmung von Lipiden und Apolipoproteinen im Serum

Chodesterin-, Triglycerid- und Apdlipoprotein-Konzentrationen im nativen Serum sowie in
den UZ- und Saulenfraktionen wurden phdometrisch bzw. turbidimetrisch am Autoanalyzer
(Hitachi 91VBoehringer Mannheim, BRD) bestimmt. Dafur wurden kommerziell e Tests der
Fa. Roche, Schweiz verwendet. Die Konzentrationsbestimmungen von ApoC-llIl und ApoE

wurden mittels einer in-house Methode durchgefiihrt.

3.2.1.Ermittlung von Triglycerid- und Cholesterinkonzentrationen

Die Bestimmung der Triglyceridkorzentration (GPO/PAP-Methode) beinhaltet folgende

Schritte:

1) Triglyceride + 3H,O — Glycerin + 3 RCOOH

2) Glyceain+ ATP — Glycerin-3-phosphat + ADP

3) Glycein-3-phosphat + O, — Dihydroxyacetonphosphat + H,O,

4) H,0, + 4-Aminoptenazon + 4-Chlorphend —  4-(p-Benzochinon-monamino)-
phenazon + 2 H,O + HCI
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Diese Re&tionen wurden durch folgende Enzyme katalysiert: 1) Lipoproteinlipase, 2) Gly-
ceol-Kinase, 3) Glycerin-phasphat-oxidase und 4 Peroxidase. Die phaometrische Bestim-
mung erfolgte bei 505700 m.

Die Chdesterinbestimmung (CHOD-PAP-Methode) wurde nadh dem gleichen Prinzip

durchgefihrt:

1) Chdesterinester + H,O — Cholesterin + RCOOH

2) Chodesterin + O, — A*-Chdestenon+ H,0,

3) H0; + 4-Aminoptenazon + Phend — 4-(p-Benzochinonrmonamino)-
phenazon + 4 H,0O

Die aste Re&ktionwurde von der Cholesterinesterase, die zweite Retionvon der Choleste-
rinoxidase und die dritte Reaktion von der Peroxidase katalysiert. Die Anderung der Extink-
tionwurde bei 505700 nm gemessn.

Abhéngig davon, ob de Bestimmung im Serum oder in Saulenfraktionen erfolgte, wurden
unterschiedliche Probemengen fir die Reaktion verwendet. Fir die Konzentrationsbestim-
mung im Serum wurden nu 3 pl verwendet (,, high* -Methode), in den Saulenfraktionen -
9 ul (, low*-Methode). Dieser Mengenurterschied wurde wegen einer starken Verdinnurg
der Probe in den Saulenfraktionen nawendig. Vor jeder Analysenserie wurde ane 2-Punkt-
Kali bration mit einer anschli el3enden Bestimmung der Triglycerid- bzw. Cholesterinkorzent-
rationen in den Kontrollseren (Preanorm und Predpath der Fa. Roche, Schweiz) durchge-
fahrt.

3.2.2.Ermittlung von Apoli popr oteinkonzentr ationen

Zur Bestimmung der ApoB-Konzentration wurde @én kommerzieller immundogischer Tri-
burgstest der Fa. Rolf Greiner Biochemica BRD verwendet. Im ersten Re&ktionschritt wur-
de zu der Probe PEG- sowie Detergenzlésung zugesetzt. Im zweiten Schritt erfolgte die
Zugabe von Anti-human ApoB-Antikorper (Ziege). Die durch Prazipitation entstandene
Triburg wurde bei 340 nm gemessen.
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Die Bestimmung der ApoE- und dr ApoC-lII- Konzentrationen erfolgte nach dem gleichen

Prinzip wie die des ApoB. Im zweiten Redtionsschritt wurden jedoch de Anti-human

ApOE- bzw. ApoC-liI- Antiseren (Ziege) zugegeben. Der Triburgsnachweis erfolgte een-
falls bei 340 rm. Die Applikation fir den HITACHI wurde jedoch in Vorversuchen festge-

legt [39).

Bel den Bestimmungen der Apdlipoproteinkorzentrationen im Serum bzw. in den Saulen-

fraktionen wurden auch wie bei der Bestimmung der Chaolesterin- und Triglyceridkorzentra-
tionen urterschiedliche Methoden angewandt: die , high*- und de , low* -Methode. Der
Unterschied zwischen den beiden Methoden lag in der Konzentration der PEG-LAsung, de-
ren Menge sowie der Menge der zugefiigten Antiseren und e Probe (Tabelle 1). Fur die

, low" -Methode wurde das Anti-C-llI- und Anti-E-Antiserum 1+3 verdinr.

» high* -Methode »low* -Methode
Test PEG- PEG- AK- Proben- PEG- PEG- AK- | Proben-
Konzentr. | Menge | Menge | menge | Konzentr. | Menge | Menge | menge
ApoB 48% | 250pl | 50l 2ul 4,8 % 200p | 50ul | 25l
ApoC-ll 48% | 240pl | 25ul 5ul 7.0 % 180l | 25ul | 50l
ApoE 48% | 250pl | 35l 5ul 7.0 % 180pl | 37ul | 50l

Tabelle 1: HITACHI-Applikationen fir die Bestimmung on Apoli poproteinkonzentrationen mit der
» high* -und ,, low" -Methode.

Jede Analyseserie fing mit einer 6-Punkt-Kali bration der beiden Methoden mit NT-Standart
(Dade Behring, BRD) an. Fur die low-Methode wurde der Kalibrator 1+15 verdinrt. An-
schlief3end erfolgte die Bestimmung der Apdlipoproteinkoreentrationen in den Kontroll se-
ren. Wéhrend das Kontroll serum (Apdli poprotein-Kontroll serum CHD, Dade Behring, BRD)
far die , high* -Methode unverdinrt eingesetzt wurde, wurde fir die , low* -Methode an

Verdinnumg 1+9 angewandt.

3.3.Ultrazentrifugation

Die Ultrazentrifugationsmethode wurde zur Isolierung von VLDL, LDL und HDL einge-

setzt. Diese Methode wurde sowohl fur préparative ds auch fur analytische Zwedke ange-
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wandt. HDL wurden fur die Herstellung der HDL-S&ule verwendet und VLDL wurden im
Rahmen der Immunprézipitationsuntersuchungen isoliert und charakterisiert. AulRerdem
wurde die Ultrazentrifugation zum Entfernen der Lipide aus den Ziegen-Antiseren verwen-
det. Alle Ultrazentrifugationsschritte wurden mit der Ultrazentrifuge Bedkman L7-55, USA
durchgefthrt.

3.3.1.1solierung von VLDL, LDL, HDL und LPDS (lipoprotein deficient serum)

Die praparative Trennurg der VLDL und LDL von den HDL erfolgte durch Einstellung der
Serumdichte mit KBr auf 1,06g/ml. Nadc der Ultrazentrifugation bei 45000rpm fir 24 h kei
4° C wurde der Uberstand abgenommen und mit NaCl-Losung auf eine Dichte von
1,019g/ml gebradit. Nacdh einer zweiten Zentrifugation fur 24 h kei 45000rpm und 10°C
wurden de VLDL (im Uberstand) und de LDL (im Unterstand) voneinander getrennt. Die
Konzentrierung der LDL erfolgte durch Einstellung der Dichte auf 1,06 g/ml (KBr-Zugabe)
und Zentrifugation kei 45000rpm fur 24 h kel 10° C. Die LDL-Schicht wurde abgenommen
und im Tris-Puffer (siehe 3.9) bei 4° C 24 h urier mehrmaligem Pufferwedhsal (4-5 mal)
dialysiert.

Die HDL-Isolierung erfolgte aus dem Unterstand, cer nach der Abtrennurg von VLDL und
LDL entstanden ist. Hierfur wurde die Dichte des Unterstandes mit KBr auf 1,21 g/ml einge-
stellt und 48 h ki 45000rpm und 10°C zentrifugiert. Der Uberstand (HDL) wurde &ge-

nommen undfiir 48 him Tris-Puffer dialysiert.

Fir die Isolierung des LPDS wurde der Unterstand der letzten Ultrazentrifugation mit KBr
auf eine Dichte von 1,25g/ml gebradit und 40 h lei 45000rpm und 10°C zentrifugiert, um
die restlichen HDL zu entfernen. AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen und ar
Unterstand, cer lipoproteinfrei war, Uber 48 hin Tris-Puffer dialysiert. Danach wurde das
LPDS bei 37° C fur 1 him Wassrbad inaktiviert. Das denaturierte Protein wurde durch
Zentrifugation kei 5000 rpm fur 15 Min bei Raumtemperatur vom LPDS abgetrennt. Der
Uberstand wurde filtriert und firr die Bestimmung der Protein-, Triglycerid-, Phosphdi pid-
und Chalesterinkorzentrationen eingesetzt.

Protein = 4 g/dl

TG < 10mg/dl
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PL < 15mg/d

CH < 10mg/d

Beim Erreichen deser Werte wurde das LPDS steril filtriert (Porengrof3e 0,8 um, Milli pore,
USA) und kei — 20°C eingefroren.

3.3.2.Entfernen von Lipoproteinen aus den Ziegen-Antiseren

Die vom Herstell er angebotenen Ziegen-Antiseren enthielten Lipoproteine, die sich fir einen
Teil der Untersuchungen als g6rend erwiesen. Aus diesem Grund wurden de Antiseren auf
eine Dichte von 125 g/ml mit KBr eingestellt und 24 h lei 30000rpm, 10° C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und dr lipoproteinfreie Unterstand wurde im Tris-Puffer
24 h dalysiert. Wahrend der Dialyse wurde die Pufferldsung 4-5 mal gewedhselt. Der Erfolg
der Aufreinigung wurde durch Mesaung der Triglycerid-, Chalesterin- und Apdlipoprotein-

konzentrationen Ukerpruift.

3.4.Immunpr &zipitation

Die Immunpréazipitation setzte sich aus drei Schritten zusammen:

1) Zugabe von Antiseren zu der Probe (Tabelle 2),

2) Inkubation: 3 h, 4°C,

3) Zentrifugation (Bedman Microfuge, USA) bei 15000rpm, 15Min.

Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand aspiriert und fur weitere Untersuchungen
eingesetzt, z.B. fur die Gelchromatographie oder Ultrazentrifugation.

Ansatz Serum Anti-ApoC-lil Anti-ApoE NaCl

nativ 200pl 900 pl

Anti-C-lll -Féllung 200ul 800l 100ul

Anti-E-Fallung 200l 400l 500ul
Combi-Fallung 200l 600l 300l

Tabelle 2: Pipettierschema der Immunpraz pitationsansitze
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3.4.1. Optimierung der Immunprazipitation durch Zugabe von Immunprazipitations-

verstarkern

Durch Zugabe von Immunprézipitationsverstérkern sollte die Prézipitationsrate beim mini-
malen Zusatz an Antiseren verbessert werden. Es wurden Immunprazipitationsversuche mit
Zugabe von PEG (Mr = 10000 [39] und Protein A durchgefiihrt. Die Tabelle 3 zeigt die
Zusammensetzung der einzelnen Versuchsansétze.

Versuch nativ Anti-C-IIl -Fallung Anti-E-Féallung Combi-Fallung
NaCl 50 pl Serum 50 pl Serum 50 pl Serum 50 yl Serum
250ul NaCl 100ul Anti-C-1ll 50 ul Anti-E 100l Anti-C-llI
150l NaCl 200pl NaCl 50 pl Anti-E
100ul NaCl
PEG 50 pl Serum 50 pl Serum 50 pl Serum 50 pl Serum
230l NaCl 100l Anti-C-IlI 50 ul Anti-E 100l Anti-C-lll
20yl 25% PEG- | 130ul NaCl 180pul NaCl 50 ul Anti-E
Ldsung 20 ul 25% PEG- 20 ul 25% PEG- 20 ul 25% PEG-
Losung Ldsung Ldsung
Protein A | 50 pl Serum 50 pl Serum 50 pl Serum 50 pl Serum
150l NaCl 100l Anti-C-liI 50 pl Anti-E 100l Anti-C-ll
100ul Protein A |50 pl NaCl 100l NaCl 50 pl Anti-E
100pl Protein A 100l Protein A 100pl Protein A

Tabelle 3: Pipettierschema zaur Bestimmungder Prézpitationseffizienz.

Im dritten Versuchsansatz wurde @n 20 bis 40facher Uberschussan Protein A immer erst
nach dreistindger Redtionszeit zugegeben. Die Proben wurden eine Stunde geschwenkt
und dainach wie auch de anderen Ansdtze bei 15000 rpm (Bedkman Microfuge, USA)
15 Min zentrifugiert. Anschlieflend wurde in den Uberstanden die Apoli poproteinkorzentra-
tionim niedrigen Messereich (,, low" -Methode) ermittelt.
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3.4.2.Isolierung der Lipoproteine mittels Immunpr azipitation und anschlief3ender

Ultrazentrifugation

Nad der Immunprézipitation mit ApoC-lll- und ApoE-Antiserum allein, sowie nach Com-
bi-Fallung wurden 500pl des Uberstandes mit 100 pl 0,%%-NaCl-Losung tiberschichtet und
gewogen. Nach 18stindger Zentrifugation kei 4° C und 30000rpm wurde die obere
Schicht abgenommen (ca 100pl) und de Proben auf das Ausgangsgewicht mit 0,9%-NaCl-
Lésung gebradht. Der Unterstand enthielt nunlediglich LDL- undHDL-Fraktionen, in denen
die Chadesterin- und Triglyceridkoreentrationen bestimmt wurden. Um die LDL zu entfer-
nen, wurde e@ne Fallung mit PWS-Fallungsreagenz (0,44 mmol/l PWS, 20 mmol/l MgCl,)
vorgenommen [40, 4. Hierfir wurden zu den 200 pl des Unterstandes 500 pyl PWS-
Féllungsreagenz dazugegeben. Nadh 15Min Inkubetion bei Raumtemperatur wurde der An-
satz bei 12000rpm (Bedkman Microfuge, USA) fir 3 Min zentrifugiert. Anschlief3end wur-
den im Uberstand (HDL-Fraktion) die Cholesterin- und Triglyceridkorzentrationen ermittelt.

Die Lipide in VLDL wurden duch Subtraktion der Triglycerid- bzw. Cholesterinkorzentra-
tionen im nativen Serum und cen Lipidkornzentrationen im Ultrazentrifugationsunterstand
bei der Dichte von 1,006g/ml ermittelt. Die Differenz der Lipidkorzentrationen im nativen
Serum, VLDL und cem Uberstand cer PWS-Fallung (HDL) ergab die Triglycerid- bzw.
Cholesterinkorzentrationen in LDL (z.B. TG pL. = TG seum— TG vioL — TG Hpu).

3.5.Gelfiltrationschr omatogr aphie

Mittels Gelfilt rationschromatographie wurden de Lipoproteine in VLDL-, LDL-, undHDL-
grofRe Lipoproteine e@ngeteilt. Die Auftrennurg erfolgte je nach Probemenge entweder mit
einer FPLC-Anlage (fast performance liquid chromatography) oder mit einer 6B-Sepharose-
Saule (Trennbereich 104000 Da).

3.5.1.Trennung von Lipoproteinen mit FPLC

Die FPLC-Anlage (Amersham Biosciences, UK) wurde fir die Trennurg von Probemengen
bis zu 500 pl verwendet. Vor dem Auftragen der Probe wurde die Superose 6 HR-Saule

12
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(Amersham Biosciences, UK) mit 2-3 Saulenvolumina bei einer Geschwindigkeit von
0,4 ml/min mit Tris-Puffer gespuit. Anschlief3end wurden 500l Probe auf die Séule aufge-
tragen undmit dem Tris-Puffer eluiert. Wéhrend des Laufes betrug die HulRrate 0,3 ml/min.
Mit einem Fraktionssammler wurde die duierte Probe in 30Fraktionen je 400 pul gesammelt.
In jeder Fraktion wurden de Triglycerid-, Cholesterin-, ApoB-, ApoC-lll- und ApoE-

Konzentrationen gemessen.

3.5.2.Trennung von Lipoproteinen mit der 6B-Sephar ose-Saule

FUr die Trennurg von Probemengen hbis zu 30ml wurde @ne 6B-Sepharose-Saule (60 mm x
650 mm, Amersham Biosciences, UK) verwendet. Das Aquili brieren der Saule sowie die
Eluierung der Probe afolgte mit Tris-Puffer. Die Laufgeschwindigkeit betrug 0,8 ml/min.

3.6.Immunabsor ption

Mit einer Immunabsorptionsmethode wurden de @nzelnen Lipoproteinsubfraktionen - LpB,
LpB:C-lll, LpB:E und LpB:C-Ill :E isoliert. Wahrend rach der Immunprézipitation de Zu-
sammensetzung einzelner Lipoproteinsubfraktionen errechnet werden musse, erlaubte die
Immunabsorption eine direkte Messung der Lipid- und Apadlipoproteinkoreentrationen in
den Lipoproteinsubspezies. Ein weiterer Vorteil der Immmunabsorption bestand in der Mog-
lichkeit, die Lipoproteinsubfraktionen préparativ zu trennen undfir die Zell versuche anzu-

setzen.

3.6.1.Herstellung einer HDL -S&aule, Aufreinigung der Antikor per

Fir die Herstellung der Anti-C-IlI- und Anti-E-Saulen wurden pdyklonale Antikorper der
Fa. Rolf Greiner Biochemica, BRD verwendet. Vor der Koppung der Antikorper an de
CNBr-aktivierte Sepharose 4B (Amersham Biosciences, UK) wurden dese mittels einer
HDL-S&ule gereinigt.

13
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Die HDL-Saule enthielt an de CNBr-aktivierte Sepharose 4B kovalent gebuncene HDL, die
mittels Ultrazentrifugation aus 250 ml Plasma anes gesunden Probanden gewonren wurden.
Fir die Herstellung der HDL-Saule wurden 4,3mg Protein pro ml aktivierter Sepharose ge-
koppelt (Vorschrift Amersham Biosciences, UK). Die Saule wurde nach dem ,, Sandwich®-
Prinzip [42] gepadkt: 132 ml Sephadex G-25 Medium, 113 ml HDL-Sepharose, 16 ml
Sephadex G-25 Medium. Die oberste Schicht des Sephadex G-25 Medium schitzte die
Sepharose vor maglichen Verunreinigungen, de beim Auftragen der Probe entstehen kon-
nen. Die unterste Sephadex G-25 Medium Schicht diente zur Trennurg des niedermol ekula-
ren NaSCN, das fur die Spaltung der Antigen-Antikorper-Bindurg eingesetzt wurde. Fur die
Disziation des Antigens von der Saule wurde 5M NaSCN verwendet. Die Kombination
der Immunaffinitétssepharose mit dem Sephadex G-25 Medium gewéhrleistete @nen kurzen
Kontakt zwischen den NaSCN-Molekilen und ém Antigen, so dassmdgliche Veranderun
gen der Antigenstruktur durch de NaSCN-L6sung vermieden werden konrten.

Der Anti-C-llI- Antikorper wurde aus 200 ml ApoC-IlI- Antiserum gewonren. Bevor die
HDL-Saule mit dem Antiserum beladen wurde, wurde diese mit 5 M NaSCN gespuit und
mit Tris-Puffer aquili briert. Das Antiserum wurde in Portionen je 25 ml aufgetragen. Nach
der Eluierung der nicht retinierten Fraktion wurde der Antikdrper mit dem 5M NaSCN von
der Saule duiert. Alle Fraktionen wurden auf Eis gesasmmelt. Die retinierten Fraktionen
wurden in Sacdarose konzentriert, die nicht retinierten Fraktionen wurden wiederholt auf
die

HDL-Saule aufgetragen, um die restlichen Antikdrper zu isolieren. Der isolierte Antikorper

wurde bei 4° C gelagert.

Fur die Herstellung der Anti-E-Saule wurden 100m| vom ApoE-Antiserum verwendet.
Die Aktivitdt der isolierten Antikorper wurde mittels Doppeldiffusion rach Ouchterlony
Uberpruft.

Der aufgereinigte und in Sacdarose konzentrierte Antikorper wurde im Koppungspuffer
(siehe 3.9) dialysiert und rach der Vorschrift (Amersham Biosciences, UK) an de CNBr-
aktivierte 4B Sepharose gekoppelt. Beide Saulen wurden nach dem Prinzip der HDL-Saule
gepadkt. Als Elutionsmittel wurde 3M bzw. 5M NaSCN verwendet.
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Fur die Anti-C-IlI- S&ule wurde e@ne Bindurgskapazitéat von 2mg ApoC-lll, fur die Anti-E-
Saule von 0,4mg ApoE ermittelt. Diese Werte wurden bel einer Durchflusggeschwindigkeit
von 10ml/h cm? erreicht.

3.6.2.Doppeldiffusion nach Ouchterlony

Die Objekttrager wurden mit maximal 3 ml 1,2 % Agarlésung beschichtet. In das erkaltete
Agar wurden Locher gestanzt, wobel das mittlere Loch einen Durchmesser von 5mm und
die um dieses Loch angeordneten Locher einen Durchmesser von 2 mm aufwiesen. In das
mittlere Loch wurde die antigenhaltige Losung undin die &l3eren Locher jeweil s alternie-
rend de Antikorperldsung aufgetragen. Zur Ausbildung der Prazipitationslinien wurden de
Agarplatten in verschlossenen Plastikboxen fir 48 h kel Raumtemperatur oder fur 24 h kei
37° C inkubert. Um die nicht préazipitierten Proteine zu entfernen, wurden de Agarplatten
24 hin 0,2 NaCl-Losung inkubert. Die NaCl-Lésung wurde 4-5 mal gewedhselt. An-
schli ef3end wurde mit H,Opigest @angefeuchtetes Filterpapier auf die Gelflade gelegt, und de
Objekttrager bel Raumtemperatur getrocknet. Die Préazipitationsbanden wurden mit Coomas-
sie-Losung angefarbt (siehe 3.9). Anschliefend wurden die Gele in der Entfarberlésung (sie-
he 3.9) inkukiert, bis deren Hintergrund tell erschien und de Préazipitationsbanden deutlich

Zu erkennen waren.

3.6.3.Isolierung von Lipopr oteinsubfr aktionen
Die anzelnen Lipoproteinsubfraktionen (LpB, LpB:C-lll, LpB:E und LpB:C-Ill :E) wurden

durch Kombination der beiden Immunaffinitatssiulen — Anti-C-lll- und Anti-E-Saulen - iso-
liert. Abbildung 2 zeigt die Reihenfolge der durchgefiihrten Schritte.
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pd N\

nRet: LpB + LpB:E Ret: LpB:C-Ill + LpB:E:CllI

| |

Anti-E-Saule Anti-E-Saule

nRet: LpB Ret: LpB:E nRet: LpB:C-llI Ret: LpB:C-Ill :E

Abbildung 2 Isolierungeinzdner Lipoproteinsubfraktionen.

Um fur die Durchfuhrung der Zell versuche ausreichende Mengen an Lipoproteinsubfraktio-
nen zu gewinnen, musgen in Abhéngigkeit von den ApoC-Ill- und ApoE-Konzentrationen
Serummengen zwischen 20 und 30ml verarbeitet werden. Um die Saulenkapazitét nicht zu
Uberschreiten, musge das Serum in Portionen auf die beiden Immunaffinitétssaulen aufge-
tragen werden. Konzentrierung und Lagerung der Proben erfolgten mit PEG (Mr = 350000
undoder Sacdarose bei 4° C.

3.6.4.Durchsuchen von Probandenseren auf das Vorhandensein von LpB:C-Ill , LpB:E
und LpB:C-lll :E

Zum Untersuchen der Probandenseren auf Vorhandensein von LpB:C-lll, LpB:E und
LpB:C-lll :E wurden Anti-C-lll- bzw. Anti-E-Saulen verwendet. Abhéngig von den ApoC-
llI- bzw. von den ApoE-Serumkonzentrationen wurden 150 s 300 ul Serum fir die Unter-
suchurngen eingesetzt. Um festzustellen, obim Serum LpB:C-Ill vorhanden ist, wurde in der
nicht retinierten Fraktion der Anti-E-Sdule, die LpB und LpB:C-lll enthdlt, die ApoC-Iil-
Konzentration bestimmt. Das Vorhandensein von LpB:E wurde nach Passage des Serums
durch de Anti-C-lll- Saule emittelt. Daflr wurde in der nicht retinierten Fraktion, de aus
LpB und LpB:E besteht, die ApoE-Konzentration kestimmt. In den retinierten Fraktionen
beider Sdulen wurde LpB:C-lll :E nachgewiesen.
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3.7.Biochemische Char akterisierung der Lipoproteinsubpopulationen

Die nach GroiRe und Apdli poproteinzusammensetzung isolierten Lipoproteine wurden hio-
chemisch charakterisiert. DafUr wurde die Lipid- und Apdli poproteinmolekiilzahl jeder Sub-
spezies pro Lipoproteinpartikel ausgerechnet und das Laufverhalten in der Elektrophaese
untersucht. Die GrofRenverteilung und de Form der Lipoproteine wurden zusétzlich urter

dem Elektronenmikroskop ulerprift.

3.7.1.Ermittlung der Triglycerid-, Cholesterin- und Apoli popr oteinmol ekl zahl

Die Ermittlung des Lipid- und Apalipoproteingehaltes pro Partikel wird nahegelegt durch
den Umstand, dassdie ApoB-haltigen Lipoproteine nur ein einzelnes ApoB-Molekil enthal -
ten. Aus diesem Grund sagt der Quatient der Triglycerid-, Chalesterin-, ApoC-lll- und
ApoE-Konzentrationen (in mmol/l) pro ApoB (in mmol/l) aus, wie viele Lipid- und Apali-

poproteinmolekile von einem Partikel transportiert werden.

Fir die Bestimmung der Lipid- und Apdli poproteinmolekilzahl pro Lipoproteinpartikel in

VLDL- bzw. LDL- grof3en Lipoproteinen wurde wie folgt vorgegangen:

1) Umrechnuryg all er Konzentrationseinheiten im mmol/I.

2) Errechnen der Haden urter den Kurven nach dem FPLC-Lauf fur VLDL- und LDL-
grof3e Lipoproteine (AUC-TG, AUC-CH, AUC-ApoB, AUC-ApoC-IIl, AUC-ApOE).

3) Bildung der Quatienten:
AUC-TG AUC-CH AUC-ApoC-III AUC-ApoE
AUC-ApoB AUC-ApoB AUC-ApoB AUC-ApoB

3.7.2.Lipidelektrophorese

Fir die dektrophaetische Trennurg wurde das Paragon Lipoprotein Elektrophaese System
(Bedkman, USA) verwendet. Auf das fertige 0,5 % Agarose Gel wurden mittels einer Schab-
lone 3-5 ul Probe aufgetragen und 5Min gewartet, um die Diffusionin das Gel zu ermdgli -
chen. Wenn de Probe stark verdiinrt war, wurde das Auftragen nach weiteren 5 Min wie-

derhalt. Anschlief3end wurde die Schablone @gezogen undverworfen. Das Gel wurde auf
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die Gelbriicke gebracht und in de Elektrophaesezelle gestellt. Die Elektrophaesezelle
wurde vorher mit 90 ml B-2 Barbitalpuffer geflillt. Die dektrophaetische Trennurg wurde
bei 100V fur 30 Min duchgefihrt. Anschlief3end wurde das Gel in de Fixationsl6sung fur
5 Min gebradht. Danacdh wurde das Gel vollkommen getrocknet und duch de Entwicklersta-

tion gefuhrt:

1) Lipoprotein-Farbel 6sung 5Min

2) Entfarberlosung 1 3 x eintauchen
3) Entférberl6sung 2 3 x eintauchen
4) Entfarberlosung 3 5Min

(Die Zusammensetzung der oben erwahnten Losungen ist unter 3.9 aufgeftihrt. Bei den Ent-
farbelosungen 1), 2) und 3 handelt es sch um die gleiche Losung, die in drel Behdter ge-
fallt wurde.)

Anschli ef3end wurde das Gel mit deionisiertem Wasser gesptit und getrocknet. Die Auswer-
tung erfolgte visuell .

3.7.3.Elektronenmikr oskopie

Die Form, GrofRe und mogliche Aggregation der Lipoproteine konrte mittels negativ-
staining Elektronenmikroskopie untersucht werden [43]. Die Proben wurden im Ammoni-
um-Aceat-Puffer (siehe 3.9) 12 h dialysiert. Die Farbung der Lipoproteine afolgte mit
2% PWS. Die Proben und ds Farbemittel wurden im Verhdltnis 1:1 gemischt und davon 10
pl auf die Kupfer-Schlitzblenden mit Formvar/Kohle-FIm (Plano W. Plannet GmbH, BRD)
aufgetragen. Die Proben wurden eine Minute auf Kupferpléttchen inkuliert und anschlie-
3end mit Flterpapier aufgesaugt. Nach 30 Min Trocknungszeit wurden die Proben urter das
Elektronenmikroskop gebradht und bkei einer konstanten VergrofRerung (x 5700Q fotogra-

fiert.

3.7.4.1soelektrische Fokusserung

Die isoelektrische Fokusserung wurde fir die Bestimmung des ApoE-Phenctyps eingesetzt.
Im ersten Schritt wurde der zwischen den Platten eingesetzte Gelbondilm (Amersham Bios-
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ciences, UK) mit einem Agarose-Gel beschichtet. Daftr wurden 30 ml der vorbereiteten
Agarose (siehe 3.9) aufgekocht, auf 70° C abgekihit undzu dem vorher abgewogenen Harn-
stoff (7,25g) zugegeben. Anschlief3end wurden de Amphdyte (siehe 3.9) zugegeben. Circa
18 ml des Gemisches wurden in de vorgewdrmte Platte gegosen, rach 20Min konrte diese
verwendet werden. Das Gel wurde mit Flterpapier geblottet undauf die mit etwas Petroleum
betropfte Kuhlplatte aifgelegt. An eine Seite des Gels wurde mit 0,5 M NaOH getrankte
Elektrode (Kathode) und de Maske aufgelegt, auf die andere Seite der Platte mit 0,5M
H3;PO, getrankte Elektrode (Anodk). Von den vorbereiteten Proben wurden je 3,5 pl auf 45
Positionen aufgetragen. Die Vorbereitung der Proben wurde wie folgt durchgeftihrt: 12 pl
Serum-Puffer wurden mit 50 pl Serum gut gemischt und 30Min bel Raumtemperatur inku-
biert. Die Elektrophaesespannurg wurde bei 2000V konstant gehalten, wéhrend de Leis-
tung fur die esten 30 Min auf 500 W, fir die weiteren 30 Min auf 950 W und fur die an-
schlief3enden 60Min auf 1700W eingestellt wurde. Nadch dem Fokusseren wurde die Maske
abgenommen, das Gel kurz geblottet und immunprazipitiert. Hierfr wurde @ne Probenauf-
tragsmaske aufgelegt und das Gel in de feuchte Kammer tberfihrt. In jede Spur wurden 30
pl vom Anti-E-Antiserum aufgetragen. Nadch 30Min Inkubeation bei Raumtemperatur wurde
die Maske ébgenommen und as Gel Uber Nadit in 0,9% NaCl-Losung gewaschen. Dabei
wurde die NaCl-Loésung 4-5 mal gewedselt. Anschlief3end wurde das Gel mit Coomasse
Blau-Ldsung angefarbt. Die unspezifische Farbung wurde mit der Entféarber-Losung ausge-
waschen (siehe 3.9).

3.8.Zdlversuche

Die Internalisationsdudien mit den Lipoproteinsubfraktionen [44] wurden an humanen
Fbroblasten duchgefuhrt. Daftr wurden de Lipoproteine mit fluoreszierendem Farbstoff
(Dil) markiert [45, 4§ undflr die Zell versuche engesetzt.

3.8.1.Zdlkultur von humanen Fibroblasten

Die Fibroblasten wurden aus einer Hautstanze isoli ert. Das Wacdhstum der Zell kultur erfolgte
in DMEM-Medium (Gibco BRL, USA) versetzt mit 10% FCS (Gibco BRL, USA), 1%
Streptomycin/Penicilli n (Gibco BRL, USA) und 26 Glutamin (Gibco BRL, USA). Ein Me-
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diumwedsel erfolgte je nach Wacdhstum, nach 2 oder 3 Tagen. Wenn de Zellen nach 5 is6
Tagen , mondayer” gebildet hatten, wurden dese im Verhdltnis 1:2 mit Trypsin/EDTA
(Gibco BRL, USA) , gesplittet*. Dafiir wurde in 25 mm? Kulturflaschen (Greiner Bio-One,
BRD) 2 ml und in 75 mm? Kulturflaschen (Greiner Bio-One, BRD) 5 ml einer
Trypsn/EDTA-LGsung gegeben. Nadch 5-mindtiger Inkubetion kei 37° C wurden de Ha-
schen urter dem Mikroskop angeschaut. Durch leichtes Klopfen wurden de an der Oberfla-
che noch haftenden Zellen abgeldst. Fiir den Waschvorgang wurden 7 ml (fiir 25 mn? Kul-
turflaschen) bzw. 20 ml (fur 75 mm? Kulturflaschen) Medium in Probenréhrchen vorgelegt.
Die Zellsuspension aus der Kulturflasche wurde dazugegeben. Nadch einer Zentrifugation
(Biofuge primo, Heraaus, BRD), 5 Min bei 1100rpm, wurde das Pellet in 0,5-1 ml Medium
resuspendiert undin 10ml Medium in die 25 mn¥ Kulturflasche bzw. in 25ml Medium in
die 75 mn? Kulturflasche Giberfiihrt. Durch leichtes Schwenken wurden de Zellen gleichmé
Big vertellt. Das Wadhstum der Zell kultur erfolgte in einem CO,-Inkubator (Heraaus, BRD)
bei 37° C und %% CO,. Am nadsten Tag wurde das Medium gewedhselt, um abgestorbene
und ncht haftende Zellen abzutrennen. Fur die Zellversuche wurden Zellen bis zur 20 Pas-

sage verwendet.

3.8.2.Markierung der Lipoproteine mit Dil

Die Lipoproteinlosung wurde auf eine Konzentration von 1,5mg Protein/ml mit PBS, der
0,1 g/l EDTA enthdlt, verdinrt. Pro ml verdinrter Lipoproteinlésung wurden 3 ml LPDS
zugegeben und dinach mit 1 pl 200 mM Ascorbinsaure pro ml Lésung versetzt. Die Probe
wurde durch einen 0,8 um-Filter (Milli pore, USA) filtriert. Danach wurden 18,7 pl Dil-
Losung (Moleaular Probes, USA) unter vorsichtigem Rihren pro ml Lipoproteinldsung zu-
gegeben. Anschlieffend wurde die Probe lichtgeschiitzt bei 37° C 8 bis 15 hinkukiert. Die
Lipoproteine wurden erneut mittels Ultrazentrifugation isoli ert. Dafur wurde die Dichte der
Losung mit KBr auf 1,21 mg/l eingestellt und 24 h lei 10° C und 35000rpm zentrifugiert
(Ultrazentrifuge Bed<man L7-55, USA). Anschlief3end wurde die Probe Gber Nadit bei 4° C
im Dil-Dialyse-Puffer (siehe 3.9) dialysiert. Die Pufferlésung wurde 4-5 mal gewecdhselt.
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3.8.3.Internalisation der Lipoproteinsubfraktionen in humane Fibroblasten

Die Internali sationsversuche wurden in 16 x 35mm Petri-Schalen (Greiner Bio-One, BRD)
durchgefiihrt. Die Zellzahl pro Schale betrug ca 3,5 x 10°. Vor dem Versuch wurden die
Zellen 48 h im DMEM-Medium, das anstatt 10% FCS 10% LPDS, 1% Streptomy-
cin/Penicilli n und 26 Glutamin enthielt, inkukiert. Dadurch wurden de LDL-Rezeptoren der
Fibroblasten hachreguliert. Anschlief3end wurde das ate Medium schnell abgesaugt und s
neue Medium, das die markierten Lipogproteine enthalt, zugegeben. Die markierten Lipopro-
teine wurden in Konzentrationen 1,25 2,5 5; 12,5 25 und 50 mol ApoB/ml eingesetzt.
Jeder Konzentrationsansatz wurde in dreifacher Wiederholung angefertigt. Fur den
Internali sationsversuch wurden de Zellen 5 h & 37° C inkubert. Anschlief3end wurden de
Zellen zwei mal mit PBS + 0,4% BSA und dei mal mit PBS gewaschen. Nadh dem letzten
Waschschritt wurde der Phosphatpuffer voll standig abgesaugt. Durch Zugabe von 1ml 0,1 N
NaOH + 1 g/l SDS wurden de Zellen von der Oberflache der Petri-Schale agel6st undly-
sert. Zur Beschleunigung dieses Vorgangs wurden de Petri-Schalen 1 h bei
Raumtemperatur  geschittelt. Anschlielend wurde die Huoreszenz bei  einer

Excitationswell enlange von 520 m undeiner Emissonswell enlange von 570 m gemessen.

3.9.Chemikalien und Puffer

Doppaldiffusion ,rach Ouchterlony

» Coomasse-Farbeldsung 1gServa-BlueR
500ml Ethand
70 ml Essgsaure
auf 1 Liter HyOpidest

o Entfarber 500ml Ethanadl

200ml Essgsaure
300ml H>Opidest
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Gelfiltrations- undlmmunaffinitétschromatographie

o Tris-Puffer

*  3M bzw. 5M NaSCN

Lipidelektrophaese

» B-2-Barbital-Puffer

» Farbelosung

e Fixationd 6sung

+ Entfarber

Elektronenmikroskopie

¢  Ammonium-Acetat-Puffer

| soel ektrische Fokusserung

+ Agarose-Losung

* Amphdyte

25mM Trig/HCI

50mM NaCl

35uM Penicillin G

1,5uM Chloramphenicol
0,75uM Streptamycin-Sulfat
40 uM Glutathion

75uM EDTA

250uM e-Aminocapronsaure
auf 1 Liter HoOhigest, pH 7,5

3M bzw. 5M NaSCN, pH 7,5

1% Barbital-Puffer, pH 8,6

3 ml Paragonstammlésung
165ml Ethand
135ml HZObida

180ml Ethanadl
30 ml Eisessg
90 ml H>Opidest

450ml Ethand
550ml H2Opidest

0,125M Ammoniumaceat
2,6 MM Ammoniumcarborat
0,2mM EDTA

pH 7,4

4,329 Agarose |EF

0,48g Agarose EEO
21,69 Sorbitol

auf 200ml HoOpidest

60 Min kochen

1,0ml Servalyte, pH 3-10

0,6 ml Pharmalyte, pH 5-6

0,6 ml Servalyte, pH 5-6

1,0ml Pharmalyte, pH 3-10

60 mg Dithiotreitol (DTT) in 1,8
ml H>Opidest |6sen
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Lipoproteinmarkierung

Prazipitatpuffer

Serum-Puffer

Dil-Dialyse-Puffer

Dil-L6sung

PBS (Sigma)

0,154g Dithiotreitol
0,121g Tris 10 mmol
5ml Tween 20

auf 100ml HoOpidest

500 mg Harnstoff
500l Préazipitatpuffer
150l Tween 20

5mM Tris
154 mM NaCl
0,19/ EDTA, pH 7,4

6 mg Dil/ml DMSO
120 mmol/l NaCl
2,7mmol/l KCI

10 mmol/lI Phaosphatpuffer,
pH 7,4
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4. Ergebnisse

4.1.lmmunpr &zipitation

Aufgrund der schnellen undeinfachen DurchfUhrbarkeit ist die Immunprazipitation ein Ver-

fahren, mit dem auch grofere Probandenserien urtersucht werden kdnren. Dabei wird das

Probandenserum in drei Schritten mit einem spezifischen Antiserum gegen ein definiertes

Apdipoprotein versetzt:

1) Fallung der ApoC-IlI- haltigen Lipoproteine mit ApoC-llI- Antiserum (, Anti-C-I11“)

2) Fallung der ApoE-haltigen Lipoproteine mit ApoE-Antiserum (, Anti-E*)

3) Fallung der ApoC-Ill- und ApoE-hatigen Lipoproteine mit Anti-C-lll- und Anti-E-
Antiseren (,, Combi-Fallung®).

Nadh Ablauf bestimmter Redktionszeiten wird der Antigen-Antikorper-Komplex durch

Zentrifugation abgetrennt. Hierdurch wird de Entfernung einer bestimmten Lipoproteinpo-

pulation aus dem nativen Serum erreicht. Die Kombination von spezifischen Antiseren er-

mogli cht die Isolierung von Lipoproteinen mit definierter Apali poprotelnzusammensetzung.

4.1.1.Methodenoptimierung

Die Immunprézipitationsmethode bedurfte aus mehreren Grinden einer Optimierung. Als
erstes musde gewdhrleistet sein, dassdie Antikorper (Ak) spezifisch sind und kine Kreuz-
restivitdt aufweisen. Dieses wurde mit der Ouchterlony Doppeldiffusionsmethode (siehe
3.6.2 Uberprift. Der zweite wichtige Aspekt der Optimierung betraf die Antikdrpermengen,
die fUr die voll stAndige Prézipitation des Antigens (Ag) zugegeben werden misden. Einer-
seits durfte wegen der Voll sténdigkeit der Fallung nicht zu wenig von dem Antikorper zuge-
geben werden, anderseits durfte auch nicht zu viel, weil ein groRer Uberschussan Antikor-
pern de maximale Quervernetzung zwischen Antigen und Antikdrper verhindern wirde.
Das optimale Prézipitationsergebnis wird am Aquivalenzpunk erreicht. In Hinsicht auf die
Wirtschaftlichkeit der Immunprézipitationsmethode spielte die Optimierung der Antikor-
permengen auch eine wichtige Rolle. Spezifische Antikorper sind aufgrund ihrer aufwendi-
gen Produktion sehr kostenintensiv und konmen nach der Immunprazipitation ncht wieder
regeneriert werden. Aus diesem Grund wurde nach M 6gli chkeiten gesucht, eine voll standige

Immunprazipitation der gewtinschten Lipoproteinpopuation mit mogli chst kleinen Antikor-
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permengen zu erreichen. Dazu wurde zunddhst mit einer Optimierung der Redktionszeit,
-temperatur und cer Immunpréazipitationsverstarker begonren. Im letzten Schritt wurden die

zugegebenen Antikorpermengen gesteigert.

4.1.1.1.0ptimierung der Reaktionszeit und der Temperatur

Die Versuche zur Optimierung der Re&ktionszeit und der Temperatur wurden mit 3 nor-
motriglyceriddmischen Probandenseren, 3 Probandenseren mit moderat erhohten Triglyce
ridkoreentrationen und 3 hypertriglyceridamischen Probandenproben durchgefuhrt (die
Triglyceridkoreentrationen im Serum lagen zwischen 0,7 und 9mmol/l).

Fur die Optimierung der Re&ktionszeit wurden Zeitabsténde zwischen 0,5 und 3 hn 0,5h-
Schritten gewdhlt. Die jeweiligen Antiseren wurden im Verhdltnis zum Serum 1+1 fir
Anti-E und 2+1 fur Anti-C-lll dazugegeben. Die Inkubetion erfolgte in parallelen Ansétzen
bei Raumtemperatur, bei 4° C und kel 37° C. Nad anschlief3ender Zentrifugation wurde im
Uberstand de Konzentration des nicht gefallten Apolipoproteins ermittelt. Es gellte sich
heraus, dassdie beste Immunprézipitationseffizienz nach drei Stunden erreicht wurde, unab-
hangig davon, ob de Proben bei Raumtemperatur oder bei 4° C inkukiert wurden. Die Effi-
zienz der Fallung war mit 75-85% in allen drei Ansdtzen (Anti-C-llI-, Anti-E- und Combi-
Fallung) unzureichend. Identische Ergebnisse wurden auch in den Ansétzen erzielt, die bei
37° C zwel Stunden inkubiert wurden. Da bel einer Inkubation kel 37° C nicht ausgeschlos-
sen werden kann, dasseine gesteigerte Lipayse der triglyceridreichen Lipoproteine stattfin-
det, es sch aber zeigte, dassdie Immunprézipitation bei 4° C vergleichbar gut ist, wurden
nacdfolgende Optimierungsversuche bei 4° C und 3Stunden Inkubationszeit durchgefihrt.

4.1.1.2 Ermittlung des optimalen | mmunpr azipitationsverstarkers

Eswurden drel Immunprazipitationsverstérker mit unterschiedli chen Wirkungsmedanismen
untersucht:

1) Phosphatanionen (PBS)

2) Polyethylenglykol (PEG)

3) Protein A (Prot. A).
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Phasphatanionen inhibieren zusammen mit Huorid- und Sulfidanionen die Entfaltung von
Makromolekllen (,antichaotroper Effekt) und férdern die Bildung von Immunkamplexen.
PEG hingegen fuhrt durch das Entfernen der Hydrathllle von den agierenden Agenzien zur
Antigen- und Antikérperkonzentrationserh6hurg in der Mikroumgebung. Die Wirkungswei-
se des Protein A auf die Antigen-Antikorper-Reaktion beruht auf seiner Eigenschaft, die
konstante Region der Immuncoglobdine (F¢) zu hinden. Es entstehen grof3e Protein A-
Antigen-Antikorper-Komplexe, die besser prazipitieren als einfache Antigen-Antikorper-

Aggregeate.

Als erstes wurde an 5 Probandenseren Ulkerpriift, ob PBS anstell e von NaCl-Lésung zur bes-
seren Immunprézipitation des jeweili gen Apdipoproteinsfihrt (Abb. 3.

50- ApoE
~ ApoC-lil
%) 3\0/ 404
Sc
g 2 304 B NaCl
o5 I PBS
£ 8 201
o
Q.
< 104
0= . - "
anti-C-lllL Combi anti-E Combi
1) 2 3) 4)

Abbildung 3. Einflussdes Phosphatpuffers im Vergleich zu NaCl-Losung auf die Immunprazpitati-
onseffizienz. Es $nd Mittelwerte mit Standardabweichungen der 5 untersuchten Probandenseren
aufgetragen. 1) nicht gefélltes ApoC-lll (%) nach Anti-C-lll; 2) nicht gefélltes ApoC-lll (%) nach
Combi-Féllung 3) nicht geféltes ApoE (%) nach Immunpréazpitation mit Anti-E; 4) nicht gefélltes
ApoE (%) nach Combi-Fallung

Aus dem Diagramm wird ersichtlich, dassdurch das Verwenden des Phosphatpuff ers anstel-
le der NaCl-Losung die Effizienz der Fallung kaum beanfluse wurde. Fir die Immunprézi-
pitation des ApoC-lil in der Combi-Fallung ist eine Verschledterung zu verzeichnen. Aus

diesem Grundwurden weitere Untersuchungen mit Einsatz von NaCl-L6sung durchgefthrt.

Anschlief3end wurde an vier Probandenseren im parallelen Ansatz die Wirkung von 2%
PEG und Protein A auf die Effizienz der drei untersuchten Fallungen getestet. Die genaue
Beschreibung der Versuchsansétze ist in 3.4.1aufgeftihrt. Abbildung 4 zeigt die Mittelwerte
und Standardabweichungen der vier untersuchten Probandenproben.
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5. ApoC-lil
g S\o, 40
% .g ApoE = NaCl
‘s © 307 BB PEG
= =1 ProtA
£ 8 204
=
o
< 10- I
o s
anti-C-lllL  Combi anti-E Combi
i) 2) 3) 4)

Abbildung 4 Effizienz der Immunprazpitation bel Zugabe von 25% PEG, bzw. Protein A. 1) nicht
gefélltes ApoC-Ill (%) nach Anti-C-IIl; 2) nicht geféltes ApoC-lll (%) nach Combi-Fallung 3) nicht
geféltes ApoE (%) nach Immunprézpitation mit Anti-E; 4) nicht geféltes ApoE (%) nadh Combi-
Falung

Wie aus dem Diagramm hervorgeht, wurde die Effizienz der Falungen duch Zugabe von
PEG undProtein A verschledhtert. Infolgedessen wurden weitere Immunprazipitationsversu-
che nur mit den jewelli gen Antiseren, NaCl-Ldsung und dem Probandenserum durchgeftihrt.

4.1.1.3.0ptimierung der Antikdr permengen

Im letzten Schritt der Optimierung wurde @ne Steigerung der Antiserumkonzentration s zu
einer Effizienz der Immunprézipitation von mindestens 95% vorgenommen. Es gellte sich
heraus, dass fur hypertriglyceridamische Seren (mit Gesamttriglyceridkorzentrationen von
Uber 6 mmol/l), deren ApoC-IiI- Konzentrationen zwischen 30 und 50ng/dl lagen, ein 3 s
4facher Uberschussan Antiserum erforderlich war, um das gesamte Apoalipoprotein zu ent-
fernen. Demzufolge wurde fir die Anti-C-llI- Fallung ein Verhdltnis Serum zu Antiserum
von 1+4 undfur die Anti-E-Fallung ein Verhdltnis von 1+2 gewahlt.

4.1.2.Char akteristika von Lipopr oteinsubfraktionen nach | mmunpr &zipitation

Wie oben beschrieben, setzte sich de Immunprazipitation aus drei Schritten zusammen: der
Anti-C-1ll-, der Anti-E- und aer Combi-Fallung. Im Uberstand der ersten Fall ung mit

Anti-C-ll verbleibt ein Gemisch aus LpB und LpB:E, im zweiten, nach Fallung mit Anti-E,
ein Gemisch aus LpB und LpB:C-lIl undim Uberstand der dritten Fallung mit beiden Anti-
seren, nu das LpB. Um die Effizienz der Fallung ermitteln zu kénren undauch de Beredh-

nurgen fur die Lipidwerte der einzelnen Lipoproteinsubkassen vornehmen zu kénren, mis-
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sen de Werte nach der jewelligen Fallung mit den Werten im nativen Serum verglichen
werden. Dafur wurde das native Serum mit NaCl-Lésung um den gleichen Faktor wie die
Immunprazipitationsansdtze mit den Antiseren verdinrt. Zum Beispiel: fur die Combi-
Fallung wurden 100l Serum, 300 pl Anti-C-1lIl und 150ul Anti-E angesetzt. Der Ansatz
fUr das native Serum setzte sich dementsprechend aus 100 pl Serum und 450pul NaCl-
Lésung zusammen. Je nach Fragestellung wurden de isolierten Lipoproteinsubfraktionen
entweder nach Grof3e oder nach Dichte getrennt. Dazu wurden de Immunprazipitations-
Uberstande im ersten Fall auf die FPLC-Saule aufgetragen, im zweiten Fall mittels der Ultra-
zentrifugation aufgetrennt. Anschlief3end erfolgte die Mesaung von Lipid- und Apdli popro-
tienkoreentrationen in den einzelnen Fraktionen der FPLC-Saule oder in den Dichte-
Fraktionen der UZ. Die Werte fir die @nzelnen Lipoproteinsubfraktionen LpB:C-Ill, LpB:E
undLpB:C-1ll :E wurden rechnerisch ermittelt.

4.1.2.1. Lipidzusammensetzung der Lipoproteinsubfraktionen nach Immunprazipita-

tion und anschlief3ender Ultrazentrifugation

Zur Charakterisierung der Zusammensetzung einzelner Lipoproteinsubfraktionen wurden 14

Probandenseren untersucht. Anhand von Cholesterin- bzw. Triglyceridkornzentrationen

erfolgte die Eintellung in vier Gruppen:

1) normoli pamische Probanden,

2) Probanden mit stark erh6hten Triglycerid- und Cholesterinkorzentrationen (Typ 1V nach
Fredrickson),

3) Probanden mit Hyperchao esterindmie (Typ lla nach Fredrickson),

4) Probanden mit moderat erhéhten Chalesterin- und Triglyceridkorzentrationen (Typ Ilb
nach Fredrickson).

In der Tabelle 4 sind de Mittelwerte und Standardabweichungen der Lipid- und Apadli popro-

teinkorezentrationen in den einzelnen Gruppen aufgefthrt.
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Gruppe| N TG CH ApoB ApoC-lll ApoE
mmol/l mmol/l g/l mg/dl mg/dl

1 41183+1,01|542+057| 095+0,08 | 126+15 | 43+0,6

2 3 |768+£127|798+1,68| 1,75+0,36| 293+14 | 82+14

3 31194+0,49|841+0,86| 1,52+0,21| 162+39 | 79+0,7

4 4 1353+051|703+047| 15+006 | 171+21 | 63+0,5

Tabédle 4: Serum Lipid- und Apdli poproteinkonzentrationen in den urtersuchten Probandengruppen.
1) normoli pamische Probanden; 2) Probanden mit erhéhten Triglycerid- und Cholesterinkonzentrati-
onen; 3) hyperchol esterinamische Probanden; 4) Probanden mit moderat erhdhten Gesamttriglycerid-
und Cholesterinkonzentrationen.

Die Tabelle zeigt, dassdie Probanden der Gruppe 2 nicht nur stark erhéhte Triglycerid- und
Cholesterinkorzentrationen aufweisen, sondern auch erhéhte ApoC-Ill-, ApoB- und ApoE-
Spiegel haben. Die niedrigsten ApoC-Ill- Konzentrationen wurden bei normo- und typercho-
lesterindmischen Probanden nachgewiesen.

Die nach der Immunpréazipitation erhaltenen Lipoproteinsubfraktionen wurden mittels Ultra-
zentrifugation zusétzlich nach Dichte getrennt. Die Lipidkorezentrationen in den Dichtefrak-
tionen VLDL und LDL wurden rechnerisch ermittelt (siehe 3.4.2. In Abbildung 5 sind de
Cholesterin- und Triglyceridkoreentrationen in VLDL und LDL nach der jeweiligen Im-
munprazipitation dargestellt.

a) Triglyceridein VLDL b) Triglyceridein LDL
207 0.757 @ nativ
5 5 I Anti-C-llI
o pur} .
T _ 159 T _ == Combi
£S 25 0507 = Anti-E
o o 9
N E N E
S E 1.0 S \E/
= X
X 5 0259
L F Lo il
0.0- 0.00-
1 2 3 4 D 2 3 9
Probandengruppen Probandengruppen
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Abbildung 5: Triglycerid- &), b) und Cholesterinkonzentrationen c), d) in VLDL a), ¢) bzw. LDL b),
d) vor und nach der jeweiligen Falung (Die Triglyceridkonzentrationen in LDL (Abb. 5 b)) in den
Probandengruppen 2) und 3) lagen nach der Anti-C-lll - und der Combi-Immunprézpitation urter der
Nadhweisgrenze)

Der Vergleich der Lipidwerte nach der jeweiligen Immunprazipitation undanschlief3ender
Ultrazentrifugation in den Gruppen zeigt, dassdie Senkung der Lipidkorzentration rach der
ApoC-lll- und der Combi-Immunprazipitation in allen vier Gruppen am stérksten war. Be-
sonders auffallig ist die Reduktion der Triglyceride in den Gruppen 2 und 4in VLDL. Die
Fallung mit ApoE-Antiserum flhrte weder in VLDL noch in LDL in keiner der vier Gruppen
zu einer nennenswerten Senkurg der Triglycerid- und Cholesterinkoreentrationen.

Bel einer genaueren Betrachtung der Immunpréazipitationsergebnisse fall en einige Unplausi-
bilit &ten auf. Zum Beispiel: nach der Anti-C-llI-, Anti-E- bzw. der Combi-Falung ist in der
Gruppe 3 keine ewartete Senkung der Chalesterinkorzentrationin VLDL zu verzeichnen, es
wird sogar eine hohere Chaolesterinkoreentration als vor der Falung gemessen. Der Ver-
gleich der Chalesterinwerte in LDL vor und rach der jeweiligen Fallung in der Gruppe 4
zeigte das gleiche Ergebnis. Die moglichen Fehler, sowie die Versuche zu ihrer Beseitigung
werden urter 4.1.3.1 und 4.1.3.ausfuhrlich behandelt.

4.1.2.2.Relativer Lipidbeitrag der Lipoproteinsubfraktionen zu den Triglycerid- und
Cholesterinkonzentrationen in VLDL und LDL

Die Lipidkorezentrationen in LpB:C-lll, LpB:E sowie LpB:C-Ill :E in VLDL und LDL kén
nen nicht direkt bestimmt werden, sondern missen rechnerisch ermittelt werden. Die Be-
rechnurg basiert auf dem Umstand, dassim Nativserum all e vier Lipoprotei nsubfraktionen

nebeneinander vorkommen, und @ssdurch de Immunprézipitation jeweil s eine oder mehre-
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re Partikelpopuationen alternativ entfernt werden. Durch de entsprechenden Subtraktionen
konren de Lipidkoreentrationen errechnet werden. Als Beispiel wird de Berechnurg der
Lipidwerte fur LpB:C-lll angefuihrt. Die Anti-E-Fallung fuhrt zur Entfernung aller ApoE-
halti gen Lipoproteine, so dassim Uberstand der Fallung nur LpB und LpB:C-lll nachzuwei-
sen sind. Die Combi-Fallung dient zur Entfernung der LpB:E, LpB:E:C-lll und LpB:C-lll,
damit verbleibt im Uberstand nur das reine LpB. Das LpB:C-lIl wird also als Differenz der
Lipidkorzentrationen nach der Anti-E- und der Combi-Fallung ermittelt. Die Berechnurg
der Werte fur LpB:E undLpB:E:C-lll erfolgt analog nach den Formeln:

L pB = Mesaung der Konzentrationen nach der Combi-Fallung
LpB:E = Messwverte nach der Immunprazipitation mit dem ApoC-lll- Antiserum minus LpB
LpB:E:C-lll = Messverteim nativen Serum minus (LpB + LpB:C-lll + LpB:E).

In den Tabellen 5und 6werden de aredneten Anteil e der Lipoproteinsubfraktionen zu den
Gesamttriglycerid- undChalesterinkoreentrationen der VLDL undLDL dargestellt.

Gruppe | Gesamt Triglyceridwerte, % Gesamt Cholesterinwerte, %
TGin CHin
VLDL, LpB | LpB:C-lll | LpB:E | LpB:E:C-llI VLDL, LpB | LpB:C-lll | LpB:E | LpB:E:C-llI
mmol/I mmol/|
1 0,26 | 615 27 7,7 3,6 0,12 | 917 8,3 0 0
(n=4)
2 131 | 22 74 3.9 01 0,7 38,6 61,4 59 0
(n=3)
3 0,19 | 63 53 0 0 0,16 | 100 0 0 0
(n=3)
4 0,58 | 48 50,3 123 0 0,3 80 6,6 0 134
(n=4)

Tabelle 5: Errechnete prozentuelle Verteilung der Triglyceride und des Cholesterins in den Lipopro-
teinsubfraktionen in VLDL. In enigen Gruppen (2, 3 und 4) errechnen sich Lipidanteile mit einer
Summe > 100%. Darauf wird im Text genauer eingegangen.

Der Vergleich der Zusammensetzung der VLDL zwischen den Gruppen zeigt, dassbei den
normoli pamischen Probanden der Hauptteil an Lipiden von LpB transportiert wird, wahrend
bei den hypertriglyceridamischen Probanden (Gruppe 2) LpB:C-llI den grofdten Triglycerid-
antell tragt. Bel den Probanden der Gruppe 3 und 4wird der grofdte Teil des Cholesterins

31




Ergebnisse

vom LpB getragen, wahrend de Triglyceride sich fast zu gleichen Teilen auf LpB und
LpB:C-IIl verteilen.

Gruppe | Gesamt Triglyceridwerte, % Gesamt Cholesterinwerte, %
TGin CHin
LDL, LpB | LpB:C-lll | LpB:E | LpB:E:C-llI LDL, LpB | LpB:C-lll | LpB:E | LpB:E:C-llI
mmol/| mmol/I
1 0,12 | 66,7 25 0 8,3 1,16 |853 2,6 34 8,7
(n=4)
2 0,37 0 81 0 19 1,17 | 821 10,2 136 0
(n=3)
3 0,20 0 70 0 30 1,77 75 10,9 52 8,9
(n=3)
4 0,21 |905 9,5 4,7 0 1,28 | 106 0 0 0
(n=4)

Tabelle 6: Errechnete prozentuell e Vertellung der Triglyceride und des Cholesterins in den Lipopro-
teinsubfraktionen in LDL. Die Abweichungen der Summen der Lipidanteile von 1002 werden im
Text erlautert.

Die Triglyceride in LDL werden bei den namoli pdmischen Probanden (Gruppe 1) und lei
den Probanden mit moderat erhhten Triglycerid- und Cholesterinkorzentrationen (Gruppe
4) zum groften Teil von LpB getragen, wahrend kel Probanden in den Gruppen 2 und 3 ds
LpB:C-IIl den groften Teil der Triglyceride in LDL transportiert. Der Hauptteil des Choles-
terinsin LDL wird in allen vier Gruppen von LpB transportiert (Tab. 6).

In den beiden Tabellen sind auffdli ge Ergebnisse zu verzeichnen: z.B. der Chalesterinantell
der LpB in LDL in Gruppe 4 von 106%. Diese Unplausibilit & kann dadurch erklart werden,
dass wie im Kapitel 4.1.2.1angemerkt worden ist, nach der jeweili gen Immunprézipitation
oft hohere Lipidkoreentrationen zu messen waren als im nativen Serum. Auf die mdglichen
Ursachen wird ausfuhrlich in der Diskusgon (siehe 5.1.1) eingegangen.
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4.1.2.3. GroRBenvertellung in Lipoproteinsubfraktionen nach Ultrazentrifugation und

nachfolgender Immunpr azipitation

Die nach den Immunprézipitationen und an Ultrazentrifugationen erhaltenen Lipoprotein-
subfraktionen wurden nach der Gréle mittels FPLC getrennt. Abbildung 6 zeigt am Beispiel
eines normoli pamischen Probandenserums die GroRRenverteilung in VLDL und im UZ-
Unterstand (LDL+ HDL). Das Serum wurde zuvor mit spezifischen Antiseren prazipitiert
(siehe 3.4.2.

33



Ergebnisse

] a) natives Serum
=0
L= 0. + +
O §oas >
—
gt H
2— ¢ 036t - - - - - - - - —CH
y N ' J—
y A
Tlozay [\ - 0 Apo C-lil
u.] ’3 Apo E
! 1]
O o0 o1t - - -'- /S - - 3 Apo B
F 2 z
< = )
0.00 T T T T 00 o
o 5 10 15 20 25 5
Fraktionen
VLDL LDL + HDL
§ ]
I ?:’ b) nativ v c f) nativ
=0 = 0
= 9 , , , , 5 0.48
O § 020 012 0% >
0+ >4 9 = T
= T T T S T o QT g6 <]
g-&, 0.15 ‘ ‘ : ‘ 0.008 <g ©
. C . . . ! ' c ]
- P T o P
6 !? 0107 /- """\~ " " " 1 - -+ - - -r0.006 g 0 KI 0.247 g
- ‘ ‘ g ;o w . . . (’s
9§_0.05* R X X =1 980.12* . . . TN\ 2
=3 =
g < A N
0.00 T T T T .000 O 0.00 T y y T .00 o
0 5 10 15 20 25 3 0 5 10 15 20 25 3
Fraktionen Fraktionen
c ) £ g) R
- g C Anti-C-11 v 2 Anti-C|
=0 =9 , , , ,
= } } } } ! 0.48 .04
O § 020 012 0% >
] g 0 = T
s g ° 2 € 036 °
2-&, 0.15 0009 <g° ©
1 ] 1
L c - C
> P T o P
6; 0.10] 0008 9 0¥ 0247 )
; E ;
O o 0.057 ro.003 2 0 o 0.121 E4
+ - a
< 3 < 5
0.00 T y T 000 O 0.00 T y i t .00 &
[} 5 10 15 20 25 3 0 5 10 15 20 25 3
Fraktionen Fraktionen
c
c ) .0 h) Anti-
- g d Anti-E J g ti-E
E o _I — 0 I I i 4
3 & o020 , , ; : 012 o § .48 ‘ .04 >
o g 0 +« o
o« . . ) . o Q £ 036 °
c 4N\ g 0.36
Lo o5 ‘ : ‘ 0008 o < g ]
N [ . c
L c ' ' ' - X
- P I o B
6:20.10* N Tt T Trooos S 0¥0'24 S
- u § 6
Oo0 o057 [~ - AN - © r0.003 2 P8 012 =
- . . 5
5
& N g < 2
0.00 T T T T 000 O 0.00 o
0 5 10 15 20 25 ) o >
Fraktionen
c c
-0 €) Combi -2
=0 =0
T = ' ! " = 0.48 .04
1) § 0.20 012 %’ 0 *5 >
°
g £ N o g.‘EOA Lo o
2’&! 0.15 \ : ‘ 0008 o g ose 03 o
! ] [
L c ' ' ' ' . C
Tl o010t [ - - "> --"---+--"-fo o?( I O 0241 -oog
0¥ 10 006 9 ox 024 02 9
- N ~ ]
- u \ , , [0) ] w ' (’;
950.05 S/ NN " "7 7~ "rooos 2 ggo_ma i ro.01 3
= Ind
g)'_ < ' 2)'_
0.00 T T y = 000 § 0.00 T T T T 00 5
1} 5 10 15 20 25 3 0 5 10 185 20 25 3
Fraktionen

Fraktionen

Abbildung 6. Grolenverteilung von Lipoproteinsubfraktionen nadh Immunpréapitation urd nad-
folgender Ultrazentrifugation. @) Gréflenverteilung der Lipoproteine im nativen Serum. Der erste
Pedk (Fraktion 0-6) entspricht den VLDL-, der zweite (6-8) den IDL-, der dritte (8-16) den LDL- und
der vierte (16-24) den HDL-grofl¥en Lipoproteinen. b)-€) VLDL: b) native VLDL, nachfolgende Im-
munprazpitationen; c) Anti-C-lll-, d) Anti-E-, €) Combi-Fallung f)-i) native LDL + HDL (UZ-

Unterstand): nadhfolgende Immunprazpitationen: f) Anti-C-11l -, g) Anti-E-, h) Combi-Falung
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Aus Abbildung 6 b) geht hervor, dassdie VLDL hinsichtlich der Grofse @ne heterogene
Gruppe von Lipoproteinen darstellen. Es kénren zwei GroRenpopuationen urterschieden
werden: die VLDL- (Fraktionen 0-5) und de IDL-grof3en Lipoproteine (Fraktionen 5-10).
Die beiden GrélRenpopuationen sind verschieden in der Zusammensetzung: die VLDL- gro-
3en Lipoproteine bestehen aus ApoB- undchadesterinarmen, jedoch mit Triglyceriden ange-
reicherten Partikeln, wahrend de IDL-grof3en Lipoproteine triglyceridarmer aber choleste-
rin- und ApoB-reicher sind. Das ApoE verteilt sich in beiden GréRenpopuationen anndhernd
gleich. Die ApoC-llI-Verteilung ist mit der Triglyceridverteilung im ersten Peak nahezu
Ubereinstimmend. Diese Konstellation Heibt auch in den VLDL-Subpopuationen erhalten,

die nach den jeweili gen Immunprazipitationen isoli ert wurden (Abb. 6c)-€)).

Ubereinstimmend mit den errechneten Ergebnissen (Tab. 6) ist der Abhbildung 6 €) auch zu
entnehmen, dassin VLDL-grof3en Lipoproteinen ein Grofdteil an Triglyceriden, Cholesterin
und ApoB in LpB transportiert wird. Diese Beobadhtung konnte nur bei normoli pamischen
Probanden undProbanden mit moderat erhéhten Lipiden festgestellt werden.

Im Unterstand der Ultrazentrifugation sind, wie zu erwarten, Lipoproteine nicht nur unter-
schiedlicher Dichte, sondern auch urterschiedlicher Gréf3e nachzuweisen: LDL- und HDL-
grof3e Lipoproteine. Die Abbildung 6 f)-h) zeigt, dassweder durch de Immunprazipitation
mit einem Antiserum noch duch die Combi-Fallung eine relevante Senkurg der Lipid- und
der Apdlipoproteinkoreentrationen im LDL-GroRRenbereich erreicht wurde. Diese Beobadh-
tung stimmt mit den errechneten Ergebnissen Uberein, de besagen, dassdie Masse an den
Lipiden in LDL bei normoli pdmischen Probanden undProbanden mit moderat erhdhten bzw.

stark erh6hten Cholesterinwerten vom LpB transportiert werden.

4.1.3. Unplausibilitaten im Quantifizieren der Lipide und Apolipoproteine nach

I mmunpr azipitation

Die Immunprézipitation z.B. der ApoE-haltigen Lipoproteine mit dem ApoE-Antiserum soll -
te nicht nur zum Entfernen des ApoE fuihren, sondern auch zur Senkung anderer Bestandtei -
le, die mit dem ApoE in einem Lipoproteinpartikel asziiert sind. Dazu gehdren de Trigly-
ceride, Chaesterin undauch andere Apdli poproteine.
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Wie oben beschrieben, flhrte die Bestimmung der Lipid- und Apadli poproteinkoreentratio-
nen im Uberstand rach Immunprazipitation mit dem jeweili gen Antiserum in einigen Fallen
jedoch nicht zu niedrigeren bew. héchstens gleichbleibenden Lipid- und Apali poproteinwer-
ten. In anderen Worten: obwohl die Immunprézipitation Lipoproteine entfernte, wurden im
Immunprézipitationstiberstand ncht niedrigere (ober bestenfall s gleichbleibende) Werte ge-

funden, sondern gelegentlich sogar hohere.
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Abbildung 7: Vergleich der Lipid- bzw. Apdlipoproteinkonzentrationen in den Lipoproteinen urter-
schiedlicher Grofe vor und nach der Anti-C-Ill - bzw. Anti-E-Immunprazpitation in einem Proban-
denserum mit Gesamittriglyceridkonzentration von 1,51 mmol/l: a) Verteilung der Triglyceride, b)
des Cholesterins; ¢) des ApoB, d) des ApoC-lll, €) des ApoE nach Grofe in eéinzdnen Immunprazpi-

tationsansatzen.
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An 9 Probandenseren mit Gesamttriglyceridkoreentrationen zwischen 1,5 und 8mmol/l
konrte gezeigt werden, dass diese Unplausibilit &ten auch dann auftreten, wenn de Uber-
sténde der Fallungen mittels FPLC nad Grol3e getrennt wurden (Abb. 7und §. Am héufigs-
ten wurde dieser Effekt in Probandenseren mit einer Gesamttriglyceridkoreentration
<4 mmol/l festgestellt. Abbildung 7 zeigt die Vertellung der Lipoproteine nach ihrer Grofe
vor und rach Immungprazipitation mit den beiden Antiseren im Vergleich mit dem nativen
Serum. Hier wurde ds Beispiel ein Probandenserum mit einer Gesamttriglyceridkorzentrati-
onvon 1,51mmol/l verwendet.

Der auffallige Anstieg der Lipid- und Apdipoproteinkorzentrationen nach der jewelli gen
Immunprézipitation im Vergleich zum nativen Serum ist am stdrksten im VLDL-
Grofdenbereich. Im GrolRenbereich von LDL und HDL sind dagegen die Triglycerid- und
Cholesterinkorzentrationen entweder unveréndert geblieben oder erwartungsgemal’ gesenkt
worden. Die ApoC-lll- Konzentration wurde nur im HDL-Bereich gesenkt, die ApoE-
Konzentration ist dagegen in alen Grolienbereichen nach der Anti-C-llI- Fallung hoher als

im nativen Serum.

In den Probandenseren mit Gesamttriglyceridkoreentrationen > 4 mmol/l werden de Trigly-
ceid-, Chaesterin- und ApoE-Konzentrationen in VLDL-grol3en Lipoproteinen nach der
Anti-C-1lI- und Combi-Fallung stark gesenkt (Abb. §. Die ApoB-Konzentration wird nur
nach der Combi-Fallung im VLDL-Gro6Renbereich reduziert, in LDL-grof3en Lipoproteinen
bleibt sie dagegen unverandert. Die ApoC-IllI- Verteilung im nativen Serum und rach der
Anti-E-Fallung im VLDL-GroRenbereich ist genau wie bei den Probandenseren mit moderat
erhohten Lipidwerten unpgausibel (Abb. 7 g und 8 g).

37



Ergebnisse

a) Triglyceride

c
1.6
_g —— Anti-C-|l|
EA 1 AN Combi
ES 12 / ‘ ‘ ‘ Anti-E
N g | ‘ ‘ —— nativ
SEost fAN - k
X = 1
O oaf flrNL .
0.0 T T e T
0 5 10 15 20 25
Fraktionen
b) Cholesterin C) ApoB
c c
o 1.00 + + + ) ,
et ©
© =
= L c 0047 - - -~ - - SN - - s r
= = 0.75] [0}
°3 S ooad - oa- o N L
cE [ 5% 0.03
QfE 0507 A\ ", o r X~ i
X < m o002t o\ -FJ--- N ---°"--- r
T o)
(6] 0.25] N\ o [ 2 oot/ - -7 - - - - - - -
0.00 T T T — 0.00 T T T ¥ T
0] 5 10 15 20 25 0] 5 10 15 20 25
Fraktionen Fraktionen
c d) ApoC-lli €) ApoE
= c
= ' ' ] '
T 15 £ 04
,‘C: ‘ 3
S =
No 6~031 - -A---------------+ -
SZrof /Nl i NT
¥ O co
4 £ vEO027T - 1/-\N" " AR r
=2 =S
w
O o057 - 0
2 2- 011 “ff - - XN -/ - - r
<
0.0 T T T T t 0.0 T T T
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Fraktionen

Fraktionen

Abbildung 8 Vergleich der Lipid- bzw. Apdlipoproteinkonzentrationen in den Lipoproteinen urter-
schiedlicher Gréf3e vor und nach Anti-C-1lI -, Anti-E- und der Combi-Fallungin einem Probandense-

rum mit Gesamttriglyceridgehalt von 7,2 mmol/l. @) Vertellungder Triglyceride, b) des Cholesterins;
) des ApoB, d) des ApoC-lll und €) des ApoE nadh Grole in einzdnen Immunprézpitationsansét-

zen.

Abschlief3end ist anzumerken, dass durch die Fallung mit den jewelligen Antiseren keine
Veranderungen in der Grof3e der Lipoproteinsubfraktionen zu beobadten waren. Die mogli -
chen Ursadhen der beschriebenen Unplausibilit &ten werden in der Diskusson (siehe 5.1.1)
detailli ert behandelt. Im Kern musgen artifiziell e Hinzufligungen, Matrixprobleme oder Me-

thodenartef akte bedadht werden.
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4.1.3.1. Methodenbezogene Untersuchungen zur Klarung der unplausiblen Immun-

pr &zipitationsergebnisse

Die Tatsadhe, dass nach den Immunprézipitationen de Konzentrationen an Triglyceriden,
Chdesterin und Apdli poproteinen gelegentlich nicht abfallen, sondern steigen, konrte me-
thod sche Ursachen haben:

1) Die Lipide werden der Probe mit dem Antiserum zusétzli ch zugefugt;
2) Die Lipid- und Apdli poproteinkoreentrationsmesaungen sind duch urgleiche Probenmat-

ricesin dem nativen Serum und cen Immunprézi pitationsansatzen gestort.

Daher wurden de Antiseren auf Lipoproteingehalte untersucht, diese nach Mdglichkeit ent-
fernt bzw. wurde fur nicht entfernbare Antell e korrigiert. In weiteren Experimenten wurden
M atrixeff ekte untersucht.

4.1.3.1.1.Korrektur der Immunpr azipitationsergebnisse fur die Lipidkonzentrationen

in den Antiseren

Als erstes wurde versucht, die nach den Immunprézipitationen ermittelten Lipid- und Apali-
poproteinkorzentrationen fur die in den Antiseren gemessnen und @mit auch der Serum-
probe zugefiihrten Lipid- und Apdipoproteinwerte zu karrigieren. Durch dese Mal3nahme
wurden de unpausiblen Werte nach der jeweili gen Immunprazipitation zwar reduziert, das
Problem hoherer bzw. gleichbleibender Lipid- und Apdipoproteinwerte blieb jedoch weiter-
hin bestehen. Tabelle 7 zeigt am Beispiel eines Probandenserums (Gesamtriglyceridkon
zentration 3,1mmol/l), wie die Lipid- und Apadlipoproteinkorzentrationen in den Immunpré:
zipitationsansdtzen vor und rach der Korrektur fur die Lipidwerte in den jeweili gen Antise-
ren ausfallen. In beiden Antiseren wurden keine Apdlipoproteine nachgewiesen, deshalb
eribrigte sich eine Korrektur fur die Apali poproteine.
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TG CH ApoB ApoC-lIl ApoE
mmol/l mmaol/l gll mg/dI mg/d|
Nativ 0,49 0,67 0,19 2,7 0,85
Anti-C-lll - | n. korr. 0,52 0,83 0,20 0 0,85
Fallung korr. 0,39 0,74
Anti-E- n. korr. 0,50 0,78 0,20 3 0
Féallung korr. 0,48 0,72
Combi- n. korr. 0,48 0,82 0,21 0 0
Fallung korr. 0,33 0,66

Tabdle 7: Lipid- und Apdlipoproteinkonzentrationen eines Probandenserums nach den drei Im-
munprazpitationen (,n. korr.“: nicht korrigierte Messwerte in den Uberstanden; , korr.*: Messverte
in den Uberstanden, die fur die Lipidwerte in den beiden Antiseren korrigiert wurden.) Nacdh der
jeweiligen Immunprazpitation ansteigende Lipid- und Apolipoproteinkonzentrationen wurden fett
gedruckt.

Tabelle 7 zeigt, dass unabhangig davon, ob de Immunprazipitation mit einem oder beiden
Antiseren duchgefuhrt wurde, es zu keiner Reduktion des Cholesterins und der Apdipopro-
teine gekommen ist. Nur die Triglyceridkorzentration wurde nach der Combi-Féllung
schwad (130 % ) gesenkt.

Anschli ef3end wurden die Antiserum-Lipoproteine mittels Ultrazentrifugation entfernt (siehe
3.3.2 und danach fur die Immunprazipitationen eingesetzt. Durch den Ultrazentrifugati-
onsghritt wurde @ne Konzentrierung der Antikorper und damit eine geringere Probenver-
dinnurg im Immunprézipitationsansatz erreicht. Im Endergebnis fuhrte diese Mal3nahme
aber nicht zu einer befriedigenden Lésung des Problems ungausibel hoher Werte.

4.1.3.1.2.Einfluss der Probenmatrix auf die Bestimmung der Lipide und Apolipopro-

teine nach der Immunpr &zipitation

Als nadhstes wurde untersucht, ob de Probenmatrix eine Rolle bel der Bestimmung der Li-
pid- und Apdli poproteinkorzentrationen spielt. Daftir wurden 4 Probandenseren fir die be-
schriebenen Immunprézipitationsversuche verwendet. Anstelle von NaCl-Losung wurde
jedoch sowohl zum nativen Serum als auch zu den Immunprézipitationsansatzen Ziegen-
Serum zugegeben. Hiermit sollte areicht werden, dassdie zu bestimmenden Grof3en in alen

Versuchsansétzen im gleichen Milieu vorliegen und radchgewiesen werden. Denn in den
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oben beschriebenen Immunprazipitationsansétzen wurde immer NaCl-Losung as Verdin
nungsmittel verwendet, so dass das native Serum z.B. 1+5,5 mit NaCl-Lésung verdinrt
wurde, wahrend bei der Combi-Fallung gar keine NaCl-Losung zugegeben wurde. Der Aus-
tausch der NaCl-Losung gegen Ziegen-Serum bracdhte jedoch keine Veranderung in den er-
haltenen Mesawverten. Als Beispiel sind in der Abbildung 9 de Daten von einem der vier
untersuchten Probandenseren dargestellt. Die hier ersichtlichen falsch holen Messwerte vor
allem fur ApoB, Chalesterin und ApoE wurden auch in den Ulrigen Versuchsansétzen ge-
funden.

a) Triglyceride

s 067 - M nativ
A L. mAntCl
= 3 @AnNt-E
R E - - & Combi
§ E
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x| T 1
V] .
= Ziegenserum NaCl
Cholesterin C) ApoB
c
(=)
5 é 0,25
= ®
S £ 017
g g g =
:2 = S 20,08
z :
(8} m 0,00
Z|egenserum NaCl §- Zlegenserum NaCl
ApoC-lli €) ApoE
c s 10
S 40 ®©
= s
= S =~ 07+ N - - - - -
= _ 2 e
£3 SEOS B -
¥ 213 U
== o 0,0
o 0,0 g Ziegenserum NaCl
§:_ Ziegenserum NaCl

Abbildung 9 Vergleich der @) Triglycerid-, b) Cholesterin-, ¢) ApoB-, d) ApaC-Ill - und €) ApoE-
Konzentrationen rnach den jeweili gen Immunprazpitationen bei Zugabe von NaCl-Lésung bzw. Zie-
gen-Serum. Im nativen Serum wurden folgende Werte bestimmit: Triglyceride: 3,09 mmol/l, Choles-
terin 4,47 mmol/l, ApoB 1,1 g/l, ApoC-Ill 16,4 mg/dl, ApoE 4,8 mg/dl.

Die oben beschriebenen Unplausibilit &en konrten somit weder durch Korrektur fir Lipide
in den Antiseren nach duch Angleichung der Probenmatrices in den einzelnen Ansétzen
behoben werden.
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4.1.3.2.Biochemische Untersuchungen zur Klérung der unplausiblen Immunprazipita-

tionsergebnisse

Maoglicherweise ist das Problem der hoheren bzw. der gleichbleibenden Lipid- und Apdli-
poproteinwerten nach der Immunprézipitation im Vergleich mit dem nativen Serum kein
method schbezogenes, sondern ein Problem, das zumindest teilweise durch die biochemi-
schen Qualitéten der Lipoproteinpartikel hervorgerufen wird. Diese Vermutung wird durch
die Feststellung unterstiitzt, dassdie ungausiblen Ergebniss in Probandenseren mit niedri-
gen Gesamttriglyceridkoreentrationen haufiger und ceutlicher zu beobaditen waren, asin
Probandenseren mit hohen Gesamttriglyceridwerten. Aus diesem Grund wurde untersucht,
ob es Unterschiede @nerseits in der Zusammensetzung und andererseits in der Grof3e der

Lipoproteinein bezug auf deren Triglyceridgehalt gibt.

4.1.3.2.1 Vergleich der Lipoproteinzusammensetzung bei Probanden mit unterschied-

lich hohen Triglyceridkonzentrationen

Da die meisten der oben beschriebenen (siehe 4.1.3 ungdausiblen Ergebnisse im Bereich der
triglyceridreichen Lipoproteinen zu verzeichnen waren, wurde die Zusammensetzung dieser
Partikel betrachtet. Abbildung 10 zeigt die Zusammensetzung der VLDL-grof3en Lipoprotei-
ne bei Probanden mit normalen bis shwad erhdhten (Gruppe 1), moderat erhdhten (Gruppe
2) und stark erhdhten (Gruppe 3) Gesamttriglyceridkoreentrationen. In der ersten Gruppe
sind funf Probanden mit Gesamttriglyceridwerten zwischen 1,2 und 3,4nmol/l, in der zwei-
ten Gruppe vier Probanden mit Triglyceridkoreentrationen zwischen 5,4 und 6, mmol/l und
in der dritten Gruppe vier Probanden mit Werten zwischen 8,2und 14,4mmol/l eingeschlos-
sen. Die Ermittlung der Molekilzahlenist in 3.7.1 leschrieben.
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Abbildung 10 TG-, CH-, ApoC-Ill - und ApoE- Molekilzahl pro Partikel in VLDL-grofen Lipopro-
teinen: 1) in Probandenseren mit Gesamttriglyceriden von 2,6 mmol/l (n = 5); 2) in Probandenseren
mit Gesamttriglyceriden von 6,1 mmol/l (n = 4); 3) in Probandenseren mit Gesamttriglyceriden von
12,6 mmol/l (n=4). Aufgetragen sind die Mittelwerte.

Dem Diagramm ist zu entnehmen, dassdie VLDL-grol3en Partikel in den drei Gruppen un-
terschiedlich zusammengesetzt sind. Ein VLDL-grof3es Lipoprotein eines hypertriglyceridéa-
mischen Probanden (Gruppe 3) tragt pro ApoB-Molekll das Doppelte an Triglycerid- und
Chadesterinmolekilen sowie das 4-fache an ApoC-llI- und ApoE-Molekilen im Vergleich
zu Lipoproteinen aus Probandenseren mit schwach erhdhten Triglyceriden (Gruppe 1).

Aus diesen Ergebnisen kann abgeleitet werden, dassdie ehohten Gesamttriglyceridwerte
von hypertriglyceridamischen Probanden nicht nur auf eine héhere Anzahl an triglyceridrei-
chen Partikeln zurtickzufiihren sind, sondern auch darauf, dass diese Partikel triglycerid-,
choesterin-, ApoC-Ill- und ApoE-reicher sind als die Partikel in Probandenseren mit
schwadh oder moderat erh6hten Triglyceridkorzentrationen. Die Konsequenzen dieser quali -

tativen Unterschiede fUr die Immunprazipitation werden urter 5.1.1 dskutiert.

4.1.3.2.2. Elektronenmikroskopische Aufnahmen der VLDL- und LDL-grofRen Li-

popr oteine aus den nor mo- und hypertriglyceridamischen Probandenseren

Wie oben beschrieben, sind de Lipoproteine aus Serum eines hypertriglyceriddmischen Pro-
banden anders zusammengesetzt als die Lipoproteine aus Probandenserum mit schwadh er-
hohten Triglyceridkoreentrationen. Es gellte sich de Frage, ob de nach der Gelchroma-
tographie ds , VLDL-groRe* eingestuften Lipoproteine dieser zwei Probandengruppen be-
zuglich ihrer Grof3e homogen sind. (Die in dieser Arbeit verwendeten Gelchromatographie-

Saulen ermoglichen eine gute Trennurg zwischen VLDL-, LDL- und HDL-grof3en Lipopro-
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teinen, jedoch keine ausreichende Trennurg zwischen Chylomikronen-, Chylomikronen-
Remnant-, VLDL- und VLDL-Remnant-grof3en Lipoproteinen). Zur Beantwortung dieser
Frage wurden de mittels Gelchromatographie isolierten VLDL- und LDL-grof3en Lipopro-
teine aus einem hypertriglyceriddmischen und einem normoli pamischen Serum unter dem
Elektronenmikroskop urtersucht.

VLDL-grof3e Lipoproteine LDL-grof3e Lipoproteine

Abbildung 11 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von a) VLDL- und b) LDL- groféen Lipopro-
teinen aus einem hypertriglyceriddmischen Probandenserum (Gesamttriglyceride im  Serum
7,9 mmol/l); ¢) VLDL- und d) LDL- grol¥ Lipoproteine aus Serum eines gesunden Probanden (Ge-
samttriglyceride im Serum 2,1 mmol/l). Die Lipoproteine wurden mittels Gelchromatographie iso-
liert. Der Balken entspricht 1000A.

Die Aufnahme 11 a) zeigt, dassdie VLDL-grofRen Lipoproteine aus dem hypertriglycerida-
mischen Probandenserum aus mehreren Grof3enpopuationen bestehen. Der Grof3enbereich
reicht von 285A bis zu 4000A. Die VLDL-groRen Lipoproteine énes gesunden Probanden
(Abb. 11c¢)) erscheinen zwar auch als eine heterogene Gruppe, die Groldenurnterschiede lie-
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gen jedoch nu zwischen 210A und 570A. Die LDL-groRen Lipoproteine (140-180 A) in
der Abbildung 11 b und 9d stellen sich in beiden Féllen in Bezug auf ihre GrofRe ds eine
anndhernd hanogene Gruppe dar.

Die dektronenmikroskopischen Aufnahmen bestétigen, dassdie VLDL-grof3en Lipoproteine
sowohl in hypertriglyceridamischen as auch in namotriglyceriddmischen Seren sich hin-
sichtlich ihrer GroRRe unterscheiden. Dieser Umstand karespondert mit der unterschiedli-

chen biochemischen Komposition.

Ob de oben beschriebenen Ergebnisse nach Immunprézipitation kei Probanden mit Trigly-
ceriden < 4 bzw. > 4 mmol/l auf die vorstehend geschil derten Unterschiede der Lipoproteine
hinsichtlich Gréle und Zusammensetzung zuriickgeftihrt werden konren, wird in der Dis-

kusson urter 5.1.1ausfhrlich erlautert.

4.2.Immunabsor ption

Die Immunabsorption eignet sich zur Isolierung gélRerer Mengen an Lipoproteinsubpopuia-
tionen bestimmter Zusammensetzung. Diese Methode beruht, auch wie die Immunprézipita-
tion, auf dem Prinzip der Antigen-Antikorper-Wedselwirkungen. Der einzige Unterschied
zwischen der Immunabsorption undimmunprazipitation kesteht in der Bindurg der spezifi-
schen Antikorper an de immobile Phase (Sepharose). Bei der Passage des nativen Serums
durch eine Saule mit dem Immunabsorber werden bestimmte Lipoproteinpartikel zuriick-

gehalten, wéhrend andere Lipoprotei ne uneingeschrankt die Sdule passeren.

FUr die Trennurg der Lipoproteine in LpB, LpB:C-ll, LpB:E und LpB:C-IIl :E wurden zwei
Immunaffinitatssiulen verwendet: die Anti-ApoC-IIl- Sdule (Anti-C-l1I- Sdule) und de Anti-
ApoE-Saule (Anti-E-Saule). Wie der Name besagt, sind an der Sepharose der Anti-C-llI-
Saule Antikorper gegen das ApoC-IIl gekoppelt, an der Sepharose der Anti-E-Saule Anti-
korper gegen das ApoE. Beim Durchlaufen des nativen Serums durch de Anti-E-Saule wer-
den ale ApoE-haltigen Lipoproteine (LpB:E und LpB:C-lll :E) an der Sdule gebuncen. Die
Lipoproteine, die nicht von der Saule gebunden werden — die nicht retinierte Fraktion — ent-
halten demnadch LpB und LpB:C-lll. Die Trennurg der LpB:E von LpB:C-lll :E erfolgte
durch das Auftragen der zuvor von der Anti-E-Saule ehaltenen retinierten Fraktion auf die
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Anti-C-1lI- Saule. Die nicht retinierte Fraktion kesteht nun ausschlief3lich aus LpB:E und de
retinierte Fraktion aus LpB:C-lll:E. Um LpB und LpB:C-Ill voneinander zu trennen, lasd
man dese Lipoproteine durch de Anti-C-Ill- Sdule passeren. Die nicht retinierte Fraktion
enthalt nunLpB und de retinierte Fraktion LpB:C-Ill . Zusammenfassend, duch de Kombi-
nation cer beiden Immunaffinitdtssaulen — der Anti-C-1lI- und cer Anti-E-Saule — wird eine
Trennurg der LpB, LpB:C-lll, LpB:E undLpB:C-lll :E erreicht.

4.2.1.Einflussder Natriumthiocyonatkonzentration auf die Wiederfindungsr ate

Bel der Passage des nativen Serums durch de Immunaffinitétssaulen entstehen zwei Frakti-
onen: die nicht retinierte und de retinierte Fraktion. Alle Bestandteil e des Serums, die nicht
an de Antikorper der Sdule binden, werden in der nicht retinierten Fraktion aufgefangen.
Die von der Saule spezifisch gebundenen Lipoproteine missen von der Immunmatrix abge-
|6st werden. Die Auflésung der nichtkovalenten Bindurg zwischen dem Antikorper und cem
Apdipoprotein kann mittels einer Salzlsung hoher lonenstérke efolgen. Der Literatur kann
enthommen werden, dass 80%-90% des gebundenen Apdipoproteins mit 3M NaSCN-
Losung eluiert werden kénren [42, 47. In deser Arbeit konnten mit 3M NaSCN-Losung ca
10%-30% des gebundenen Apdipoproteins von der Saule agel6st werden. Der Rest an ge-
buncenen Lipoproteinen wurde mit einer hochmolaren NaSCN-Losung (5M) von der Saule
eluiert, wodurch sich de Wiederfindurg auf 80%-90% verbesserte. Durch eine mégli chst
kurze Interaktion des Elutionsmittels mit den retinierten Lipoproteinen wurde versucht,
eventuell e Alterationen der Lipoproteinstruktur durch das 5M NaSCN zu vermeiden.

Aufgrund deser Ergebnisse wurde die retinierte Fraktion in nachfolgenden Untersuchungen

in zwei Schritten von der Saule duiert: zunadhst mit 3M NaSCN und anschli elRend mit
5M NaSCN.
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4.2.2.Charakteristika von Lipoproteinsubfraktionen nach Immunabsorption und Elu-
tion mit 3M bzw. 5M NaSCN

Der Umstand, dass mit 3M NaSCN-Losung nur ein Tell der Lipoproteine von den beiden
Immunaffinitdtsdulen abgelost werden kann, legt die Vermutung nahe, dass es entweder
zwei Popuationen urterschiedlich zusammengesetzter Lipoproteine gibt, oder dasses sch
um ein method sches Problem handelt. Aus diesem Grundwurde untersucht, ob de Lipopro-
teine, die mit Elutionsmitteln verschiedener lonenstérke von den Immunaffinitétssaulen
eluiert wurden, sich in ihrer Groi3e, Zusammensetzung undihrer elektrophaetischen Eigen-

schaften urterscheiden.

4.2.2.1 Biochemische Char akteristika

Zur Isolierung und Charakterisierung von Lipoproteinsubfraktionen wurden Probandenseren
mit erhdhten Triglycerid- und Cholesterinkornzentrationen verwendet (Probanden mit Hyper-
lipoproteindmie Typ Ilb nach Fredrickson).

Es wurde untersucht, ob zwischen den Fraktionen, de mit 3M- bzw. 5M NaSCN-Ldsung
von cen Immunaffinitatssaulen isoliert wurden, Unterschiede in der Zusammensetzung und
der PartikelgrofRe bestehen. Hierzu wurde zunachst LpB:C-lll von anderen Lipoprotein-
subfraktionen getrennt. Bei der erneuten Passage des LpB:C-lll durch de Anti-C-llI- Saule
wurde das Lipoprotein vollsténdig von der Sdule zurtickgehalten und erstmalig mit 3M-
(Lp-3M) undanschlief3end mit 5M NaSCN-Ldsung (Lp-5M) eluiert.

Die Grof3enverteilung des Lipoproteins aus beiden Elutionen entspricht der GrofRenvertei-
lung von LpB:C-lll, das aus nativem Serum isoliert wurde (Abb. 13. Dies legt nahe, dass
Elution mit NaSCN-Losungen urterschiedlich hoher lonenstérke keinen Einfluss auf die
Grole der eluierten Lipoproteinpartikel hat. Die biochemische Zusammensetzung der Parti-
kel aus den jewelli gen Elutionen ist all erdings unterschiedlich (Tab. 8).
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LpB:C-lIl TG/ApoB CH/ApoB ApoC-Ill /ApoB
Lp-3m 84338 35809 25
L p-5M 100875 44938 150

Tabelle 8: Partikelzusammensetzung von Lp-3M und Lp-5M, die vom LpB:C-lll durch Eluieren mit
3M und 5M NaSCN-Losungisoliert worden sind. Eswurden nur die Fraktionen 3-9 beriicksichtigt.

Aus der Tabelle geht hervor, dassdie Lp-5M ca 16% triglycerid-, ca 20% chadesterin- und
ca 80% ApoC-llI-reicher alsdie Lp-3M sind.
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Abbildung 12 GroRenverteilung von @ LpB:C-lll nach Abtrennung wn LpB, LpB:C-llI:E und
LpB:E; b) LpB:C-lll nach erneutem Auftragen auf die Anti-C-11I-Saule und Elution mit 3M NaSCN
(Lp-3M) bzw. ¢) mit 5M NaSCN (Lp-5M). Die Trennungerfolgte mittels FPLC-Séule. Alle Kon-
zentrationen sind in mmol/l angegeben.
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Diese Daten legen nahe, dass die Verwendurg von Elutionsmitteln urterschiedlicher
lonenstérke auch in Lipoproteinfraktionen, de eane relativ einfache Apdipoprotein-

zusammensetzung aufweisen, eine Trennurg in weitere Subspezies erlaubt.

4.2.2.2 Elektrophoretische Char akteristika

Auch in der elektrophaetischen Mobilitat der Lp-3M und Lp-5M, die aus dem LpB:C-llI
isoliert wurden, konrten Unterschiede festgestellt werden (Abb. 13.

=
~
o
W
~—~
K

natives Serum

LpB:C-llI
LpB:C-lll (Lp-3M)
LpB:C-lll (Lp-5M)

Abbildung 13 Elektrophoretische Mohilitd von LpB:C-lll, das mit 3M, bzw. 5M NaSCN-L6sung
eluiert wurde. 1) natives Serum; 2) LpB:C-lll; 3) Lp-3M von LpB:C-lll und 4) Lp-5M von
LpB:C-Ill.

Das isolierte LpB:C-lll konrte zum grofiten Teil im VLDL-Grof3enbereich nachgewiesen
werden (Abb. 12). Aus diesem Grund war LpB:C-lll in der pr&p-Bande zu erwarten. Die
Unterschiede in der Mohilit & der Lp-3M undLp-5M sind auf verschiedenartige Zusammen-
setzung der Subfraktionen zurtckzufiihren. Das grof3ere Protein/Lipid-Verhdtnisin der Lp-

5M-Fraktion (Tab. 8) ist offensichtlich de Ursache fur eine Verénderung der Oberflachenla-
dung und cbr daraus resulti erenden elektropharetischen Mobilit & von Lp-5M.

4.3.Vergleich der Immunpr &zipitation mit der Immunabsor ption

Die Immunprazipitationsmethode sollte ds ein schnell es analytisches Verfahren zum Unter-

suchen von Probandenseren auf Vorhandensein einzelner Lipoproteinsubfraktionen denen.
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Die praparative Auftrennurg der LpB, LpB:C-lll, LpB:E und LpB:E:C-lll fUr die Internali-
sationsdudien erfolgte jedoch mittels Immunaffinitdtschromatographie. Aus diesem Grund
wurde Uberpriift, ob de beiden Verfahren Glkereinstimmende Ergebnis< liefern.

Abbildung 14 zeigt die Vertellung der Lipoproteine nach Grof3e vor und rach Immunprazipi-
tation mit dem jewelli gen Antiserum bzw. vor und rach der entsprechenden Immunaffini-

tatssaule.
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Abbildung 14 Vertellungder Lipoproteinsubfraktionen nach Grofe (FPLC) a) im nativen Serum; b)
in der nicht retinierten, konzentrierten Fraktion nach der Anti-C-1ll-Saule; ¢) im Uberstand nach der
Anti-C-lll-Féllung d) in der nicht retinierten, konzentrierten Fraktion nach der Anti-E-Sdule; €) im
Uberstand nach der Anti-E-Falung
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Abbildung 14 zeigt erhebliche Unstimmigkeiten zwischen den beiden Methoden, de in
Wiederholungsuntersuchungen bestdtigt wurden. Nach der Immungprazipitation mit Anti-
C-lll konrten in dem ersten Peak sowohl Triglyceride ds auch Choesterin und ApoE, je-
doch kein ApoC-Ill nachgewiesen werden. Es handelt sich somit um LpB:E. Die Immunpré
zipitation mit Anti-E fuhrte zur Entfernung aller ApoE-haltigen Lipoproteine und somit zur
Isolation von LpB:C-lll. Bei Trennurg der Lipoproteine mittels Anti-C-11I- Séule wurde im
ersten Pesk mit alen Lipiden sowohl ApoC-lll- als auch ApoE entfernt (Abb. 14 B). Die
Anti-E-Saule entfernte ebenfall s Lipide, ApoC-IlI- und ApoE (Abb. 14 @). In beiden Féllen
wurden in dem VLDL-GroRenbereich praktisch alle Lipoproteine entfernt. Dies legt den
Schluss nahe, dass diese grof3en Partikel sowohl ApoC-IIl, als auch ApoE enthalten, also
LpB:C-Il :E sind. Hétte dieser erste Peak zusdtzlich LpB:C-Ill oder LpB:E enthalten, hétten
diese ds triglyzeridhaltiger Pe&k in den nicht retinierten Eluaten nach Passage der Anti-E-

respektive der Anti-C-lll- Sdule escheinen missen.

Somit wurde mit beiden Saulen LpB:C-Ill :E isoliert, das im zweiten Schritt des Experimen-
tes mit den Antiseren gegen ApoE respektive ApoC-lll prazipiti ert werden sollte. Hierdurch
wurde Uberprift, ob de Immunprazipitation voll standig ablauft, oder ob zwar das jeweili ge
Apdipoprotein, ncht aber das gesamte Lipoprotein prézipitiert wird. Im Falle ener unvoll -
sténdigen Préazipitation musge gefolgert werden, dassdie Immmunprazipitation artifizielle
Restpartikel erzeugt, die dadurch entstehen, dassdie Antikorper ihr jeweili ges Apdipopro-
tein aus dem Lipoprotein , herausreil3en” unter Bildung eines kinstlichen Lipoproteins. In
anderen Worten, bei einer vollstdndigen Fallung durch de Immunprézipitation wére zu er-
warten gewesen, dass die Messwverte nach Falung von LpB:C-lII :E mittels Anti-C-Ill re-
spektive Anti-E gegen Null gehen misden. Tabelle 9 zeigt die Ergebnisse dieses Experi-

mentes an drei Probandenseren.
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Pro- TG CH ApoB ApoC-lll ApoE
band mmaol/l mmaol/l gll mg/d| mg/d|

vor nach vor nach vor nach vor nach vor nac
Fé8llung| Falung | Fa8llung| Féllung| Fallung| Fallung| Falung| Féllung| Fallung| Féllung

1 0,44 0,102 | 0,28 0,05 | 0,034 | 0,046 2,7 2,6 0625 | 00

2 0,08 0,05 0,1 0,03 0,02 | 0,01 0,46 0,0 0,14 0,0

3 0,42 0,15 0,2 0,06 0,03 | 0,04 1,9 14 0,33 0,0

Tabédle 9: Lipid- und Apdlipoproteinkonzentrationen in drei Probandenseren, die aivor mit der An-
ti-E-Saule aufgetrennt wurden. Die retinierte Fraktion, die das LpB:C-IIl :E enthdlt, wurde anschlie-
Rend mit ApoE-Antiserum prazpitiert. Nach der Immunprézpitation ansteigende Lipid- und Apali-
poproteinkonzentrationen wurden fett gedruckt.

Die Tabell e zeigt, dassbei den Probanden 1 und3, dessen Gesamttriglyceridkorzentrationen
bei 7,3 kew. 10,4mmol/l lagen, eine Reduktion cer Triglycerid- und Cholesterinkoreentrati-
onen nach der Anti-E-Fallung zu verzeichnen war. Was die Apadli poproteine betrifft, so wur-
de ane Erhb6hurg der ApoB-Konzentration und eine Erniedrigung der ApoC-lil-
Konzentration verzeichnet. Im Serum des Probanden 2 (Gesamttriglyceridkoreentration
1,1 mmol/l) wurden nicht nur die Lipid- sondern auch ApoB- und ApoC-IlI- Konzentationen
reduziert. Offensichtlich wurde durch Anti-E-Fallung bei den beiden urtersuchten Proban-
den mit Hypertriglyceridamie, kein ApoC-Ill aus dem LpB:E:C-lll mitgeféllt. Im Gegensatz
dazu wurde im Serum des normotriglyceridemischen Probanden eine vollsténdige Im-

munprézipitation des LpB:C-I1Il :E mit dem ApoE-Antiserum erreicht.

Nad dem gleichen Schema wurde die Fallung der retinierten Fraktion der Anti-C-IlI- Saule,
die das LpB:C-lll :E enthalt, mit ApoC-Ill- Antiserum durchfthrt (Tab. 10.

52



Ergebnisse

Pro- TG CH ApoB ApoC-lll ApoE
band mmaol/l mmaol/l gll mg/d| mg/d|

vor nac vor nach vor nach vor nach vor nac
Félung| F8llung| F8llung| Féllung| Fallung | Fallung| Falung| Féllung| Féllung| Féllung

1 0,75 0,43 0,36 0,13 0,05 0,08 4,7 0,68 0,7 13

2 0,12 0,2 0,11 0,06 0,02 | 0,02 0,56 | 0,09 0,35 | 0,89

3 0,5 0,5 0,22 0,1 0,04 | 0,06 1,7 0,09 0,76 1,38

Tabelle 10: Lipid- und Apdlipoproteinkonzentrationen in drei Probandenseren, die aivor mit derAn-
ti-C-1ll-Saule aifgetrennt wurden. Die retinierte Fraktion, die das LpB:C-lll:E enthdlt, wurde
anschlief?end mit ApoC-lll-Antiserum prézpitiert. Nach der Immunprazpitation ansteigende Lipid-
und Apdli poproteinkonzentrationen wurden fett gedruckt.

Die Immunprézipitation mit ApoC-lll- Antiserum fhrte in alen drei Seren zur Reduktion
der Cholesterin- jedoch nicht der ApoE-Konzentration. Diese wurde in allen drei Fallen fast
doprelt so hach bestimmt. Die Triglyceridkorzentration wurde nur beim Proband 1 gesenkt.

Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dassdie Immunprézipitation ncht das gewtinschte Er-
gebnis liefert. Als Konsequenz daraus wurde auf die Immunprézipitation als ein schnelles
Verfahren zum Untersuchen der Probandenseren auf VVorhandensein definierter Lipoprotein-
subfraktionen verzichtet.

4.4. Biochemische und funktionelle Charakteriserung der Lipoproteinsubfraktionen

\on Probanden mit Hyperlipoproteindmie

Die Isolierung und Charakterisierung der Lipoproteinsubfraktionen erfolgte aus Probanden-
seren mit erhohten Gesamttriglyceriden (Typ IV, Typ Il oder Typ lIb nach Fredrickson). Im
ersten Schritt wurde das Serum auf Vorhandensein von LpB, LpB:C-lil, LpB:C-Ill :E und
LpB:E Uberprift. Im zweiten Schritt erfolgten de Isolierung der Partikel undihre biochemi-
sche Charakterisierung. Hierzu wurden die Grél3envertell ung, die Zusammensetzung und de
elektrophaetische Mohilit & der Lipoproteinsubfraktionen urtersucht. Im dritten Schritt wur-
de Uberprift, ob es Unterschiede zwischen den Partikeln hinsichtlich ihrer Aufnahme in
menschliche Fibroblasten gibt.
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4.4.1. Untersuchen der Probandenseren auf Vorhandensein definierter Lipoprotein-
partikel

Die zur Untersuchung eingeladenen Probanden wurden aus dem Patientenkall ektiv der Li-
pid-Ambulanz des Ingtitutes fur Klinische Chemie und Pathokiochemie in Magdeburg aus-
gewdhlt. Fur die Untersuchung auf Vorhandensein definierter Lipoproteinsubpopuiationen
wurden nu die Probandenseren eingesetzt, deren Gesamttriglyceridkorzentrationen zwi-
schen 3,3 und 14mmol/l lagen. Eine gleichzeitige Erh6hurg des Gesamtchalesterins war
mogli ch, aber nicht obligat.

Die Suche nadh LpB, LpB:C-lll, LpB:C-lll:E und LpB:E erfolgte mit Hilfe der

Immunaffinitatssulen (siehe 3.6.4). Das Ergebnis der Untersuchung von 14Probanden stellt
die Tabelle 11 chr.

54



Ergebnisse

Nr.] TG CH |ApoB | ApoC-lil | ApoE | ApoE- | Typ nach |nachgewiesene Lipo-
Pheno-| Fredrick- |proteinsubpopu lationen
mmol/l fmmol/l | g/ | mg/dl |mg/dl| typ son

1| 49 4,3 1,0 24,6 59 3/3 v LpB:C-lIl:E, LpB

2 4.9 6,4 1,3 25,8 6,9 3/3 v LpB:C-lll.E, LpB

3| 61 6,3 1,3 33,3 10,7 3/3 v LpB:C-lIIE, LpB,
LpB:C-lll, LpB:E

4| 64 7,7 1,7 27,0 11,6 3/3 v LpB:C-lIl:E, LpB

5 6,7 4.4 1,0 22,2 6,7 3/3 v LpB:C-IIE, LpB,
LpB:C-llI

6| 74 52 1,1 33,6 7,2 3/3 v LpB:C-lIl:E, LpB

7 7,9 8,7 1,8 34,8 8,9 3/3 lb LpB:C-IIE, LpB,
LpB:C-llI

8| 10,1 7,4 1,7 36,3 8,2 4/4 v LpB:C-lIl:E, LpB

91| 14,0 10,2 1,5 55,2 18,7 2/4 \% LpB:C-lll:E, LpB, LpB:C-
[, LpB:E

10| 4,9 5,6 1,3 18 8,0 2/3 v LpB:C-lIl:E, LpB, LpB:C-
[, LpB:E

11| 3.3 6,3 0,74 14,4 11,9 2/2 1 LpB, LpB:C-IIl:E, LpB:E

12| 34 6,8 0,8 18,6 13,7 2/2 1 LpB, LpB:C-IIl:E, LpB:E

13| 3,7 81 | 1,02 | 309 |142 | 2/2 I LpB, LpB:C-III:E, LpB:E

14| 4.1 7,5 11 25,2 11,7 2/2 1 LpB, LpB:C-IIl:E, LpB:E

Tabedle 11: Lipid- und Apadlipoproteinkonzentrationen sowie nachgewiesene Lipoproteinsubpopula
tionen in den urtersuchten Probandenseren. Fett gedruckt sind Probandenseren, die ar Isolierung
von Lipoproteinsubpopulationen verwendet und biochemisch sowie funktionell charakterisiert wur-
den. (Der ApoE-Phanotyp wurde mittels isoelektrischer Fokusserung rachgewiesen (siehe 3.7.4).

Aus der Tabelle ist ersichtlich, dassalle 14 urtersuchten Probanden urebhéngig von cem
ApoE-Phénatyp zwel Lipoproteinsubpopuiationen — LpB und LpB:C-lll :.E — aufweisen. In
zwei Fallen der 8 gepriften Probanden, de kein €2-Allel tragen, konren zusétzlich

LpB:C-lll undin einem weiteren Fall LpB:C-lll und LpB:E nadhgewiesen werden. Es l&sg

sich kein Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein der Lipoproteinsubpopuiationen und

einem der in Tabelle 11 aufgezahlten Parameter feststell en. Deutlich zu erkennen ist jedoch
die Verbindurg zwischen dem Auftreten des LpB:E-Partikels und dem ApoE2-Phanatyp.
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Die Probandenseren, in denen de grofdte Vielfalt an Lipoproteinsubpopuiationen nachgewie-
sen werden konrte (LpB, LpB:C-lll, LpB:C-lll :E undin einem Fall LpB:E), wurden fir die
weiteren Untersuchungen eingesetzt. Wegen der gestérten ApoE2-Ligandenfunktion an den
Zellrezeptoren [48] wurden de Lipoproteinsubpopuiationen von €2-Allel-Tragern nicht

untersucht.

4.4.2.GroRenverteilung von LpB, LpB:C-lll , LpB:C-lIl :E und LpB:E

Aus den olen erwdhnten Probandenseren wurden LpB, LpB:C-lil, LpB:C-lll :E und LpB:E
mittels Immunaffinitétssiulen (siehe 3.6.3 isoliert. Anschlief3end erfolgte die Trennurg je-
der Lipoproteinsubpopuiation nach Grofe mittels Gelchromatographie (siehe 3.5.2. Abbil -
dung 15 zeigt die GroRenverteilung von LpB, LpB:C-Il, LpB:C-lll :E und LpB:E in den drei
untersuchten Probandenseren.

Alle drel Nativliaufe (Abb. 154a)) zeigen eine fur Probanden mit Hyperlipoproteindmie
charakteristische Triglycerid-, Chadesterin-, ApoB-, ApoC-Ill- und ApoE-Verteilung: der
erste Ped& tragt den Hauptantell an Triglyceriden, ApoC-lll und ApoE, das Cholesterin ist
fast zu gleichen Tellen zwischen dem ersten und eém zweiten Pe& vertellt, und dis ApoB
findet sich zum groften Tell in dem zweiten Peak. Reprasentativ fir Serum
hypertriglyceriddmischer Probanden ist der dritte Pe&k, in dem minimale Anteile an
Choalesterin, ApoC-Ill und ApoE zu finden sind.

Was das LpB (Abb. 15 b)) betrifft, so findet sich der Hauptanteil an Cholesterin undApoB
erwartungsgemald im zweiten Pedk. LpB in der VLDL-GréRe konrnte in allen drei Falen
nicht nadhgewiesen werden.

Die Trennurg des LpB:C-lll nach GrolRe (Abb. 15c)) ergab zwei Pedks. den ersten grof3en
triglycerid-, cholesterin- und ApoC-lll- reichen Pe&k und cén mittleren ApoB- undcholeste-

rinreichen Pe&k.

Der ApoB-Konzentrationsverlauf in der GroRenverteilung von LpB:C-lll :E |asg eine Tren-
nung der Lipoproteine in drei GréfRen zu erkennen: VLDL-, IDL- und LDL-grof3e Lipopro-
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teine (Abb. 15 ¢). Wéhrend der VLDL- grof3e Pe& triglycerid-, cholesterin- und ApoC-llI-
reichist, ist der LDL-groR3e Pe&k triglycerid- undcholesterinarm.

Die Grofdenverteilung von LpB:E (Abb. 15¢€)), die nur bei einem Probanden beobadtet
werden konrte, liefert nur zwel gut voneinander abgetrennte Pedks: einen triglycerid-, cho-

lesterin- und Apo E-reichen VLDL-GroRenpeak undeinen ApoB-reichen LDL-GrélRenpedk.

Die Entscheidurg, welche Fraktionen fir die funktionelle Charakterisierung der VLDL- und
LDL-grof3en Lipoproteinsubfraktionen koreentriert werden musden, wurde fir jeden der
drei Probandenseren separat getroffen. Die genaue Zusammensetzung einzelner Lipoprotein-
subpopuiationen von VLDL- bzw. LDL-GroRRe wird im nachsten Kapitel erlautert.
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Abbildung 15 Grolenverteilung von LpB, LpB:C-lll, LpB:C-Ill :E und LpB:E in drei untersuchten Probanden. a) Natives Serum, b) LpB, c) LpB:C-llI,

d) LpB:C-lll :E und €) LpB:E.
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4.4.3.Zusammensetzung von LpB, LpB:C-Ill , LpB:C-Ill :E und LpB:E

Die molare Lipid- und Apdi poproteinzusammensetzung von VLDL- undLDL-grof3en LpB,
LpB:C-lll, LpB:C-lll :E und LpB:E wurde nach dem in 3.7.1 leschriebenen Prinzip errech-
net. In Abbildung 16 ist die Zusammensetzung der einzelnen Lipoproteinsubpopuationen
der drei untersuchten Probanden dargestellt.
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Abbildung 16 Vergleich der Zusammensetzung von VLDL- und LDL-grof’en LpB, LpB:C-lil,
LpB:C-lll:E und LpB:E in drei unterschiedlichen Probandenseren. Pro Lipoproteinpartikel sind an-
gegeben: @) Triglyceidmolekile, b) Cholesterinmolekiile, ¢) ApoC-lll-Molekile und €) ApoE-

Molekile.
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Die Betrachtung der Triglycerid- und Chadesterinmolekile pro Partikel zeigt, dass bezogen
auf ApoB, LpB:C-lll das triglycerid- und cholesterinreichste Partikel unter den VLDL-
grofRen Lipoproteinen ist. Das LpB:C-IIl :E hingegen ist unter den LDL-grof3en Lipoprotei-
nen das triglycerid- und cholesterinreichste Partikel. Es ist Uberraschend, dass im LDL-
GrolRenbereich nicht LpB, sondern LpB:C-lIl :E die grofite Zahl an Chadesterinmolekilen
tragt. Eine Ausnahme bildet das Probandenserum 3, in dem LpB:E die hichste Triglycerid-
sowie Chalesterinmolekiilzahl von allen VLDL-grof3en Lipoproteinen aufweist.

Auch in der Apdlipoproteinzusammensetzung ergaben sich Unterschiede zwischen den
VLDL- und LDL-groRRen Lipoproteinen: das ApoC-IIl dominiert in den grof3en Partikeln im
LpB:C-lll undin den mittelgroRen Lipoproteinen im LpB:C-IIl :E. Was das ApoE betrifft, so
ist der Vergleich der ApoE-Molekilzahl in LpB:C-lIl :E und LpB:E nicht reprasentativ, da
LpB:E nur bel einem Probanden nachgewiesen wurde. In desem einen Fall ist LpB:E im
VLDL-Grofenbereich viel reicher an ApokE als LpB:C-lll :E. Im LDL-GréRenbereich dage-
gen ist bei diesem Probanden LpB:C-lll :E das ApoE-reichste Lipoprotein.

4.4 .4 Elektrophoretische Mobilitat von LpB, LpB:C-lll und LpB:C-lll :E
Es wurde Uberprift, ob de unterschiedlich grof3en Lipoproteinsubfraktionen in der Elektro-

phaese an Migrationsverhalten zeigen, das mit dem konventionellen Migrationsverhalten
vonVLDL (pr&3-), LDL (B3-) undHDL (a- Bande) vergleichbar ist.
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a) Proband 1 b) Proband 2
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Abbildung 17 Elektrophoretische Mohilit & von VLDL- und LDL-grofRen LpB, LpB:C-Iil, LpB:C-
Il :E und LpB:E. 1) natives Serum, 2) LpB (LDL-GrofRe), 3) LpB:C-Ill (VLDL-GroRe), 4) LpB:C-Ill
(LDL-GréRe), 5) LpB:C-lll :E (VLDL-GroRe), 6): LpB:C-IIl :E (LDL-GroRe).

In Abbildung 17 sind de dektrophaetischen Eigenschaften der Lipoproteinsubfraktionen
von zwel Probanden abgebildet. In beiden Féllen ist im nativen Serum eine pré-[3-Bande
(VLDL) und eine (3-Bande (LDL) deutlich zu erkennen. Die a-Bande ist verhdtnismaldig
schwad. Mit einer Ausnahme migrieren de Lipoproteinsubpopuationen wie ewartet: LpB
aus dem LDL-GroRenbereich in der (3-, LpB:C-Ill aus dem VLDL-GrofRenbereich in der
praB- und LpB:C-lll aus dem LDL-GrofRenbereich in der (-Region. LpB:C-lll:E der
VLDL- und LDL-Grof3e migrieren in beiden Féllen in der gleichen Hohe ds pr&-3-
Lipoproteine. M6gliche Erklarungen hierfir werden in der Diskusson (siehe 5.2.1.9 gelie-

fert.

4.4.5.1nternalisation von LpB, LpB:C-Ill , LpB:C-lll :E und LpB:E in humane Fibro-
blasten

Im letzten Schritt der Charakterisierung von LpB, LpB:C-lll, LpB:C-lll :E und LpB:E wur-
den de funktionell en Eigenschaften der Lipoproteinsubfraktionen urtersucht. Daflr wurden
mit den nach Grol3e getrennten Lipoproteinsubfraktionen undhumanen Fibroblasten Interna-

lisationsgudien durchgefihrt.
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a) VLDL -groR3e Lipoproteine
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Abbildung 18 Internalisation von LpB, LpB:C-lll, LpB:C-llI :E und LpB:E in humane Fibroblasten.
a) Internalisation der VLDL-grof’en Lipoproteinsubfraktionen; b) Internaisation der LDL-grofZen
Lipoproteinsubfraktionen; d) Vergleich der Lipoproteinsubfraktionen der VLDL- und LDL-Gro(%e.
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Der Internalisationsvergleich von dei VLDL-grofRen Lipoproteinsubfraktionen (Abb. 18a))
und vier LDL-grofRen Lipoproteinsubfraktionen (Abb. 18 B) zeigt, dassLpB:E gefolgt vom
LpB am besten von den Fibroblasten aufgenommen wird. LpB:C-Ill wird schlechter as LpB
und LpB:E von Zellen internalisiert, jedoch besser as LpB:C-lll :E. Diese Konstell ation gilt
sowohl fur die VLDL- als auch fir die LDL-grof3en Lipoprote nsubfraktionen.

Abbildung 18 c) stellt die Unterschiede in der Internalisation zwischen den VLDL- und
LDL-grofRen LpB:E, LpB:C-lll und LpB:C-lll :E dar. Der Vergleich der Internalisation von
VLDL- und LDL-gro3en LpB:E zeigt, dassdie VLDL-grol3en Lipoproteine besser von den
Zellen aufgenommen werden als die LDL-grof?en LpB:E. Im Gegensatz dazu werden
VLDL-groRe LpB:C-lll und LpB:C-lll:E schledhter internalisiert als die LDL-grof3en
LpB:C-Ill und LpB:C-IIl :E. Ob dese Unterschiede auf die Zusammensetzung der einzelnen
Lipoproteinsubfraktionen oder auf deren GrofRe zurtickzufiihren sind, wird ausfuhrlich in der
Diskusgon (siehe 5.3.1 und 5.3 Rerortert.
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5. Diskusson

Die Auswahl einer geagneten Methode zur Isolierung von Lipoproteinen bestimmter Zu-
sammensetzung sowie die Untersuchung von hochemischen undfunktionellen Eigenschaf-
ten der Lipoproteinsubfraktionen stellt aus mehreren Griinden eine grof3e Herausforderung
dar. Denn einerseits mussberiicksichtigt werden, dassdie Wedselwirkungen zwischen den
Bausteinen der Lipoproteine — den Apdipoproteinen, den Phosphdipiden, den Triglyceri-
den, dem freien undveresterten Chalesterin - hydropholer Natur sind. Die Stabilit &t der hyd-
ropholen Wedselwirkungen und émit die Stabilit & der Lipoproteine héngt im grolen Ma-
3e von der Umgebung ab [49]. Aus diesem Grund sollte die zur Isolierung der Lipoprotein-
subfraktionen gewahlte Methode nicht nur die Trennurg nadch Apadlipoproteinkompasition
ermaogli chen, sondern auch de Stabilit & und somit die biochemische undfunktionell e Integ-
ritédt der Lipoproteine nicht beantraditigen. Andererseits muss Klarheit dartiber herrschen,
dass das isolierte Spektrum an Lipoproteinsubfraktionen nu eine Momentaufnahme im
Stoff wedhsel geschehen reprasentiert. Die Lipoproteine befinden sich in standigen Auf- und
Abbauprozessen undstellen somit ein Kontinuum von Partikeln urterschiedli cher Gréf3e und
Zusammensetzung dar. Ob ein Lipoproteinpartikel von den Zellen der Leber oder von der
Peripherie ausfgenommen wird, ocer ob esin der Zirkulation verweilt, hangt von der Apadli-
poproteinkomposition des Partikels ab. Auch die Grol3e des Partikels ist entscheidend fir
den Stoffwedhselweg der Lipoproteine. Die sehr grofden Partikel konren das Gefé3system
nicht verlasen und spielen hiermit keine direkte Rolle in der Atherogenese. Kleinere Li-
poproteine dagegen duchdringen de Gefa3wand und koénen ihren Beitrag zur Entstehung
von atherosklerotischen Plaques im subendahelialen Gewebe leisten. Aus diesen Griinden
ist die Betrachtung der Lipoproteine hinsichtlich ihrer Grof3e und Apdli poproteinzusammen-

setzung nicht nur von akademischem Interesse, sondern auch von medizinischer Bedeutung.

Ziele der vorliegenden Arbeit waren:

* ein immundogisches Verfahren zur Trennurg von Lipoproteinsubfraktionen zu entwi-
ckeln undzu optimieren, mit dem eine Isolierung von moglichst intakten Lipoproteinen
bestimmter Grél3e mit einem definierten Apadli poproteinbesatz maoglich ist.

» die isolierten Lipoproteinsubfraktionen (LpB, LpB:C-lll, LpB:E und LpB:C-lll :E) hin-

sichtlich ihrer biochemischen undfunktionell en Eigenschaften zu charakterisieren.
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5.1.Methodenauswahl

In der Literatur wurden mehrere immundogische Tedhniken zur Quantifizierung der von
Alaupovic [34] definierten ApoA- und ApoB-haltigen Lipoproteinfamilien sowie deren Sub-
fraktionen (LpB, LpB:E, LpB:C, LpB:C:E, LpA-lI und LpAl:A-Il) beschrieben. Dazu geht-
ren:

» enzymatische Immunaassays (ELISA) [49-53],

o die ,Rocket”- Immunelektrophaese[37, 54, 55,

o diesequentielle Immunprézipitation[56, 57,

o die sequentielle Immunabsorption [36, 42, 47, 5&1].

Zur Quantifizierung der Lipoproteinsubfraktionen mit enzymatischen Immunaoassays wird
die Tréagersubstanz (z.B. Mikrotiterplatte) mit einem Antikorper gegen ein Apdlipoprotein
beschichtet und mit einem enzymatisch markierten Antikoérper gegen ein anderes Apdli-
poprotein nachgewiesen. Die ,Rocket”-Elektrophaese ist auch wie die ELISA eine Quanti-
fizierungsmethode, die auf elektrophaetischer Mohilit & eines Antigens in einem Agarose-
Gel basiert, in dem ein Antikérper immobili siert ist. Wegen ihrer hohen Sensitivitat undim
Vergleich zu anderen Verfahren relativer Praktibilit & wurde diese Technik zur Bestimmung
von Subfraktionskonzentrationen in mehreren grof3en Studien verwendet [37, 54, 5%. Beide
Methoden erlauben Aussagen Uber die Konzentration der zu bestimmenden Subpopuation
im Serum sowie deren Apdli poproteinzusammensetzung, jedoch keine Aussagen zur Lipid-
Kompaosition der Lipoproteinsubfraktionen. Vorteil haft gegentiber diesen Methoden erschei-
nen Immunprézipitation und Immunabsorption. Mit diesen beiden Verfahren konren de
Lipoproteine isoliert und anschliefRend rach ihren biochemischen undfunktionellen Eigen-
schaften urtersucht werden. Aus diesem Grund wurden beide Trennverfahren in deser Ar-

beit optimiert und anschli el3end angewancdt.

5.1.1.Immunpr azipitation — Vortelle und Probleme

Sequentielle Immunprazipitation wurde zum ersten Mal von Alaupovic et al. [56] als Me-
thode zur Charakterisierung der Apdlipoproteinfamilien verwendet. Hierbel handelt es sch
um eine sukzessve Entfernung von Lipoproteinen, de an bestimmtes Apdlipoprotein tra-

gen, aus dem nativen Serum bzw. aus vorher isolierten VLDL, LDL; und LDL,. Dies ge-
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schieht durch Zugabe anes gezifischen Antiserums. Zu den Vortellen deses Verfahrens
zéhlen gute Standardisierungsmaoglichkeiten, de relativ einfache Durchfiihrung und somit
die Mdglichkeit zur Untersuchung grof3erer Probandenkall ektive. Infolgedessen wurde die
Immunprazipitation in der vorliegenden Arbeit zunddhst optimiert undin einer Pil ot-Studie
zur Charakterisierung von Lipoproteinsubpopuationen bel einem kleinen Probandenkoall ek-
tiv (n = 14) eingesetzt. Im Vergleich zu den Literaturangaben (Alaupovic et al. [56] und
Campos et al. [62)]) lieferte diese Studie zum Tell widerspriichliche Ergebnisse, obwohl die
Probanden-Koll ektive nahezu gleich gewahlt wurden. Auf eine genaue Beschreibung dieser
Diskrepanzen in den Ergebnissen der drei Studien wird an dieser Stelle aus folgenden, me-
thodenbezogenen Griinden verzichtet.

Erstens, in den beiden Literaturangaben stimmen de Methoden zur Isolierung und Quantifi-
zierung der Lipoproteinsubfraktionen mit der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Kom-
bination aus Immunpréazipitation, Ultrazentrifugation undimmunturbidimetrie nicht Gberein.
Tabelle 13 stellt im Uberblick den Methodenteil der zwei angesprochenen Arbeiten und dle-
ser Dissertation dhr.

Alaupovic et al. [56] | Camposet al. [62] Disrtation

HCHOL, (N =3) HCHOL, (N = 10) HCHOL, (N =3)
Probandengruppen |HTG, (N =5) HTG, (N =13) HTG, (N=3)

normoli pamisch, normoli pamisch, normoli pamisch,

(N=8) (N=12 (N=4)
Material und Metho- | Immunprézpitation in | Immunabsorption im Immunprézpitation im
de ar Separation der | VLDL, LDL; und Serum, anschli el}ende Serum, anschli e}ende
Lipoproteinsubfrak- |LDL, Ultrazentrifugation Ultrazentrifugation
tionen (VLDL, IDL, LDL) (VLDL, LDL)

fir Lipide— fur Lipide — Photometrie |fur Lipide — Photometrie

Gaschromatographie, | flr Apdlipoproteine — fur Apolipoproteine —
Quantifizierungsme- | fur Apoipoproteine— | ELISA Immunturbidimetrie
thoden Elektroimmunoassays | Mesaungin den Dichte- | Konzentrationen rechne-

Messungin den fraktionen risch ermittelt (siehe

Dichtefraktionen 3.4.2)

Tabelle 12: Vergleich der in dieser Dissertation angewandten Methoden zur Isolierung urd Quantifi-
zierung der Lipoproteinsubfraktionen mit den von Alaupovic et al. [56] und Campos et al. [62]
angegebenen Verfahren.

Zweitens, wahrend der Durchftihrung der vorliegenden Arbeit wurden bei Verwendurg von
Immunprézipitation auffali ge Messverte ezeugt, die die Richtigkeit der erhaltenen Ergeb-

nise in Frage stellen. Es hat sich herausgestellt, dass nach einigen Prézipitationsschritten
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(besonders nach der Anti-E-Fallung) nur das zu féllende Apadlipoprotein (das ApoE) entfernt
wurde, wahrend de Konzentration der anderen Lipoproteinbestandteile — der Triglyceride,
des Cholesterins, der anderen Apalipoproteine — nicht, wie ewartet, erniedrigt wurde, son-
dern urnverandert blieb oder sogar hoher wurde. Zur Aufklarung der maéglichen Ursadhen
dieser Unplausibilit & wurden 2 Hypothesen beabeitet:

. sind dese unpgausible Ergebnisse nach der Immungpréazipitation Mesdehler?

. verandert die Immunprézipitation de Lipoproteinstruktur?

Zur Uberpriifung der ersten Hypothese wurden zwei Untersuchurgen durchgefuihrt. In der
ersten Untersuchung wurde Uberpriift, ob de Antiseren selbst tierische Lipide undoder Apo-
lipoproteine enthalten, de im Gemisch von Antiserum mit der humanen Serumprobe natur-
gemdl3 zu falsch holen Messwverten fihren wirden. In beiden Antiseren konrten Uberra
schenderweise Triglyceride und Chalesterin, jedoch keine Apdlipoproteine nachgewiesen
werden. Daraufhin wurden de Ergebniss nach der jeweili gen Prézipitation fur die Lipidan-
telle in den Antiseren karigiert, bzw. das Antiserum von cen tierischen Lipoproteinen be-

freit.

In der zweiten Untersuchung wurde kontrolli ert, ob de unterschiedlichen Probematrices, die
in den Immunprazipitationsansdtzen entstehen, einen Einfluss auf die immunturbidime-
trische und phdometrische Mesauing haben. Diese Untersuchurg basierte auf dem Umstand,
dasszu den Prézipitationsansdtzen und ém Nativansatz unterschiedliche Mengen an Koch-
sal zl6sung zugegeben wurden, um das Endvolumen gleich zu erhalten. Daraufhin wurde die

Probenmatrix in alen Ansdzen duch Zugabe von Ziegen-Serum konform gehalten.

In beiden Fallen konrte das Problem gleichbleibender oder sogar ansteigender Lipid- und
Apdipoproteinkorzentrationen nach der Immunprazipitation ncht geldst werden.

Eine mogli che Erklarung der aufgetretenen Unplausibilit & in den Lipidkorzentrationen nach
der Immunprézipitation liegt eventuell in einer Beantrachtigung der enzymatischen Mess
methoden, de zur Triglycerid- und Cholesterinkorzentrationsbestimmungen nadh der Im-
munprazipitation verwendet wurden. In beiden Methoden werden im ersten Schritt die Es-
terbindurgen mittel s testeigener Enzyme gespalten: im Fall e der Triglyzeridbestimmung mit
einer Lipoproteinlipase und im Falle der Cholesterinbestimmung mit einer unspezifischen
Cholesterinesterase (siehe 3.2.1). Tatsadheist, dassdie Aktivitét der Lipoproteinlipase (LPL)

68



Diskusson

durch ApoC-lll [63-65] und ApoE [66, 674 gehemmt wird. Ein Vergleich der Ansétze, die
bei der Immunprazipitation hergestellt wurden, liefert folgendes Bild: im Nativansatz sind
100 der ApoC-IlI- und ApoE-Molekile vorhanden, wahrend im Anti-C-Ill- Ansatz ein Tell
des , inhibitorischen Potentials* fur die LPL, das ApoC-lll, fehlt. Im Anti-E-Ansatz fehlt das
ApOE, das die LPL ebenfalls hemmen kann, undin der Combi-Fallung fehlen folgerichtig
beide Inhibitoren der LPL — das ApoC-Ill und dbs ApoE. In anderen Worten, de Nativansét-
ze sind im Vergleich zu den Immunprazipitationsansdtzen reicher an Inhibitoren der LPL,
was zur Folge haben kdomte, dass die Prazipitationsansitze bei den Lipidmesaungen auf-
grund vollstandigerer Lipaysen im ersten Schritt der Messverfahren falsch hole Werte lie-

fern.

Eine andere Uberlegung — der Uberschuss an Antiserum stort die Konzentrationsmessung
nach der Immunprézipitation duch Eigentriburg des zugesetzten Antiserums — kann duch
folgende Beobadhtung widerlegt werden. Die gleichbleibenden bzw. erhéhten Lipid- und
Apadlipoproteinkoreentrationen nach der jeweili gen Prézipitation traten auch dann auf, wenn
die Lipoproteine mittels der gelchromatrographischen Sulen nach Gréle getrennt wurden.
Die Konzentrationsmesaungen in den Saulenfraktionen erfolgte anschlief3end im Tris-Puffer
und richt in dem mit Antiserum angereicherten Ansatz, so dassdie Unplausibilit & der Werte
nicht durch Eigentriiburg des Antiserums erklart werden kann.

Beziiglich der Mesaung von Apdli poproteinkorzentrationen miissen Uberlegungen anderer
Art angestellt werden, weil in desem Fall die Konzentrationsbestimmung mit immunturbi-
dimetrischen Methoden erfolgte (siehe 3.2.2. Die beobadtete Unplausibilit & fir die Apali-
poproteinkorzentrationen nach der Immunprézipitation konren erklért werden, wenn de
zweite Hypothese zutréfe, ndmlich eine Verdnderung der Lipoproteinstruktur durch Im-
munprézipitation. Bel dieser Annahme wirde folgendes ablaufen: bei der Zentrifugation des
Lipoprotein-Antikorperkomplexes wirken zwei verschiedene Kréfte, namlich der Auftrieb
der Lipide gegen den Abtrieb der mit unterschiedlichen physikalischen Kréften an das Ge-
samtpartikel gebunden Apdipoproteine, an de zusétzlich de Antikorper gebunden sind.
Infolge dieser gegensétzlichen Krafte kbnnte das Lipoproteinpartikel , zerreif3en*. Das be-
deutet, dassbei der Prézipitation nicht das gesamte Partikel sedimentiert, sondern nur Apali-
poprotein-enthaltende Bruchtelle des Partikels. Auf den so entstandenen artifiziellen
Restpartikeln befanden sich weiterhin de Ubrigen Apdlipopoteine, weshalb deren
Konzentration rnach Immunprézipitation undZentrifugation in der nachfolgenden Mesaung
nicht erniedrigt gefunden wiirde. Hinzu kéme ene weitere M6gli chkeit: durch des Entfernen
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gefunden wirde. Hinzu kdme ane weitere Moglichkeit: durch das Entfernen eines Apadli-
poproteins konrten bei den anderen (nicht prézipiti erten) Apadli poproteinen zusétzliche Epi-
tope freigelegt werden. Bei der nadchfol genden immunturbidimetrischen Bestimmung wiirden

diese, zuvor maskierten Epitope, erkannt und damit zu ,erh6hten” Messwverten beisteuern.

Eine genauere Betrachtung der Ergebnisse, die mit der Immunprazipitation erzielt wurden,
fuhrte zu einer weiteren interessanten Beobacdhtung. Das Problem der gleichbleibenden oder
erhdhten Lipid- und Apdipoproteinkoreentrationen nach der Immunprazipitation war am
auffalli gsten in den Probandenseren mit Gesamttriglyceridkoreentrationen < 4 mmol/l. In
hypertriglyceridamischen Seren konrte dagegen haufig eine Senkung der Lipidkorzentratio-
nen mach der Immunprézipitation beobadtet werden. Diese Beobachtung kénrte im Sinne
der ,Veranderung der Lipoproteinstruktur durch Immunprézipitation® - Hypothese (,, Zer-
rei3-Hypothese®) erkléart werden. Die Erkléarung basiert auf dem Umstand, dassdie Lipopro-
teine der hypertriglyceriddmischen Probanden und a@r normoli pamischen Probanden ver-
schiedenartig zusammengesetzt sind. Ein VLDL-grof3es Lipoprotein eines hypertriglyceri-
damischen Probanden tragt das zwel- bis dreifache an Triglycerid-, das doppelte an Choles-
terin- und das vierfache an ApoC-IlI- Molekilen pro Partikel im Vergleich zum gleichgrol3en
Lipoprotein eines normoli pdmischen Probanden [Ergebnisse dieser Arbeit, 62,68]. Sollte die
»Zerrel[3-Hypothese” zutreffen, kann angenommen werden, dasswahrend der Immunprézipi-
tation eines Lipoproteins, z.B. in der Anti-C-Ill- Fallung, nicht das reine ApoC-lll aus dem
Partikel , herausgeriseen* wird, sondern Teil e des Partikels, die mit ApoC-lll auch Triglyce-
rid- und Chaolesterinmolekile enthalten. Unabhéngig davon, obdie Immunprézipitation mit
Serum eines normo- oder hypertriglyceridamischen Probanden duchgefiihrt wurde, dirfte
dieser Vorgang analog ablaufen. Der Unterschied besteht jedoch darin, dass aufgrund cer
unterschiedlichen Zusammensetzung der Lipoproteine der gefdllite Triglycerid- und Choles-
terinanteil beim hypertriglyceridamischen Probanden groRer als beim normotriglyceridami-
schen Probanden sein konrte. Hochstwahrscheinlich werden von den 12 ApoC-lil-
Molekulen, de auf einem VLDL-grol3en Partikel eines hypertriglyceriddmischen Probanden
nachweisbar sind, mehr Triglycerid- und Chalesterinmolekiile durch das zugefihrte Antise-
rum ,, mitgerisen® als von den 3 ApoC-lll- Molekilen eines normoli padmischen Probanden.
Nicht zu urterschéatzen ist auch das Triglycerid-,Angebat* auf einem VLDL-grol3en Li-
poprotein eines hypertriglyceriddmischen Probanden im Vergleich zum Lipoprotein eines
normoli pamischen Probanden, rémlich 20000gegentber 8000.Die Differenz der Lipidwerte

vor und rach der Immunprézipitation im Serum eines normoli pamischen Probanden ist ver-
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mutli ch zu gering, um sie nachweisen zu konren.

Trifft die ,Zerreil3-Hypothese” zu, Heibt noch eine andere Frage offen: warum sind de nach
der Immunprézipitation erhaltenen artifiziellen Rest-Partikel nicht kleiner als die nativen
Lipoproteine (sehe Abb. 7, §? Mdoglicherweise ist die verwendete Gelchromatographie-
methode nicht sensitiv genug, um eine durch Immunpréazipitation erzeugte Verkleinerung der
Lipoproteine nadhzuweisen. Die Schwade dieser Methode liegt néamlich in der einge-
schrankten Fahigkeit, zwischen Chylomikronen-, VLDL- und deren Remnant-grof3en Li-
poproteinen zu unterscheiden. Wie die dektronenmikroskopischen Bilder zeigen (siehe
Abb. 1)), ist der GrolRenbereich der als VLDL eingestuften grof3en Lipoproteine beim hy-
pertriglyceriddmischen und normoli pamischen Probanden sehr unterschiedlich. Angenom-
men, nach der Fallung mit Anti-C-lll wird de Halfte @nes VLDL-grof3en Lipoproteins vom
hypertriglyceriddamischen Probanden entfernt, dann musde das kleinere Rest-Partikel in dem
FPLC-Chromatogramm weiter rects, verschoben zu den LDL-grof3en Lipoproteinen, er-
scheinen. Dieses wird aber nicht beobadhtet, weil das Rest-Partikel immer noch so grof3 ist
wie die ds VLDL-grofl3e engestufte Lipoproteine. Im Serum eines normoli pamischen Pro-
banden ist der Vorgang analog. All erdings kann wegen eines niedrigeren ApoC-lll- Gehaltes
in einem VLDL-grof3en Lipoprotein de Menge der mit dem ApoC-lll entfernten Lipide und
somit die GrolRenveranderung des Lipoproteins kaum so grol3 sein, wie bei einem hy-
pertriglyceriddmischen Probanden. Das bedeutet, dassdie Differenz in der Lipoproteingrofde

nur minimal ist undmit der gel chromatographi schen Methode nicht nachzuweisen ist.

Zusammenfasend konre die in deser Arbeit beobadtete Unplausibilitat nach der Im-
munprézipitation nicht nur auf methodschen Aspekten, sondern auch auf biochemischen
Unterschieden zwischen den Lipoproteinen beruhen. Die Ergebniss legen nahe, dassdie
Immunprazipitation richt zur Isolierung und Charakterisierung der Lipoproteinsubfraktionen
gedgnet ist. Diese Schluf¥folgerung wird durch zwel weitere Fakten urterstitzt. Erstens, es
gibt keine Angaben in der Literatur der letzten 15Jahre, die die Immunprazipitation als Me-
thode der Wahl zur Charakterisierung der Zusammensetzung und cer funktionellen Eigen-
schaften von Lipoproteinsubfraktionen beschreiben. Fir diese Art der Untersuchungen wird
hauptsdchlich de Immunabsorption gewahlt [36, 62, 69, 7D Zweitens, in deser Arbeit
konnte anerseits festgestellt werden, dassImmunprazipitation undlmmunabsorption wider-
sprichliche Ergebnis< liefern, andererseits erbradhte die Immunabsorption einen weiteren
Hinweis fir das Zutreffen der ,, Zerrei3-Hypothese®.
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5.1.2.Immunabsor ption — eine Alternative zur | mmunpr &zipitation

Die sequentiell e Immunabsorption stellt eine Alternative zur Isolierung der von Alaupovic et
al. beschriebenen Lipoproteinsubfraktionen dar. Das Verfahren basiert auf der Redktion ei-
nes Antigens mit einem an feste Phase (Sepharose) gekoppelten Antikorper. Die von einer
Affinitdtssiule gebundenen Lipoproteine werden mit Elutionsmittel hoher lonenstérke von
der Saule agetrennt und koénren fr weitere Untersuchungen eingesetzt werden. Die Kom-
bination aus Anti-ApoA-I- [47], Anti-ApoA-ll- [36, 42, 58, Anti-ApoB- [47], Anti-
ApoC-lll- [36, 61 und Anti-ApoE-Saulen [59, 6Q erlaubt die Isolierung aller von Alaupo

vic et al. definierten Lipoproteinsubfraktionen.

Einer der Vortelle dieser Methoce liegt in der preiswerten Isolierung gréf3erer Mengen an

Lipoproteinsubfraktionen, de fir weitere Untersuchungen eingesetzt werden konren. Vor-

teilhaft erscheint auf3erdem die schorende Art dieser Methode: die Lipoproteine passeren

die Immunaffinitdtssiule und werden dabel keinen zusétzlichen physikali schen Kraften wie

bei der Immunprazipitation ausgesetzt. Als nadhteili g erweisen sich jedoch folgende Punkte:

* Notwendigkeit der Aufkonzentrierung der nach Immunabsorption erhaltenen Subfraktio-
nen (dabel ist mit Verlusten zu rechnen),

» schlechte Standardisierungsmoglichkeiten wegen mehrerer Zwischenschritte sowie an-
schliel3ender Konzentrierung der Proben,

e grof3er Zeitaufwand.

5.1.2.1.Diskrepanzen zwischen |mmunabsor ption und | mmunpr azipitation

Im ersten Teil der Untersuchungen wurde gepruft, ob Immunabsorption undimmunprazipi-
tation vergleichbare Ergebnisse liefern. Wegen ihrer Praktikabilit & kdnrte die Immunprézi-
pitation zum Untersuchen der Probanden auf Vorhandensein definierter Lipoproteinsubfrak-
tionen eingesetzt werden, de anschlief3end mit Immunabsorption isoliert werden. Eine Vor-
aussetzung musde dabel erfullt werden: Immunprazipitation undimmunabsorption misden
Ubereinstimmende Ergebnisse li efern.

Die durchgefuihrten Untersuchurngen (siehe 4.3) zeigten, dassdiese Vorausstzung nicht ge-

geben ist. Mit der Immunprazipitation konrten Lipoprotei nsubfraktionen isoliert werden, de
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mit Immunabsorption richt nachzuweisen waren. Es gellte sich nundie Frage, welche der
beiden Methoden das richtige Ergebnis liefert. Daftr wurde LpB:C-lll :E mittels Immunab-
sorption isoliert und mit Anti-C-1ll respektive Anti-ApoE prézipitiert. Bei einer vollstandi-
gen Prézipitation dirften keine Lipid- und Apoli poproteinkorzentrationen im Uberstand der
Fallung gemessen werden. In beiden Fallen wurde zwar eine nahezu komplette Entfernurng
des zu félenden Apdipoproteins beobadtet, nicht aber der anderen Lipoproteinbestandteil
(siehe 4.3). Dieses Ergebnis geht im Einklang mit den obken beschriebenen Unplausibilit &en
bei Verwendurg von Immunprézipitation und uterstiitzt die Richtigkeit der aufgestellten
»Zerreil3-Hypothese®.

5.1.2.2. Weitere methodische Aspekte zur Isolierung der Lipopr oteinsubfraktionen

Im zweiten Teil der Untersuchungen wurde die Immunabsorption ogimiert und anschlie-
3end fur die Isolierung der Lipoproteinsubfraktionen (LpB; LpB:E, LpB:C-lll, LpB:C-lll :E)
eingesetzt. Die Optimierung der Methode umfasde mehrere Aspekte. Einerseits wurde Uber-
pruft, ob dbs Problem unspezifischer Bindurgen an den Immunaffinitatssaulen besteht, ande-
rerseits wurde untersucht, mit welchen Elutionsmitteln, deren Menge und Durchflusgye-
schwindigkeit die hochste Wiederfindurgsrate der Lipoproteine ereicht wird. Aul3erdem
wurden urterschiedliche Verfahren Uberprift, die zum Konzentrieren der nach der Immun-
absorption erhaltenen Fraktionen (nicht retinierte undretinierte Fraktion) von grof3er Bedeu-
tung sind. Die Ergebniss dieser Untersuchungen wurden nicht ausfuhrlich in dem Resulta-
ten-Teil beschrieben, weil sie ds Standardmal3nahmen zur Etablierung einer Immunabsorp-
tionsmethode angesehen wurden. An deser Stelle efolgt eine kurze Zusammenfasaung der
Ergebniss und deren Bewertung.

Die unspezifische Absorption wurde durch Bestimmung der Transferrinmenge im Serum vor
der Passage durch eine Immunaffinitétssiule und danad in der nicht retinierten undretinier-
ten Fraktion gemessen. Aus der Flll e der Serumproteine wurde das Transferrin gewahlt, well
zur seiner Konzentrationsmesaung eine besonders sensitive Methode zur Verfligung stand.
Die Wiederfindurgsrate vom Transferrin lag in den nicht retinierten Fraktionen der Anti-C-
[lI- und Anti-E-Saulen zwischen 94% und 10@%. Dieses Ergebnis weist auf eine sehr niedri-
ge Wahrscheinlichkeit unspezifischer Bindurgen hin.

73



Diskusson

Bel der Ermittlung des Elutionsmittels fur die Trennurg der gebundenen Lipoproteine von
den Immunaffinitatssiulen wurde en Problem erkannt. In der Literatur wird am haufigsten
die Verwendurg von M NaSCN-L6sung als Elutionsmittel beschrieben. Die angegebenen
Daten zur Wiederfindurg der gebuncenen Lipoproteine schwanken zwischen 80% und 9®%6
[42, 47. In deser Arbeit wurden mit 3M NaSCN-Losung Wiederfindurgsraten von 1030%
gefunden. Die Verwendurg von anderen Elutionsmitteln, z.B. Glycin-HCI-Loésung oder Es-
sigsaure [47, 61, 7], diein der Literatur beschriebenen worden sind, fihrte auch zu keiner
Steigerung der Wiederfindurgsraten. 70% bis 90% der an der Anti-C-IlI- bzw. Anti-E-Saule
gebuncenen Lipoproteine konrten nu mit einer 5M NaSCN-Ldsung eluiert werden. In der
Literatur existiert eine @nzige Angabe, die die Verwendurg von 4,5M NaSCN-L6sung be-
schreibt [69]. In der vorliegenden Arbeit wurde auch urtersucht, ob de mit Elutionsmitteln
unterschiedlicher lonenstérke isolierten Lipoproteine (Lp-3M und Lp-5M) sich in der Grole
und Zusammensetzung unterscheiden. Wie Abbildung 12 zeigt, sind keine Unterschiede in
der GroRRenverteilung zwischen Lp-3M und Lp-5M der Anti-C-IlI- Saule festzustellen. In der
Zusammensetzung der beiden Subpopuiationen sind jedoch deutliche Unterschiede zu beo-
baditen. Besonders gark differierten de Lp-3M und Lp-5M in der ApoC-llI- Beladung: Lp-
5M sind um das 6-fache reicher an ApoC-lll als Lp-3M. Auf die Uberpriifung der funktio-
nellen Eigenschaften deser methodsch erzeugten Subpopuationen mufdte wegen Mengen-
problemen verzichtet werden. Bei der Isolierung der unten beschriebenen Lipoprotein-
subfraktionen wurden die Lipoproteine mit 5M NaSCN-L6sung von den Sdulen abgel 6st.

Die Konzentrierung der nach Immunabsorption erhaltenen Fraktionen erfolgte je nach der
Fragestellung mit 3 Verfahren, de auch in der Literatur beschrieben worden sind. Milli pore-
Konzentratoren [47, 62, 7] wurden fUr eine schnelle Konzentrierung kleiner Probemengen
verwendet. Konzentrierung in geséttigter PEG-L6sung (Mr = 35000 [47] wurde dagegen bei
grofRen Probemengen angewandt unter der Vorausstzung, dass die Probe unmittelbar fir
weitere Untersuchungen eingesetzt wurde. Konzentrierung in Sacdarose [47], die ds Ko+
servierungsdgoff dient, erfolgte bei einer erforderlichen Lagerung der Lipoproteinsubfraktio-
nen Uber einen langeren Zeitraum. Die letzte Konzentrierungsmethode weist zwei Nadteile
auf: einerseits missen die Proben nach der Konzentrierung zeitaufwendig dialysiert werden,
zweitens besteht die Wahrscheinlichkeit nichtenzymatischer Glykierung der Lipoproteine.
Diese Wahrscheinli chkeit dirfte aer gering sein, dafir den Glykierungsprozessdie Sacda
rose st in Glukose und Fruktose gespalten werden muss Die Spaltung der Sacdarose kann

entweder enzymatisch ocder bei héheren Temperaturen erfolgen — beides snd Bedingungen,
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die bei der Konzentrierung nicht erfllt wurden. (Die Konzentrierung der Proben erfolgte mit
allen drei Verfahren bei 4° C.) Fur alle drei Konzentrierungsverfahren konrten Wiederfin-
dungsraten von 8595% ermittelt werden. Auf3erdem wurde gezeigt, dassdie Grofe und Zu-

sammensetzung der Lipoproteine vor und rach den Konzentrierungen gleich blieben.

Als letztes muss angemerkt werden, dassalle Manipulationen, de zur Isolierung und Cha-

rakteriserung der Lipoproteine durchgeftihrt wurden, urter Bedingungen stattfanden, de

eine mogliche Alteration cer Lipoproteine gering halten sollten. Dazu gehdren:

* im Puffer enthaltender Cocktall aus antioxidativen Substanzen, der die Oxidation der
Lipoproteine verhindern sollte,

» Auffangen der Saulenfraktionen, Konzentrierung und Lagerung bei 4° C,

» geringe Zeitabstéande zwischen Isolierung und Charakterisierung der Lipoproteine.

Zusammenfassend scheint die Immunabsorption de Methode der Wahl zu sein, um grol3ere
Mengen an Lipoproteinsubfraktionen zu isolieren und de Integritédt der Lipoproteine zu er-
halten.

5.2.Charakteristika der Lipopr oteinsubfraktionen

Nach dem Lipoprotein-Familien-Konzept erfolgt die Trennurg in ApoA-I- und ApoB-
haltige Lipoproteine, die nach ihrer Apdli poproteinzusammensetzung in weitere 7 Hauptfa-
milien gegli edert werden. Die nicht atherogenen ApoA-I- haltigen Lipoproteine bestehen aus
LpA-lI und LpA-l:A-ll, wahrend de ApoB-haltigen Lipoproteine in LpB, LpB:C, LpB:E,
LpB:C:E und LpA-II:B:C:D:E unterteilt werden [72]. Jede der funf Familien der ApoB-
haltigen Lipoproteine stellt ein pdydisperses System von Lipoproteinen dar, das hinsichtlich
der Grole, Dichte und dem Lipid/Protein-Verhdltnis heterogen ist. Obwohl die exakten
chemischen Daten der Lipoproteinpartikel noch nicht festgelegt worden sind, ceutet vieles
darauf hin, dass die GrofRe und kesondere strukturelle Anordnurg der Lipid- und Apdli-
poproteinbestandteile die Hauptfaktoren fUr diese pathoptlysiologische Eigenschaft der
ApoB-haltigen Lipoproteine sind [35]. Ziel dieser Arbeit bestand in der Untersuchung der
Zusammensetzung, der Grofde und der funktionellen Eigenschaften von LpB, LpB:C-lil,
LpB:E und LpB:C-IIl :E. Diese Daten sollten Aussagen uker die mogli che Atherogenitét die-
ser Partikel erlauben.
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5.2.1.Biochemische Char akteristika

Die in deser Arbeit untersuchten Lipoproteine LpB, LpB:C-lll, LpB:E und LpB:C-lil :E
wurden aus dem Serum von de Probanden mit Hyperlipoproteindmie Typ IV nadc
Fredrickson mittels squentieller Immunabsorption isoliert. Die biochemischen Charakteris-
tika der Lipoproteinsubfraktionen umfasden de Lipidzusammensetzung, elektrophaetisches
Migrationsverhaten und de GroRenverteilung. Im Folgenden wird ein Vergleich der Ergeb-

nisse dieser Arbeit mit Literaturangaben vorgenommen.

5.2.1.1 Lipidzusammensetzung

In den Pionier-Arbeiten zur Charakterisierung von Lipoprotei nsubfraktionen von Alaupovic
et al. wurden urnterschiedliche Methoden verwendet: Immundffusion, Immunelektrophaese
und Polyaaylamidgelelektrophaese. Diese Methoden erlaubten de Aussage Uber die Ver-
tellung von LpA-, LpB- und LpC-Familien in den korventionellen Dichtefraktionen [34].
Auf der nachsten Etappe zur Charakterisierung der Lipoproteinsubfraktionen in Lipoprotein-
familien (z.B. LpB:C-IIl :E in der LpB-Familie) wurde von Alaupovic et al. eine Kombinati-
on aus Immunprézipitation undUltrazentrifugation verwendet [56-58, 73. Die Ergebnisse
dieser Arbeiten hinsichtlich der Dichte und der Zusammensetzung der ApoB-haltigen Li-
poproteine sind in der Tabelle 14 im Vergleich zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
zusammengefasd. Die Zusammensetzung der Lipoproteinsubfraktionen wurde ds prozentu-
elle Triglycerid- undChalesterinangabe dargestellt.

Lipoprotein- VLDL, bzw. VLDL-groReLp LDL, bzw. LDL-groReLp

subfraktionen Alaupovic et al. Disertation | Alaupovic et al .* Disertation

LpB TG 26% - 5% 16%

CH 74 % - 95% 84%

LpB:C** TG 78% 70% 35% 54%

CH 22% 30% 65 % 45%

LpB:C:E*** | TG 73% 67 % 60 % 55%

CH 27% 33% 40 % 45 %

Tabelle 13: Charakteristika der ApoB-haltigen Lipoproteine — Vergleich der Arbeiten von Alaupovic
et al. und der vorliegenden Arbeit.

* In den Arbeiten von Alaupovic et al. wurden LDL in zwei Dichtesubfraktionen isoliert — LDL;
und LDL,. Inder Tabelle sind nur die Werte fiir LDL, angegeben.
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** |n der Lipoprotein-Klassfikation von Alaupovic et al. werden die Lipoproteinsubpopulationen
as LpB:C und LpB:C:E bezeachret, well ale drei ApoCs beriicksichtigt wurden. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Bezachnung LpB:C-1ll und LpB:C-IIl :E benutzt, well nur das
ApoC-lll in den ApoC-llI -haltigen Lipoproteinen bestimmt wurde.

*** | pB:C:E umfasg in der Lipoprotein-Klassfikation von Alaupovic et al. nicht nur LpB:C:E,
sondern auch LpB:E.

Aus der Tabell e geht hervor, dassbeide Arbeiten zu weitgehend lkereinstimmenden Ergeb-

nisen gekommen sind:

e LpB:C-lll und LpB:C-lll:E sind in urterschiedlichen Dichte- bzw. GroRRenfraktionen
nacdhwei shar,

e die ApoC-liI- haltigen Lipoproteine gehdren im VLDL- undim LDL- Dichte- bzw. Gré-
Benbereichen zu den triglyceridreichen Partikeln,

e LpB in LDL bzw. im LDL-GroRRenbereich trégt im Vergleich zu den anderen Lipopro-
teinsubfraktionen den gréften Cholesterinanteil .

Anhnliche Ergebnisse wurden von Khooet al. [70] und Campos et al. [62] prasentiert, die zur
Isolierung der Lipoproteinsubfraktionen eine Kombination aus Immunabsorption undUltra-
zentrifugation verwendet haben. Den beiden Publikationen ist zu entnehmen, dassunabhan-
gig davon, ob lypertriglyceriddmische, hypercholesterinamische oder normoli pamische Pro-
banden urtersucht wurden, de hdchsten Triglycerid- und Cholesterinkoreentrationen in
VLDL in LpB:C-lll und LpB:C-IIl :E nachzuweisen waren. In LDL wurde die héchste Cho-
lesterinkoreentration in LpB gemessen. Bezlglich der Dichte konrten auch hier die Lipopro-
teinsubfraktionen in VLDL und LDL nadhgewiesen werden: LpB hauptsachlich in LDL,
LpB:C-lll undLpB:C-lll :E Gberwiegendin VLDL, LpB:E hauptsaailich in VLDL.

Wie in den Arbeiten von Campos et al. undKhooet al. as auch in der vorliegenden Arbeit
wurde die Lipid-Zusammensetzung eines Lipoprotienpartikels als Triglycerid- undCholeste-
rinmolekilzahl pro 1 Mol ApoB dargestellt. Diese Darstellung basiert auf dem Umstand,
dass jedes ApoB-haltige Lipoprotein nu ein ApoB-Molekdl tragt. Auf 1 Mol ApoB-
bezogene Daten ergeben de Information Uker die Zusammensetzung einer Partikel spezies.
Die nach desem Prinzip ermittelten Ergebnis< liefern sowohl in deser Arbeit as auch in
den beiden Publikationen ein abweichendes Bild zur Zusammensetzung der Lipoprotein-
subfraktionen im Vergleich zu der oben beschriebenen Darstellung. Es konrte z.B. tberein-
simmend in alen drel Arbeiten festgestellt werden, dass nicht das LpB, sondern das
LpB:C-lll :E in LDL bzw. LDL-grofl3en Lipogproteinen das cholesterinreichste Lipoprotein ist.

Es darf jedoch nicht vernadchlassgt werden, dass die LDL eines hypertriglyceriddmischen
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Probanden zu 976 aus LpB, nur zu 1% aus LpB:C-lIl :E, zu 2% aus LpB:C-Ill undzu 0,26
aus LpB:E bestehen [62]. In der Arbeit von Alaupovic et al. [58] wurde ein anderes Verhélt-
nis der Lipoproteinsubfraktionen in LDL von hypertriglyceridamischen Probanden ermittelt.
LpB: 52% bis 68%, LpB:C-IIl :E: 22% bis 27%, LpB:C-IIl: 10% bis 21 %. Die Zahlenunter-
schiede in den beiden Arbeiten beruhen mdoglicherweise auf Verwendurg unterschiedli cher
Methoden und ar Heterogenitét der untersuchten Probandenkall ektive. Abgesehen von cen
Unterschieden zeigen dese Zahlen sehr deutlich, dass bei der Bewertung der moglichen
Atherogenitét eines Partikels nicht nur auf seine Zusammensetzung, sondern auch auf dessen

Konzentration geadtet werden soll.

5.2.1.2Migrationsverhalten in der Elektrophorese

Eine andere interessante Beobadhtung lieferte die Untersuchung des Migrationsverhaltens
der Lipoproteinsubfraktionen urterschiedlicher Grof3e in der Elektrophaese. Die VLDL-
grof3en LpB:C-Ill und LpB:C-IIl :E sind, wie ewartet, in de pra[3-Position, de LDL-grof3en
LpB und LpB:C-lll in de B-Position gewandert. Die LDL-grof3en LpB:C-1ll :E dagegen leg-
ten de gleiche Stredke zurtick wie die VLDL-grof3en LpB:C-Ill :E. Die Erklarung dafir liegt
offensichtlich in der Zusammensetzung der Partikel: LpB:C-lll :E ist unter den LDL-grof3en
Lipoproteinsubfraktionen das Lipid-reichste Partikel. Fir das Migrationsverhalten eines Li-
poproteinpartikels in der Lipidelektrophaese ist nicht nur die Grof3e des Partikels, sondern
auch seine dektrische Ladurng verantwortlich. Aus diesem Grund kdnne das grof3ere Li-
pid/Protein-Verhdtnis in LpB:C-lll:E zu einer verminderten Oberflachenladung im Ver-
gleich zu LpB und LpB:C-lll fuhren und hermit zur Veranderung der elektrophaetischen
Mohilit &.

5.2.1.3.GroRenverteilung

In bezug auf die Partikelgrof3e konrten im Einklang mit Literaturangaben fir jede Lipopro-
teinsubfraktion, mit Ausnahme von LpB, zwei GroRensubpopuiationen isoliert werden — die
VLDL und de LDL-grofl3en Lipoproteine. LpB wurde nur im LDL-GrélRenbereich nachge-
wiesen. Laut Literaturangaben [73, 74 existiert das LpB auch im VLDL-Grofenbereich,
jedoch in sehr niedrigen Konzentrationen (ApoB = 0,001mg/dl). In der vorliegenden Arbeit
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konnten dese Konzentrationen nicht nachgewiesen werden, weil die Nadhweisgrenze fir die
ApoB-Konzentrationsbestimmung bei 0,1 mg/dl lag. Auch in den Arbeiten von Campos et
al. undKhoo et al. wurde LpB in VLDL nachgewiesen. An dieser Stelle ist eine kritische
Betrachtung der beiden Arbeiten nawendig. Campaos et al. beschreibt, dass11% vom ApoE
und 20% vom ApoC-lll des nativen Serums nach der Passage der jewelli gen Saulen —

Anti-E- und Anti-C-11I- Saule — nicht gebunden worden waren. Das bedeutet, dassdiese Apo-
lipoproteine in den nicht retinierten Fraktionen nachzuweisen waren. Zur Isoli erung des LpB
(sehe Abb. 2 werden immer nur die nicht retinierten Fraktionen verwendet, so dassdie von
der Saule nicht zurtickgehaltenen ApoC-Ill- und ApoE-Mengen in der LpB-Fraktion zu er-
warten sind. Mit anderen Worten, de von Campos et al. as LpB isolierte Lipoprotein-
subfraktion stellt in Wirklichkeit héchstwahrscheinlich kein reines LpB, sondern eine Mi-
schung aus LpB:C-lll, LpB:E, LpB:C-Ill :E und mdoglicherweise LpB dar. In der vorliegen-
den Arbeit wurde Wert auf einen holen Reinheitsgrad der Lipoproteinsubfraktionen gelegt,
da nicht nur biochemische, sondern auch funktionell e Eigenschaften der Lipoproteinsubfrak-
tionen charakterisiert werden sollten. Eine Lipoproteinsubfraktion wurde est dann als gerei-
nigt angesehen, wenn von cem unerwinschten Apadlipoprotein weniger als 5% der Aus-

gangskonzentration rachzuweisen war.

An deser Stelle mussdarauf hingewiesen werden, dassobwohl zwischen der Ultrazentrifu-
gation undder Gelchromatographie @ne gute Korrelation beschrieben worden ist [75, 74,
Unterschiede zwischen VLDL und VLDL-grof3en Lipoproteinen festgestellt werden kom-
ten. Abbildung 6 zeigt, dassdie mit der Ultrazentrifugation isolierten VLDL in ihrer Groli3e
inhamogen sind. Diese Grof3enurterschiede sind festzustell en trotz der eingeschrankten F&-
higkeit der FPLC, zwischen grof3en Lipoproteinen zu urterscheiden (siehe oben). Aus die-
sem Grund diifen dein deser Arbeit mittels Gelchromatographie erzielten Ergebnisse nicht

uneingeschrankt mit den Literaturangaben nach UZ-Einsatz vergli chen werden.

Zusammengefaldt lassen sich die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bezlglich der bioche-

mischen Eigenschaften der Lipoproteinsubfraktionen wie folgt darstell en:

e LpB:C-ll, LpB:C-lll :E und LpB:E sind in VLDL- und LDL-Grof3e nachzuweisen, wah-
rend LpB nur in LDL-Grol3e,

e in den VLDL-groRRen Lipoproteinen wird der Hauptli pidanteil von LpB:C-Ill getragen,

o LpB:C-lll :Eist daslipidreichste Partikel der LDL-grof3en Lipoproteine.
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5.2.2.Vorkommen der Lipopr oteinsubfraktionen beim Menschen

In den Arbeiten von Alaupovic et al. [57, 58, Campos et al. [62] undKhooet al. [70], die
im Kapitel 5.2.1 dskutiert wurden, wird nicht nur die Zusammensetzung der Lipoprotein-
subfraktionen beschrieben, sondern auch deren Quantitét bel verschiedenen Erkrankungen
analysiert. Abbildung 19 stellt eine Zusammenfasaung dieser Arbeiten dar.
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Abbildung 19 Zusammenfasaing der Literaturangaben zur Lipoproteinzusammensetzung bei ver-
schiedener Pathogenese. (NL — normoli pamische Probanden, HCH — Probanden mit Hyperchol este-
rindmie, HTG — Probanden mit Hypertriglyceridamie, Diab. m. — Probanden mit Diabetes méllit us,
CRF — Probanden mit chronischer Niereninsuffizienz).

Die Arbeiten von Alaupovic et al. zeigten, dass
» sowohl bei hypertriglyceridamischen Probanden als auch bei normotriglyceridamischen
Probanden mit Diabetes mellitus Typ Il und kei Probanden mit chronischer Niereninsuffi-

zienz erhbhte %-Anteile an LpB:C-lll und LpB:C-llI:E im Vergleich zu namoli pami-
80



Diskusson

schen Probanden nachweisbar sind,

e bel hyperchoesterindmischen sowie normoli pamischen Probanden im Vergleich zu den
anderen Probandengruppen héhere Konzentrationen an cholesterinreichen Lipoproteinen
(LpB) ermittelt werden.

Im zweiten Punkt stimmen de Arbeiten von Campaos et al. undvon Alaupovic et al. Gberein,

nicht jedoch in dem ersten Punkt. Campos et al. zeigten, dassbei den hypertriglyceridami-

schen Probanden das Verhdltnis zwischen LpB und den ApoC-liiI- haltigen Lipoproteinen in

VLDL fast gleich ist. Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konren an deser Stelle nur einge-

schrankt mit den Literaturangaben verglichen werden, da keine quantitative Untersuchungen

durchgefuihrt wurden. Abweichend zu den Literaturangaben konrie in der vorliegenden Ar-

beit jedoch gezeigt werden, dass

o LpB:C-lll nur bel drei von den adht untersuchten hypertriglyceridamischen Probanden
mit ApoE-Phenotyp 33 madhgewiesen werden konrte, LpB:C-lll :E dagegen bel alen
Probanden,

* LpB:E mit einer Ausnahme nur bei hypertriglyceridamischen Probanden mit €2-Allel
festgestellt werden konrte.

In den Arbeiten von Alaupovic et al. und Campos et al. sind sowohl LpB:C-lll as auch
LpB:E nicht nur bel alen urtersuchten hypertriglyceriddmischen Probanden, sondern auch
bei den namolipamischen und lypercholesterindmischen Probanden beschrieben. Was das
LpB:E betrifft, so finden de Autoren der beiden Publikationen zwar nicht bei allen Proban-
den dese Lipoproteinsubfraktion, jedoch bei der Mehrheit. In der Arbeit von Campos et al.
sind de emittelten Konzentrationen an LpB:E minimal und konrien urter die Nachweis-

grenzen fallen.

Der Grund fir die eweichenden Ergebniss der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu den
Literaturangaben konrte in der Verwendurg unterschiedlicher Methoden-Kombinationen
bzw. in den Methodendiskrepanzen liegen. Denn in der vorliegenden Arbeit konrte aner-
seits gezeigt werden, dassdie Immunprazipitation undimmunabsorption keine vergleichba-
ren Ergebnise liefern (siehe 5.1.1 und 5.1.2 andererseits sndin der Arbeit von Campas et
al. Ungenauigkeiten in der Immunabsorption angegeben, auf die unter 5.2.1.3 hngewiesen
wurde. Die Frage, welche der drel erwahnten Arbeiten ein richtiges Ergebnis liefert, bleibt
bis zur Entwicklung einer Referenzmethode zur quantitativen Bestimmung der Lipoprotein-
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subfraktionen offen.

Sowohl die hohen Konzentrationen an LpB:C-lll und LpB:C-IIl :E bel hypertriglyceridami-
schen Probanden als auch die geringen Konzentrationen an LpB:E bei allen Probanden mit
ApoE-Phenatyp 33 haben physiologische Ursadchen. Diese werden ausfuhrlich urter 5.4
diskutiert.

5.3.Lipoproteinsubfraktionen im Zellversuch

Die Betrachtung der funktionellen Eigenschaften von Lipoproteinsubfraktionen scheint von
grof3er Bedeutung zu sein. Denn bei der Beurteilung der moglichen Atherogenitét einer Li-
poproteinsubfraktion spielen nicht nur die Konzentration, de Lipid-Beladung und de GroRRe

eine wichtige Roll e, sondern auch de Verweildauer des Lipoproteinsin der Zirkulation.

Die Elimination der zirkulierenden Lipoproteine afolgt zum grofdten Teil auf einem rezep-
torvermittelten Weg. Der am besten charakterisierte Lipoprotein-Rezeptor wurde in den
siebziger Jahren von Brown und Goldstein beschrieben undals LDL-Rezeptor bezeichnet
[77]. Dieser Rezeptor kommt in urterschiedlicher Zahl auf fast allen Zelltypen vor.
Fibroblasten besitzen zwischen 15000 und 7000BRezeptoren pro Zelle [44] und eignen sich
somit sehr gut fur Bindurgs- undInternali sationsdudien. Die Expresson des LDL-Rezeptors
unterliegt einer Feadbadk-Regulation duch den zelluldren Cholesteringehalt. ApoB-100,
ApoE [78], womdglich LPL [79] und dbs receptor associated protein (RAP) sind de Ligan-
den des LDL-Rezeptors. Inzwischen sind weitere Rezeptoren bekannt geworden, de homo-
log zum LDL-Rezeptor sind undein breites Spektrum an Liganden besitzen: LDL-receptor
related protein (LRP) [80], das Megalin (gp330 [81], der VLDL-Rezeptor [82], der ApoE-
Rezeptor 2 [83] undLR 11[84].

Der Rezeptor-unabhéangige Weg zur Aufnahme der Lipoproteine in die Zellen erfolgt durch
die Bindurg der Lipoproteine an de Heparansulfatproteoglykane (HSFG) [85, 8§ und deren
anschliel3ende Endazytose [87]. In vitro Studien haben gezeigt, dass HSFG eine besonders
grof3e Rolle bei der Bindurg und der Aufnahme der ApoE-haltigen Lipoproteine spielen
[88]. Durch das ApoC-IlIl wird dese Bindurg jedoch gehemmt [64].

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss einerseits die Apdlipopro-
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teinkomposition undandererseits die Grol3e der Lipoproteine auf die Internalisation in hu-

mane Fbroblasten hat. Auf die Darstellung der Ergebnisse der Bindugnsgudien wurde in der

vorliegenden Arbeit aus folgenden Griinden verzichtet:

» Die Bestimmung der Signalintensitét in dem Ansatz sowohl fur die Gesamt-Bindurg als
auch fur die unspezifische Bindurg der Lipoproteinsubfraktionen an de Zellen (aul3er
LpB) war kaum von dem Lipoprotein-freien Ansatz zu urterscheiden. Der Grund daflr
liegt offensichtlich in der verwendeten Methode zur Markierung der Lipoproteine: die
Bestimmung der Huoreszenz der mit Dil-markierten Lipoproteinen ist weniger sensitiv
als die Bestimmung der Radioaktivitat in den mit **I-markierten Lipoproteinen. (In den
Literaturangaben wird tikerwiegend de Markierung der Lipoproteine mit 3 (Nal) ange-
geben). Das Problem der niedrigen Huoreszenzsignale konrte behoben werden, wenn de
Konzentrationen an den zugegebenen markierten Lipoproteinen gesteigert worden wéaren.
Wegen der sehr niedrigen ApoB-Konzentrationen in den Lipoproteinsubpopuiationen
LpB:C-ll1 und LpB:C-lll:E im Vergleich zu ApoC-lll und ApoE sowie aner einge-
schrankten Kapazitét der beiden Immunaffinitétssiulen konrte das Mengenproblem nicht
zufriedenstell end gel 6st werden.

* Rickschlusse zur méglichen Atherogenitét einer Lipoproteinsubfraktion konren anhand
ihrer eingeschrankten Internalisation in de Zelle genauso wie anhand ihrer Bindurgsei-

genschaften gemadt werden.

5.3.1. Internalisation der Lipoproteinsubfraktionen in Abhangigkeit von der

Apoli popr oteinzusammensetzung

Die Bindurg der Lipoproteine an de Rezeptoren der Zelle, bzw. an de HSRG wird durch
die Apdlipoproteine vermittelt. ApoB, ApoC-Ill und ApoE spielen bei der Interaktion der
Lipoproteine mit den Rezeptoren urterschiedliche Rollen. Wahrend ApoE ein Ligand so-
wohl fur den LDL- [89, 90 als auch fir den LRP-Rezeptor [9]] ist, wird ApoB nur von cem
LDL-Rezeptor gebunden. Was das ApoC-lil betrifft, so inhibiert dieses Apdipoprotein de
Bindurg und damit auch de Internalisation der ApoB-haltigen Lipoproteine in de Zelle.
ApoC-lll inhibiert die Bindurg der Lipoproteine nicht nur an de LDL- undLRP-Rezeptoren
[92-94], sondern auch an de HSRG [64]. Als mdgliche Ursachen werden folgende Medha-
nismen dskutiert:

e ApoC-IlIl maskiert die bindende Doméane von Apo B [74],
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e ApoC-lil beanflusd die Konformation vom ApoE und lkeantracitigt damit seine Bin-
dung an den Rezeptoren [92],

e Verdrangung des ApoE durch Erhéhurg der ApoC-lll- Konzentration [95],

e direkte Inhibition der ApoE-vermittelten Internalisation duch das ApoC-lll [92].

Welcher dieser Medhanismen zutrifft, ist noch untekannt.

An deser Stelle mussangemerkt werden, dassdie meisten Untersuchungen zur Bindurg von
Lipoproteinen an Rezeptoren nicht mit einzelnen Lipoproteinsubfraktionen (LpB, LpB:C-lil,
LpB:E und LpB:C-Ill :E) durchgefihrt wurden, sondern mit VLDL bzw. mit Lipidemulsio-
nen, de mit exogenem ApoE oder ApoC-llI angereichert wurden. Der Nadtell dieser Unter-
suchungen liegt darin, dassdas ApoE- oder ApoC-lll /Partikel-Verhdltnis haufig nicht den in
vivo-Verhdtnissen entspricht. Die Ergebniss dieser Arbeiten lassen sich zu folgenden Aus-
sagen zusammenfasen: je hoher der ApoE-Gehalt der VLDL, desto besser binden de Li-
poproteine an de Zellen, mit zunehmender Konzentration des ApoC-Ill dagegen wird de
Bindurg konzentrationsabhéngig inhibiert [92, 9599]. Im Gegensatz dazu wurden in der
vorliegenden Arbeit Lipoproteinsubfraktionen bestimmter Zusammensetzung und Grol3e, die
aus nativem Serum isoli ert worden waren, fur die Internali sationsversuche engesetzt. In der
Literatur findet sich nur eine Arbeit von Agnani et al. [74], die die Interaktion von retiven
LpB, LpB:E, LpB:C-lll undLpB:C-llI :E mit Zellen beschreibt.

Agnani et al. [74] zeigten, dassin der Reihe LpB < LpB:E < LpB:C-lll :E < LpB:C-lll das
LpB die niedrigste Dissoziationskonstante hatte und somit am besten von den Zellen gebun
den wurde. Ubereinstimmend mit dieser Arbeit konrte auch in der vorliegenden Arbeit ge-
zeigt werden, dass LpB:E und LpB am besten und de ApoC-lll- haltigen Lipoproteine an
schlechtesten von den Zell en internali siert werden (Abb. 18.

Esist bekannt, dassobwohl die ApoE-haltigen Lipoproteine @ne zwanzigfadh hotere Affini-
tét zum LDL-Rezeptor als LpB haben [100, 10], die Bindurgskapazitét dieser Lipoproteine
nur etwa an Viertel so grofl ist [102. Erklart wird dies dadurch, dassLpB nur eine Bin-
dungsdelle zum LDL-Rezeptor aufweist, wahrend ApoE-haltige Lipoproteine, die mehrere
Molekule ApoE pro Lipoprotein tragen, mehrere multi ple Bindurgsgellen eines und dessel-
ben Rezeptors abséttigen [103. In der vorliegenden Arbeit konrte jedoch gezeigt werden,
dassLpB:E bessr als LpB von den Fbroblasten aufgenommen wird. Dieses konrte mehrere
Grinde haben:
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* Hhbroblasten exprimieren nicht nur den LDL- sondern auch den LRP-Rezeptor [104
10€], so dassLpB:E im Vergleich zu LpB mehrere Chancen hat, von einem der Rezepto-
ren gebunden zu werden,

* LpB:E kann zusétzlich von HSRG gebuncden werden undgelangt mittels Endazytose in
die Zelle[87, 88, 96,

* VLDL der hypertriglyceriddmischen Probanden werden an dem LDL-Rezeptor durch das
ApoE und ncht durch das ApoB gebuncen [107, 10§.

An deser Stelle sollte daran erinnert werden, dassvon den adht untersuchten Probanden mit
Hypertriglyceridamie nur bei einem Probanden LpB:E isoliert werden konrte. Off ensichtlich
werden LpB:E sehr schnell metabadlisiert. Warum bel diesem einen Probanden LpB:E nad-
gewiesen wurde, ist unkiar. Eine magli che Erklarung kénrte in einer unbekannten Rezeptor-
Mutation liegen, de zum Rezeptor-Defekt fuhrt, so dassLpB:E nur eingeschréankt von den
Leber-Rezeptoren aufgenommen wurde. In der Fibroblasten-Zell kultur ist die Internali sation
von LpB:E nicht beantradtigt, da die Fibroblasten von einem anderen Spender stammen.
Die Frage, wie reprasentativ die Ergebnisse fir einen Internalisationsversuch mit LpB:E
sind, Heibt jedoch offen.

Die Internali sationsgudien von LpB:C-lll und LpB:C-III :E fuhrten zu einem Gberraschenden
Ergebnis. LpB:C-lll wurde von cen Fbroblasten bessr internalisiert als LpB:C-lll :E. In der
Literatur finden sich zwei gegensétzliche Angaben zu deser Beobadchtung. Einerseits zeigte
Agnani et al., dassein groRer ApoE/ApoC-llI-Quatient in LpB:C-Ill :E mit einer erhhen
Bindurgsaffinitét dieses Partikels zu den Zellen verbuncden ist. Andererseits konrte in der
Arbeit von Kowal et al. festgestellt werden, dass der inhibitorische Effekt vom ApoC-li
nicht durch eine Steigerung der ApoE-Konzentration vermindert bzw. aufgeholen werden
konnte[98].

Uber die moglichen Mechanismen kann nur spekuli ert werden.

* Eskonne sein, dassdas ApoC-lll das ApoE von dem LpB:C-lll :E verdréngt und somit
seine Oberfladhe verandert. Dieses konnte zur Beantradhtigung der ApoB-Konformation
fuhren und @mit zur schwaderen Bindurg im Vergleich zu LpB:C-lIl .

 Wenn dss kleine ApoC-IlI-Molekll das ApoE nicht verdrangt, sondern lediglich seine
Konformation und @mit seine Bindurgseigenschaften verandert, kann es nicht ausge-
schlossen werden, dassdas in seiner Konformation veranderte ApoE seinerseits die Kon-
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formation von ApoB beanflusg. Es konrte sein, dass das Vorhandensein einer grof3en
Menge an kieineren Molekilen, wie das ApoC-Ill (Mr = 8,8 kDa) in LpB:C-lll die Kon
formation von ApoB (Mr = 512 KDa) weniger bedanflusg als das in seiner Konformation
veranderte ApoE (Mr = 34 kDa) in LpB:C-Ill :E.

* Mehrere Arbeiten konrten zeigen, dassApoC-1 ein wirksamer Inhibitor der Bindurg von
Lipoproteinen an dem LRP- [93, 94 und dem LDL-Rezeptor [109 ist. In der vorliegen-
den Arbeit wurde die ApoC-I-Konzentration in den Lipoproteinsubfraktionen nicht ermit-
telt. Es ist aber nicht auszuschliefRen, dass LpB:C-Ill:E ein hoheres ApoC-I/Partikel-
Verhdltnis aufweisen konrte dsLpB:C-lll und damit auch ein hékeres inhibitorisches Po-
tential.

Die funktionellen Eigenschaften der Lipoproteine bei der Interaktion mit Fibroblasten sind
zum groften Teil mit ihrer Apdli poproteinkompasition zu erkléren, jedoch nicht voll standig.
Denn de Grol3e der Lipoproteine stellt eine wichtige Determinante bel der Wedhselwirkung
der Lipoprotiene mit den Zell rezeptoren dar.

5.3.2.Internalisation der Lipopr oteinsubfraktionen in Abhangigkeit von der Gr6i3e

Die Internali sationsgudien haben gezeigt, dassmit einer Ausnahme die Lipoproteinsubfrak-
tionen (LpB:C-1ll und LpB:C-1lI :E) in der LDL-Grof3e besser als die VLDL-grol3en Lipopro-
teine internalisiert werden. Die Ausnahme bilden de VLDL-grol3en LpB:E (Abb. 18a)).

Die Bindurg der grol3en Lipoproteine an de LDL- und LRP-Rezeptoren ist héchstwahr-
scheinlich duch de Bildung der sogenannten ,coated pits* limitiert. Die meisten LDL-
Rezeptoren sind an der cytoplasmatischen Seite der Zelle mit Clathrin assoziiert [110, 111,
desen Zusammenlagerung vermutlich die treibende Kraft zur Einstilpung der ,,coated pits"
darstellt. Clathrin bil det etwa 30 nm grof3e hexagonale Strukturen auf der cytoplasmatischen
Seite der Zelle, die mehrere LDL-Rezeptoren verbinden [1127). Damit kdnren auch de steri-
schen Hinderniss bei der Bindurg der grof3en Partikel erklart werden. Es wurde auch be-
schrieben, dassder LDL-Rezeptor bevorzugt Lipoproteine bindet, die kleiner als 50 mm im
Diameter sind [113 undsomit zum grofdten Teil im LDL-Grof3enbereich nachzuweisen sind.
In vivo werden de VLDL- undIDL- grol3en Lipoproteine jedoch zum gréfdten Teil durch de
LDL- bzw. LRP-Rezeptoren in de Zelle ausfgenommen. Im Unterschied zu den Fibroblasten
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sind de Rezeptoren der hepatischen Zellen dffus auf der Oberflache verteilt und richt in
den ,coated pits* konzentriert [114], so dassbei der Bindurg der Lipoproteine kein steri-
sches Problem entstehen kann.

Der andere Grund, warum die LDL-grof3en Lipoproteinsubpopuationen besser von den
Fibroblasten aufgenommen werden, liegt darin, dassdas ApoB beim Ubergang von VLDL
zu LDL seine Konformation @ndert und zunehmend kesser an den LDL-Rezeptor bindet
[102.

Die beszre Internalisation der VLDL-grof3en LpB:E im Vergleich zu LDL-grof3en Lipopro-
teinen basiert héchstwahrscheinlich auf dem Umstand, dassVLDL eines hypertriglycerida-
mischen Probanden nicht tber das ApoB an den LDL-Rezeptor gebunden werden, sondern
Uber das ApoE. [107, 108. Auf den IDL und LDL konrte die fir die Bindurg erforderliche
ApoE-Konformation richt festgestellt werden [107]. AulRerdem konrte in der vorliegenden
Arbeit gezeigt werden, dass LpB:E im VLDL-GréRenbereich im Vergleich zu LDL-grof3en
Lipoproteinen das 5fache an ApoE-Molekilen pro Partikel tragt (Abb. 16.

Zusammengefasg lasen sich de Ergebnisse zur Internalisation der Lipoproteinsubfraktio-

nen in de humanen Fibroblasten wie folgt darstell en:

* nicht nur die Apdi poproteinzusammensetzung, sondern auch de Grof3e der Lipoproteine
ist fir die Aufnahme in die Zell e von grof3er Bedeutung,

» VLDL-grof3e Lipoproteinsubfraktionen werden mit einer Ausnahme (LpB:E) schledhter
von den Fbroblasten internalisiert als LDL-grof3e Partikel.

» sowohl unter den VLDL-grof3en als auch urter den LDL-grof3en Lipoproteinen wird das
LpB:E am besten und ds LpB:C-Ill :E am schledhtesten von humanen Fibroblasten inter-

nalisiert.

5.4.Uberlegungen zur medizinischen Relevanz der Lipoproteinsubfraktionen

Dank der Vielzahl von prospektiven Studien sind viele der Faktoren bekannt geworden, de
mit einem erhdhten Risiko fur die koronare Herzkrankheit (KHK) asoziiert sind. Zum Bei-
spiel erhohtes Cholesterin, erhdhte Triglyceride, erniedrigtes HDL. In der letzten Zeit wird
der Untersuchung von Lipoproteinsubfraktionen vermehrt Aufmerksamkeit geschenkt. Das

spiegelt sich in mehreren grof3en Studien wider, die zur Risiko-Abschétzung fir die KHK
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auch de Apdipoproteine in urterschiedlichen Lipoproteinfraktionen zusétzlich zu den kon-
ventionellen Lipid-Parametern einbeziehen. An deser Stelle sind de ECTIM-Studie (Etude
Cas-Temoins sur |’ Infarctus du Myocarde) [37], BIGPRO1-Studie (The Biguanides and the
Prevention d the Risk of Obesity) [127], CLAS-Studie (Chalesterol Lowering Atherosclero-
sis Study) [124, MARS-Studie (Monitored Atherosclerosis Regresson Study) [125 und
CARE-Studie (Chdlesterol and Reaurrent Events) [126 zu nennen. Das Interesse fir die
Apdlipoproteinkomposition in den ApoB-haltigen Lipoproteinen wird verstandich, wenn
man bedenkt, dassdas Schicksal sowohl der nicht atherogenen als auch der proatherogenen
Lipoproteine zum gréften Teil durch ihre Apdlipoproteinzusammensetzung determiniert
wird. Welche Lipoproteinspezies das hichste aherogene Potential tragt, urter welchen Um-
sténden de patentiell atherogenen Lipoproteine entstehen, obdie Konzentration von desen
Partikeln medikamentts beanflusgd werden kann — es snd Fragen, auf die es zur Zeit keine
befriedigende Antwort gibt. An deser Stell e konnen nur Spekulationen angestellt werden.

5.4.1.Potentieller Metabolismus einzelner Lipopr oteinsubfraktionen

LpB, LpB:C-llI, LpB:E und LpB:C-lll :E konrten von mehreren Arbeitsgruppen sowohl bei

gesunden Probanden als auch bei Probanden mit verschiedenen Stoffwediselstérungen

nachgewiesen undcharakterisiert werden (siehe 5.2.9. Es gé€llt sich nun de Frage, wie und
wo dese Partikel entstehen. Ein moglicher Metabalismusist in Abbildung 20 dargestellt.
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Abbildung 20 Mdglicher Metabolismus von LpB, LpB:E und LpB:C-IIl :E beim gesunden Proban-
den.

Bei gesunden Probanden werden die nascierenden VLDL in der Leber prodwziert undenthal-
ten neben dem ApoB auch das ApoE. Sie stellen somit eine Mischung aus LpB und LpB:E
dar [115. Sobald dese Partikel in de Zirkulation gelangen, nehmen die VLDL nicht nur das
ApoC-IIl und das ApoE aus den HDL auf, sondern im Austausch gegen Phosphdipide auch
Cholesterin und werden zu LpB:C-lll :E. Durch de ApoC-Ill- Aufnahme wird vermieden,
dassdie VLDL vorzeitig von der Leber aufgenommen werden. In der Zirkulation werden his
zu 90% der Triglyceride in VLDL von der Lipoproteinlipase hydrolysiert. Dabel wird der
grofdte Teil an ApoC-Ill undein Teil desfreien Cholesterins erneut auf die HDL transferiert.
Nacd der Hydrolyse verbleiben kleine, mit ApoE- und Cholesterin-angereicherte Lipoprotei-
ne, de ds VLDL-Remnants bezeichnet werden. Ein Teil dieser Partikel wird drekt tber
LDL- und LRP-Rezeptoren in de Leber aufgenommen und ar andere Teil wird zu LDL
hydrolysiert [102. Die Entscheidurg, welches Partikel wie metabdisiert wird, hangt
hochstwahrscheinlich von dem ApoE- und ApoC-lil- Besatz ab. Vermutlich werden de IDL,
die den groften ApoE/ApoC-lll- Quatient aufweisen, drekt von der Leber aufgenommen.
Die ApoC-lll-reicheren IDL werden dagegen duch de LPL zu LDL hydrolysiert, das A-
poC-lll wird dabei auf die HDL Ubertragen undes entstehen LpB.
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Zusammengefasg scheinen zwel Prozese im Metabdismus der LpB, LpB:C-lll:E und
LpB:E eine grofl3e Rolle zu spielen: einerseits die Lipalyse der triglyceridreichen Lipoprotei-
ne, andererseits der Transfer von ApoE und ApoC-Ill vonHDL zu VLDL und ungekehrt.

In Abbildung 20 wurde LpB:C-lll nicht erwahnt, well dieses Partikel bei gesunden Proban-
den entweder in sehr niedrigen Konzentrationen oder vermutlich tberhaupt nicht vorkommt
Bel den Probanden mit Hyperli poproteinamie oder anderen Stoffwedsel storungen erwiesen
sich 20% bis 60% der VLDL als LpB:C-lll (siehe Abb. 19. LpB:C-lll wurde grofdtenteilsin
VLDL, aber auch in IDL und LDL nadhgewiesen. Der Syntheseort dieses Partikels ist noch
unkiar. Mdglicherweise wird LpB:C-lll von der Leber as naszierendes VLDL sezerniert.
Sollten de VLDL mit ApoC-Ill asziieren, mufdte in der Leber eines Hypertriglyceridami-
kers die Synthese-Rate von ApoC-lll erhdht sein. Das ist nicht unwahrscheinlich, da bekannt
ist, dass einerseits die Hypertriglyceridamie haufig mit Insulinresistenz assoziiert ist [119
und andererseits die Expresson des ApoC-lll- Gens z.B. duch Insulin urterdriickt wird
[116-118. Bel einer Insulinresistenz wirkt Insulin urzureichend an den Rezeptoren der Le-
ber-, Muskel- und Fettzellen, so dassdie Unterdriickung der Expresson des ApoC-IlI- Gens
ausbleibt. Durch den Wegfall der Hemmwirkung des Insulins auf die Lipase im Fettgewebe
kommt es zur gesteigerten Lipalyse der Triglyceride und somit zur Konzentrationserhéhurg
der freien Fettsduren und as Glycerins im Blut. Glycerin kann nu in der Leber zur Trigly-
ceridsynthese verwendet werden. Es kommt zur gesteigerten VLDL-Synthese, oder genauer
formuliert zur gesteigerten Synthese von ApoC-lll-reichen VLDL. Die im Blut zirkulieren-
den freien Fettsauren aktivieren das CETP (Cholesterin Ester Transfer Protein) [120, das
den Transfer von den Cholesterinester aus HDL und LDL auf die VLDL im Austausch ge-
gen de Triglyceride fordert. Durch den Verlust der Core-Lipide scheinen de triglyceridrei-
chen HDL instabil zu werden undwerden schnell metabadlisiert [121]. Damit wird der Trans-
fer von ApoC-Ill und ApoE von VLDL auf die HDL, der wahrend cer Lipoyse stattfindet,
beantradtigt. Es kommtzur Anreicherung von LpB:C-1Il undLpB:C-llI :E.

Diese Hypothese wird duch de Ergebnise der BIGPRO-Studie [122) unterstiitzt. An 265
Probanden mit Insuli nresistenz konrte gezeigt werden, dassnur bei den hypertriglyceridami-
schen Probanden (TG>1,7 mmol/l) Insulin pasitiv mit ApoC-lll- haltigen LpB und ApoE-
haltigen LpB korreliert. Die Akkumulation von triglyceridreichen Partikeln undoder deren
divergierende Zusammensetzung kdnrten de Ursadhe der Hypertriglyceridamie bei Insulin-

resistenz sein.
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LpB:E scheint ein Partikel zu sein, das <hnell metabadlisiert wird. Einerseits wird LpB:E mit
hoher Affinitét an de Zellrezeptoren undHSFG gebunden, andererseits wird es durch den
Transport von ApoC-lIl zu LpB:C-lll :E umgewandelt. Diese Uberlegungen stehen auch im
Einklang mit der Beobadtung, dass dieses Lipoprotein nu in geringen Konzentrationen
sowohl bei gesunden Probanden als auch bel Probanden mit Hyperli poproteinamien, ausge-
nommen bei Typ-llI- Probanden, rnachzuweisen ist. Die Typ-IlI- Hyperlipoproteindmie ist
nicht nur durch erhéhte Chalesterin- und Triglycerid-Konzentrationen gekennzeichnet, son
dern auch durch erhbhte ApoE-Spiegel. Der Grunddefekt dieser Erkrankung liegt im ApoE2,
das Cystein sowohl in Postion 112als auch 158 & Aminosduresequenz aufweist. Der
Aminosaureaustausch Cystein fur Arginin verandert die ApoE-Konformation undhebt hier-
mit die Eigenschaft des ApoE auf, an den LDL- und LRP-Rezeptoren zu hinden [48]. Die
verzogerte Clearance von VLDL und IDL ist jedoch nicht nur auf die gestorte Bindurg zu-
rickzufiihren, sondern auch auf die beantradtigte Lipolyse dieser Lipoproteine. Es ist be-
kannt, dass ApoE einerseits die VLDL-Produktion foérdert und andererseits die LPL hemmt

[123.

5.4.2.ApoB-haltige Lipopr oteinsubfraktionen und Atherogenese

Die Bestimmung der Lipoproteinsubpopuationen bei Dydlipoproteindmien hat gezeigt, dass
Lipidstoff wedhsel storungen weniger durch qualitative ds vielmehr durch quantitative Unter-
schiede in den funf wichtigsten ApoB-haltigen Lipoproteinen gekennzeichnet sind. Wahrend
bei hyperchal esterindmischen Probanden hauptsachlich LpB und LpB:E nachzuweisen sind,
werden bei Hypertriglyceridamien uberwiegend LpB:C, LpB:C:E, LpB und LpA-II-
Komplex-Partikel festgestellt [72]. Die ApoB-haltigen Lipoproteinsubfraktionen urterschei-
den sich nicht nur in ihrer Zusammensetzung, sondern auch in ihren metabali schen Eigen-
schaften. Es gellt sich nun de Frage, ob es auch Anzeichen in Bezug auf unterschiedliches
atherogenes Potential unter den Lipoproteinsubfraktionen gibt. Da es keine direkte Methode
zur Bestimmung der relativen Atherogenitét der verschiedenen Lipoproteinpartikel gibt, wird
diese Frage anhand pulli zierter Studien dskutiert.

Zum ersten Ma konrte der Zusammenhang zwischen den triglyceridreichen Lipoprotein-
subfraktionen und a@r Atherosklerose in einem kleinen Probandenkall ektiv der CLAS-Studie
[124) gezeigt werden. Bei Probanden mit fortgeschrittener Atherosklerose oder vorausge-
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gangener BypassOperation wurde der Einflussder Cholesterin-senkenden Medikamente auf
die ApoB-haltigen Lipoproteine untersucht. Es hat sich herausgestellt, dass nur die LpB-
Partikel signifikant gesenkt wurden, wahrend der LpB:C-, LpB:C:E- und LpA-II:B-
Komplex-Spiegel unbeanflusg blieb. Die Ergebnisse deuten auf ein atherogenes Potential
der LpB hin, dain der Placébo-Gruppe die Zahl der ,, Progressors* (fortschreitende Lasi onen)
angtieg. Bel den Probanden der Verum-Gruppe mit erhdhten LpB:C- undLpB:C:E- Spiegeln
konnten verminderte Konzentrationen an ApoC-Ill in HDL und erhéhte Konzentrationen in
VLDL+LDL (erniedrigte ApoC-lll- Ratio) festgestellt werden. Diese Probanden zeigten auch
ein Fortschreiten der atherosklerotischen Lasionen, obwohl der LpB-Spiegel gesenkt wurde

[35].

Diese Ergebniss konrten von der MARS-Studie [125 bestétigt werden. Bei 270 Probanden
konnte mit einem Cholesterin-senkenden Praparat (Lovastatin) eine signifikante Reduktion
der LpB erzielt werden, wahrend de Konzentration der triglyceridreichen ApoB-haltigen
Lipoproteinsubfraktionen kaum beeanflusd wurde. Die Bestimmung der ApoB-haltigen Li-
poproteinsubfraktionen bel 63 Probanden aus der MARS-Studie fuhrte zur Feststellung, dass
erhohte Konzentrationen der triglyceridreichen Lipoproteinsubfraktionen insgesamt, sowie
des LpA-Il:B-Komplexes, statistisch signifikant mit dem Fortschreiten der Lasionen in ko-
ronaren Arterien assoziiert snd[36).

Ubereinstimmend mit den CLAS- und MARS-Ergebnissn konrte auch in der ECTIM-
Studie [37] gezeigt werden, dass der Quatient ApoC-Ill in HDL/ApoC-lll in VLDL+LDL
signifikant niedriger bei den ,,Progressors‘ bzw. den Patienten mit Myokardinfarkt war als
bei den Kontrollen. In der univariaten Analyse konrte au3erdem festgestellt werden, dassdie
Konzentration an ApoC-lll- haltigen LpB bei Patienten signifikant hoher war als bei den
Kontrollen. Eine andere Studie, in der 188 Probanden mit Diabetes Typ Il untersucht wur-
den, fuhrte zu einem &hnlichen Ergebnis: die ApoC-liI- haltigen LpB stellen ein urabhéngi-
ges Risiko fur die kardiovaskul&ren Erkrankungen dar [54)].

Die CARE-Studie [126 konne zeigen, dass erhbhe ApoB-Konzentration in VLDL,
ApoC-llI- Konzentration in VLDL+LDL sowie ApoE-Konzentration in HDL unabhéngige
Faktoren fur ein wiederholtes kardiovaskuléres Ereignis darstellen. Es wurde auch festge-
stellt, dass die ApoE-Konzentration im Plasma oder in VLDL+LDL mit kardiovaskuléaren

Erkrankungen assziiert ist. Dennoch verschwindet diese Asziation in der multivariaten
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Analyse. Hochstwahrscheinlich ist ApoE nur ein Marker fur das ApoC-lll in VLDL+LDL
und kein drekter Verursacher der Atherosklerose.

Alle diese Studien zeigen den Zusammenhang zwischen den triglyceridreichen ApoB-
haltigen Lipoproteinsubfraktionen und ar Atherosklerose. Welche Eigenschaften der ein-
zelnen Lipoproteinsubfraktionen zur erhéhten Atherogenitét beisteuern undwie das athero-
gene Potential einzelner Partikel ausféllt, mussjedoch in weiteren, moglichst prospektiven
Studien, geklart werden. Tabelle 15 stellt eine Zusammenfasaung der bisher bekannten Ei-
genschaften der Lipoproteinsubfraktionen undihrer mogli chen Atherogenitét dar.

Lipoproteinsub- Biochemische und metabolische Eigenschaften, die aur | Abschatzung der

fraktion Atherogenitéat beitragen maglichen Athe-
rogenitat

LpB ¢ dascholesterinreichste Partikel

»  hauptsadlich in LDL-Grol3e nachweisbar +++
LpB:C-ll » triglycerid- und cholesterinreich

e inder VLDL-, IDL- und LDL-Gré63e nachweisbar

» verzogerte Cleaance (hemmende Wirkung des ApoC-lli Tt

auf die LPL und auf die Aufnahmein die Zelle)

LpB:C-lll :E e triglycerid- und cholesterinreich

¢ inder VLDL-, IDL- und LDL-Gr6Re nachwei shar

» verzogerte Cleaance (hemmende Wirkung des ApoE Tt

und ApoC-lll auf die LPL und inhibitorische Funktion
des ApoC-lll auf die Aufnahmein die Zelle)

* in der Reihe LpB:C:E — LpB:C — LpA-II-B-Komplex
bessre Aufnahme von Makrophagen [127)

« Nadcweis von ApoE-angereicherten VLDL+IDL in
atherosklerotischen Plaques [12§

LpB:E(3/3) e cholesterin- und triglyceridreich

LpB:E(2/2) »  hauptsadlich nu beim ApoE2-Phenotyp nadhweisbar ++

e inder VLDL-, IDL- und LDL-Gro6e nachwei shar

e verzogerte Cleaance (durch verminderte Bindung des
ApoE2 an die Zdlrezeptoren)

Tabelle 14: Zusasmmenfasaung der biochemischen urd metabolischen Eigenschaften der Lipopro-
teinsubfraktionen in Hinsicht auf ihre mogli che Atherogenitét.

5.4.3.Pround contra: ,, family concept*

Das Lipoproteinfamilien-Konzept wurde in den 70ger Jahren von Alaupovic et al. [34] als
eine Alternativklassfikation fir die Lipoproteine vorgeschlagen: all e Lipoproteine werden in
LpA-I, LpA-I:A-ll, LpB, LpB:C, LpB:C:E und LpA-Il:B-Komplex eingeteilt. Die Einteilung

der Lipoproteine nach der Apdipoproteinzusammensetzung und ncht nach der Dichte oder
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der elektrophaetischen Mohilitat sollte mehr Verstandnis tber die Funktion der einzelnen
Lipoproteinpartikel im Stoffwecdhsel erbringen. Die Apdipoproteine und richt die Lipide
sind de Bestandteile der Lipoproteine, die fur die Stabilit &, den Transport, die Aufnahme
der Lipoproteine in de Zellen undauch fur die Aktivierung bzw. Inhibierung bestimmter
Enzyme verantwortlich sind. Mit anderen Worten, in der Zirkulation wird das Schicksal
eines Lipoproteins nicht durch de Lipidzusammensetzung, sondern duch de Apdlipopo-
teinzusammensetzung determiniert. Aus diesem Grund erlaubt die Kenntnis der Apdipopro-
teinzusammensetzung potentielle Stérungen im Lipidtransport oder auch andere metabali-
sche Defekte zu entdedken und lesser zu verstehen. Auch fir die Abschatzung der maogli -
chen Atherogenitét eines Lipoproteins und hermit flr eine gezielte medikamentdse Therapie

ist die Kenntnis der Apadli poproteinzusammensetzung von grof3er Bedeutung [129.

Allerdings weist das Lipoproteinfamilien-Konzept einige Nadteile auf: es wird weder die
Grof3e der Lipoproteine - einer der wichtigsten Faktoren zur Beurteil ung der Atherogenitét -
berlicksichtigt noch der Austausch von Apdlipoproteinen urter den Lipoproteinen. Als ein
weiterer Contra-Argument gegen das famil y-concept konrte auch der Erfolg mehrerer grof3er
Therapie-Studien aufgefass werden. Diese haben gezeigt, dass die Senkung des LDL-
Chadesterins undoder die Senkung der Triglyceride mit gleichzeitiger Erhohurg des HDL-
Cholesterins zur Senkung des Atherosklerose-Risikos fuhrt (siehe Einleitung). Wirde die
Bestimmung der Lipoproteinsubfraktionen das Ergebnis verdndern oder gar verbessern? Die
Antwort lautet héchstwahrscheinlich ,nein“. Denn de LDL-Chalesterin-Senkung wére mit
der Senkurg der LpB vergleichbar, die Triglycerid-Senkung mit der Senkung der LpB:C,
LpB:C:E und des LpA-Il:B-Komplexes und de HDL-Erhohurg mit der Erhohurg der LpA-I
und LpA-1:A-ll. Warum sollten diese Lipoproteinsubfraktionen tberhaupt bestimmt werden?
Mehrere medizinische Fragestellungen sind denkbar, die solchen Untersuchungen Sinn ver-

leihen:

* Bei welcher Erkrankung werden welche Lipoproteinsubfraktionen vermehrt produziert
undwarum?

* Warum weisen Probanden mit gleicher Pathogenese diff erierende Lipoprotei nsubfraktio-
nen-Muster auf?

* Werden de Lipoproteinsubfraktionen gleichsinnig von den Medikamenten beanflusg?
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Diese Fragen konren zur Zeit nur tellweise beantwortet werden. Die Bestimmung der Li-
poprotei nsubfraktionen in grof3en prospektiven Studien kdnrte mehr Klarheit verschaffen, ist
jedoch wegen des Fehlens einer standardisierten Methode schwer zu redisieren.

Werden de Pro- und Contra-Argumente zu dem family-concept in Erwégung gezogen, so
scheint eine Kombination aus der konventionellen Einteilung der Lipoproteine (in VLDL,
LDL und HDL) und cer alternativen Klassfikation rach Apdli poproteinzusammensetzung
vorteilhaft zu sein. Die Bestimmung der VLDL, LDL und HDL erlaubt eine grobe, aber
meistens ausreichende Abschatzung des koronaren Risikos fUr einen Patienten. Die Eintel-
lung nach Apdli poproteinzusammensetzung erlaubt dagegen, de Ursachen fur die Entste-
hung dieses Risikos zu verstehen. In anderen Worten: fir eine gute Behandung der Patien-
tenist ein Arzt mit der Kenntnis von VLDL-, LDL- und HDL-Konzentrationen gut beraten,
ein Wissenschaftler dagegen, der die biochemischen Ursachen z.B. der erhbhten VLDL-

Konzentrationen verstehen mochte, sollte sich mit den Lipoproteinsubfraktionen befassen.

5.4.4.Ausblick

Die Darstellung der Vor- und Nadhteil e zur Charakterisierung und Quantifizierung von Li-
poproteinsubfraktionen legt nahe, dassdiese Untersuchungen einen wichtigen Beitrag zum
bessren Verstdndns sowohl des Lipoproteinstoffwedisels als auch der Pathogenese von
Hyperlipoproteinamien leisten konrten. Daflr sollte dlerdings eine gut standardisierbare
Methode entwickelt werden, de die Mesaung grol3er Probenserien erlaubt. Die vorliegende
Arbeit konrte zeigen, dass weder die Immunprézipitation nach de Immunabsorption sich
uneingeschrankt fir diese Aufgabe egnen: die Immunprazipitation wegen der aufgedeckten
und dskutierten Unplausibilit &en, de Immunabsorption wegen schledhter Standardisierbar-
keit und holem Zeitaufwand. Eine Mogli chkeit bestiinde in der Herstellung einer mit Anti-
korper hochbeladenen Sepharose, die nur in kleinen Mengen zu der Probe zugefiihrt werden
musde. Nad einer bestimmten Re&ktionszeit wirde die Trennurg der Probe von der Sepha-
rose afolgen. Mit drel Sepharose-Sorten: Anti-C-Ill, Anti-E und Anti-C-lll- E sowie énem
redhnerischen Algorithmus, kénrten ale vier Lipoproteinsorten — LpB, LpB:C-lll, LpB:E
und LpB:C-lll :E — ermittelt werden. Diese Methode hétte mehrere Vorteile: einerseits ent-
fallt der Zentrifugationsschritt, der bel der Immunprézipitation ndwendig war, andererseits

kann cer kostenintensive Immunabsorber wieder verwendet werden. Unter Verwendurg die-
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ser Methode in Kombination mit Ultrazentrifugation oder FPLC waére die Durchfihrung von
prospektiven Studien denkbar. In solchen Studien kénrte nicht nur die Frage der mogli chen
Atherogenitét eines Partikels, sondern auch de Wirkung eines Medikamentes auf bestimmte

Lipoproteinsubfraktion analysiert werden.

Die Charakterisierung funktioneller Eigenschaften von Lipoproteinsubfraktionen kann als
ein weiteres interessantes Objekt der Forschung angesehen werden. In der vorliegenden Ar-
beit konnte an drei Probanden gezeigt werden, dass LpB:C-lll:E vermutlich das héchste
atherogene Potential tragt, weil dieses Partikel einerseits cholesterin- undtriglyceridreich it,
in Partikel-Gréf3en vorkommt, die die Passage durch das Endathel erlauben undandererseits
am schledhtesten von den Zellen internalisiert wird. Diese Eigenschaften von LpB:C-llI :E
musgen an einer groferen Anzahl von Probanden bestétigt werden. Von grof3er Bedeutung
wéren auch Internalisationsgudien an humanen Monacyten/Makrophagen, den Zellen, de

bei der Entwicklung der Atherosklerose wichtigere Rolle ds Fibroblasten spielen.

Angesicht der Tatsadhe, dassdie Atherogenese und Inflammation eng miteinander verbun
den sind, ware es interessant zu erforschen, ob de Lipoproteinsubfraktionen einen urter-
schiedlichen Einflussauf die Bildung von pro- oder anti-inflammatorischen Faktoren haben.
Esist z.B. gezeigt worden, dassVLDL einen inhibitorischen Einflussauf den IL-2-Rezeptor
und eine &tivierende Wirkung auf die IL-2-Synthese haben und @mit die Zellteilung von
Lymphazyten inhibieren [130.

Es kann gesagt werden, dassdie Erforschung von Lipoproteinsubfraktionen viele wichtige

Erkenntnisse e@warten 1&s4g, die unser Verstandnis Uber das komplizierte Ereignis der Athe-

rogenese aweitern konrten.
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6. Zusammenfasaung

Der Zusammenhang zwischen den triglyceridreichen Lipoproteinsubfraktionen und ar Ent-
wicklung wvon kardiovaskuléren Erkrankungen konrte sowohl durch de Ergebnisse der
Grundagenforschung als auch duch mehrere gidemiologische Studien gezeigt werden. Zu
den atherogenen Eigenschaften eines Lipoproteins zahlt nicht nur seine Lipidzusammenset-
zung, sondern auch de Verweildauer in der Zirkulation undseine Grof3e. Bei der konventio-
nellen Einteilung der Lipoproteine in VLDL, IDL, LDL und HDL werden dese Eigenschaf-
ten nu zum Tell berlicksichtigt. Aus diesem Grund wurden de Lipoproteine nadh ihrem
Apdipopoteinbesatz in LpA-lI und LpA-l:A-ll, LpB, LpB:C, LpB:E, LpB:C.E und
LpA-1I:B:C:D:E klasgfiziert.

Ziel dieser Arbeit war, die ApoB-haltigen Lipoproteinsubfraktionen (LpB, LpB:C-lI,

LpB:E, LpB:C-Ill :E) zu isolieren undzu charakterisieren. Im ersten Teil der Arbeit wurden

zwei immundogische Verfahren — die Immunprézipitation und de Immunabsorption — fir

die Isolierung der Lipoproteinsubfraktionen eingesetzt und miteinander verglichen. Der An-
satz der Immunprézipitation fuhrte zur Alteration der Lipoproteine underwies sch als unge-
eignet. Die Lipoproteinsubfraktionen wurden mittels Immunabsorption nrach der Apadli popro-
teinkomposition undanschli ef3end mittels Gelchromatographie nach Grof3e isoliert. Bioche-
mische und funktionelle Charakteriserung der VLDL- und LDL-grofRen LpB, LpB:C-lll,

LpB:E undLpB:C-IIl :E fluhrte zu folgenden Ergebnisen:

e LpB:C-lll, LpB:E und LpB:C-Ill :E wurden wie in VLDL- als auch in LDL-Gro6M3e nad-
gewiesen, LpB dagegen nu in der LDL-Grol3e;

* im VLDL-Grofsenbereich ist LpB:C-lll das triglycerid- und chdesterinreichste Partikel,
im LDL-GroRenbereich ist es dagegen das LpB:C-lIl :E;

» sowohl unter den VLDL-groRRen als auch urter den LDL-grof3en Lipoproteinen wird das
LpB:E am besten und as LpB:C-lIl :E am schleditesten von humanen Fibroblasten inter-
nalisiert;

* VLDL-grol3e Lipoproteinsubfraktionen werden mit einer Ausnahme (LpB:E) schledter
von cen Fbroblasten internalisiert als LDL-grof3e Partikel.

Diesen Ergebnissen ist zu entnehmen, dass LpB:C-lll :E vermutlich das héchste aherogene

Potential tragt. Um diesen Verdadt zu bekraftigen, sind weitere Untersuchungen nawendig,

die nicht nur qualitative, sondern auch quantitative Aspekte in Betradit ziehen undauch den

Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein des LpB:C-1ll :E und den klinischen Ereignis-

sen erforschen.
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8. Anhang
Apolipo- |[Mass Funktion Vorkommen
protein kDa
A-l 285 | Strukturprotein, Aktivierungder LCAT, Bindung HDL
an HDL-Rezeotoren
A-ll 17 | Aktivierungder hepatischen Lipase - ? HDL
A-lV 46 | Triglyzeidstoffwedhsel, Aktivierungder LCAT Chylomikronen, HDL
B-100 550 | Sekretion von Triglyzeriden urd Cholesterin aus VLDL, LDL
Leber und Dinndarm, Strukturprotein, Bindung
an den LDL-Rezeptor
B48 265 | Resorption von Lipiden urd lipidldglichen Vita Chylomikronen, Chyl.-
minen aus der Nahrung Remnants
C-l 6,5 | Unterdriickungder Bindung von naszierenden VLDL, HDL
Lipoproteinen an den LDL - und an LRP- Rezeg-
tor, Aktivierungder LCAT
C-ll 8,8 | Aktivierungder LPL VLDL, HDL
C-lll 8,9 |Inhibierungder LPL und der Bindungan den LDL VLDL, HDL
und LRP-Rezeotor
D 29 | Aktivierung urd Stabili sierungder LCAT HDL
E 34 | Ligand fur den LDL- und den LRP-Rezeptor, Chylomikronen, Chyl.-und
Ausghleusung von Cholesterin aus peripheren VLDL — Remnants,
Zellen VLDL, HDL
F-J Unbekannt HDL
a 350 | unbekannte Funktion bei der Fibrinolyse und Lp(a)
900 | Blutgerinnung

Tabedle A: Funktion der bekannten Apalipoproteine und deren Vorkommen in den Lipoproteinen

[107].




Anhang

Bezachnung Organ, Z€lle Ligand Funktion
LDL-R dle Zelen ApoE, ApoB-100, LPL-? Aufnahme und Katabolismus
von LDL
Regulation der zdluléren
Chol esterinhomdostase
LRP Leber, Neuronen, | ApoE, LPL, HTGL, ApoB-100, Katabalismus von Chylo-
(LDL- Astrozyten urd | Apo(a), Ladorferrin, Vitellogenin, | mikronen-Remnants und
receptor re- | viele adere Thrombospondine, Saponine, Vi- | anderer ApoE-haltiger Li-
lated protein) ren, o,-Makroglobulin us.w. poproteine
Makrophagen, Ausschleusung von Choleste-
HDL-R Schaumzdl en, HDL rin aus Zellen urd Geweben
Endothelzdlen, (reverser Cholesterintrans-
Adipozyten, port)
Fibroblasten
Scavenger-R | Makrophagen, modifizierte Lipoproteine (z.B. »Aufraumfunktion*: Katabo-
(sechsKlass |Kupffer-Zellen, |oxidierte oder enzymatisch veran- | lismus von modifizierten
sen A-F) Schaumzellen, | derte LDL, B-VLDL) Lipoproteinen
Endothelzdlen

Tabelle B: Uberblick tiber die Lipoproteinrezeptoren urd deren Funktion [102].

Dichte Mass | Grofe | elektrophor. | Protein | Lipide | FC | CE | TG
Lipoprotein g/ml MDa nm M obili tat % % % | % | %
Chylo- <0,95 >150 | <10' Auftrags- 2 5 1 2 | 90
mikronen stelle
VLDL < 1,006 5-130 50 pré-3-Bande 10 16 7 | 13| 54
IDL 1,006-1,019 | 3,5-2,5 30 17 20 9 | 34| 20
-Bande
LDL 1,0191,063 2,5 21 23 21 11 | 41| 4
HDL ; 1,055-1,085 0,5 12 35 34 10| 20| 1
o-Bande
HDL , 1,0851,125 0,36 10 42 35 5 | 13| 5
HDL 5 1,1251,21 0,2 8 56 23 3 |15 3
VHDL 1,21-1,25 0,15 7 72 20 2 5 1

Tabelle C: Physiko-chemische Eigenschaften der Lipoprotein-Dichtefraktionen [102].
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Ergebnise
Studien Krankengut Foll ow- Therapie
up Lipideund Lp Endpunkte / angiographische
Untersuchungen
n=381(30-67 Jahre) 20mg/Tag Sim- TC1 2% Reduktion der Progresgonsrate
MAAS[1]] Nadweis von zwei Koronarsegmen- | 5 Jahre | vastatin oder TG 118%
& | (Multicenter Anti-Atheroma ten mit Lumenverminderung Diét LDL-C | 31%
S | Study) TC: 5,5-8 mmol/l, TG: <4 mmol/I| HDL-C t 9%
0]
% n=885(40-70 Jahre) TC 1 20% Reduktion der Progressonsrate
= REGRESS[12] Nadweis von mindestens 50%iger 2 Jahre | 40 mg Pravasta TG 7% (Abnahme des Lumens um 0,06mm
g (Regresson Growth Evaluation Stenose tinTag LDL-C | 2% gegeniiber 0,10 mm in der Kontroll-
é Statin Study) TC: 155-310mg/dl oder Placeno HDL-Ct 10% |9ruppe)
<
3 LCAS[13 n=429 40 mg/Tag Hu- TC ! 18% Progresson der Lasionen signifikant
%. (Lipoprotein und Coronary Nadweis von mindestens einer 2,5 Jahre | vastatin TG 1% verzogert;
5, | Atherosclerosis Study) Koronarstenose oder Di&t LDL-C | 265% | Abnahme der kardial-todlichen Er-
2 LDL-C: 115190 mg/dl HDL-C 1 55% | €ignisseum 32,8%
&8
Post-CABG [14] n=1351 4 oder 80 LDL-C: 93-97 mg/dl | 31%ige Reduktion der durchschnitt-
(Post-Coronary Artery Bypass Revaskularisation der Bypasgefalie | 4,3 Jahre | mg/Tag Lovasta lichen Progresgonsrate in den By-
Graft) LDL-C: 130-175mg/d| tin pasgyefalden
-_g WOSCOPS[15 n = 6595(45-64 Jahre) 5Jahre | 40mg/Tag Pra- TC 1 20% 31%ige Reduktion beim priméren
= (West of Scotland Prevention ohre Vorgeschichte vastatin LDL-C | 26% Endpunkt (nicht todlicher Myokard-
@ | Study) LDL-C:155mg/dl oder Placéo infarkt oder KHK-asziierter Tod)
2 Gesamtmortalitdt nicht gesenkt
o
=§ AFCAPS/TexCAPS[16] n= 6605 TC 1 184% eduktion des priméren Endpunktes
g— (Air ForceTexas Coronary keine KHK 5,2 Jahre | 20mg/Tag Lo- TG | 15% um 36% (Angina pedoris, nicht
‘c | Atherosclerosis Prevention Study) LDL-C: 150mg/dl vastatin LDL-C | 25% todlicher Herzinfarkt und plétzlicher
& TC: 221 mg/di oder Digt HDL-C 16% Herztod)

Tabelle D: Uberblick tiber klinische Studien, die den Zusammenhang zwischen Dysli poproteinamien urd KHK widerspiegeln [10,131].
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Sekundér praventionsgudien

Ergebnise
Studien Krankengut Foll ow- Therapie
up Lipideund Lp Endpunkte / angiographische
Untersuchungen
45[17] n=4444(35-69 Jahre) im Mittel | 20mg/Tag Simvastatin, TC 1 28% Reduktion des relativen Risikos fir
(Scandinavian Simvastatin Vorgeschichte: Angina pedoris 5,4 Jahre | nach 6-8 Wochen Do- LDL-C | 38% Gesamtmortalitét von 30 % durch
Survival Study) oder Myokardinfarkt sisanpassung auf 40 mg, HDL-C 1t 8% eine Reduktion der kardiovaskuléren
TC: 5,5-8,0 mmol/I nach um Zielwerte von TC: Mortalitét
8wdochiger Diét 3,0-5,2 mmol/l zu errei-
chen
LIPID [19] n=9014(31-75 Jahre) 40 mg/Tag Pravastatin Reduktion der KHK-assziierten

(Long-term Intervention with

Pravastatin in schemic Dis-
eaxe)

Vorgeschichte: Angina pedoris
(n=3260 oder Myokardinfarkt
(n=5759

5 Jahre

oder Diat

Mortalitat um 24 %

CARE [19]

(Cholesterol and Reaurent
Events)

n=4159(21-75 Jahre)
Vorgeschichte: Myokardinfarkt
vor 3-20 Monate
TC: <240mg/d|
LDL-C: 115174mg/dl
TG: <350mg/d

>5 Jahre

40 mg/Tag Pravastatin
oder Di&t

Reduktion des priméren Endpunktes
(todlicher oder nicht todlicher Myo-
kardinfarkt) um 35% bei Patienten
mit dem hochsten LDL-C, in der
Gruppe mit dem niedrigsten LDL-C
(<125mg/dl) - kein Benefit

Tabelle D: Uberblick tiber klinische Studien, die den Zusammenhang zwischen Dysli poproteindmien urd KHK widerspiegeln [10,131] (Fortsetzung).
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Ergebnisse
Studien Krankengut Foll ow- Therapie
up Lipideund Lp Endpunkte/ angiographische
Untersuchungen
LOCAT [29] n=395 TG | 36% angiographische Verbesserung der
(Lipid Coronary An- Vorgeschichte: Bypassoperation 2 Jahre | 1,2 g’Tag Gemfibrozil TC 1 55% nativen Geféle
giography Trial) HDL-C: <1,1 mmol/l oder Diét LDL-C | 4,5%
LDL-C: <4,5 mmol/| HDL-C 1 21%
TG: <4 mmol/Il
HIT [29] n=2500(<73 Jahre) TG 1 25% Reduktion des priméren Endpunktes
(Veterans Administration | Vorgeschichte: gesicherte KHK 1,6 g Tag Gemfibrozil LDL-C | ns. (Herzinfarkt) um 22 %, zusétzliche
HDL Intervention Trial) HDL-C: <40 mg/dl 5-7 | oder Di&t HDL-C 1 7,5% | Reduktion von Schlaganféllen und
LDL-C: <140mg/di Jahre TIAs
TG: <300mg/dl
PROCAM [8] n = 4849(40-64 Jahre) Bei Patienten mit erhthten TG (>2,3 mmol/l) und LDL-C
(Prospektive Cardiovascu- ohre vorherigen Myokardinfarkt 8 Jahre (>4,9 mmol/l) ist die Préavalenz an kardiovaskuléren Ereig-
lar Miinster Study) nissen doppelt so hoch wie bei Patienten mit niedrigen TG
(<2,3 mmol/l) und hohen LDL-C.
HHS[30] n = 4081(40-55 Jahre) 5 Jahre | 1,2 g'Tag Gemfibrozil TG | 43% Gesamtreduktion der kardialen End-
(Helsinki Heat Study) TC 1 11% punkte lag bei 34 %
LDL-C{ 10%
HDL-C 1 10%
n=15745(30-59 Jahre) 132 |1,6 gTag Clofibrat TC ! 9% Reduktion der KHK-Prévalenz um
WHO [3]] Jahre 20% (gegeniiber der Kontrollgruppe
(Clofibrate Primary Pre- mit hohen Cholesterin-Werten);
vention Study) Gesamtmortalitét unter Verum signi-

fikant erhdht gegentiber Placdoo

Tabelle E : Uberblick tiber klinische Studien, die den Zusammenhang zwischen den triglyceridreichen Lipoproteinen urd der Atherogenese widerspiegeln

[10,131].
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