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1 Einleitung 

1.1 Atherosklerose und Koronare Herzkrankheit 

1.1.1 Bedeutung der Atherosklerose 

Kardiovaskuläre Erkrankungen als Folge von Atherosklerose sind die Haupttodesur-

sache in der westlichen Welt (World Health Organization, 2004). Zu ihnen zählen 

die koronare Herzkrankheit (KHK) und die periphere arterielle Verschlusskrankheit 

(pAVK) sowie cerebrale und viszerale Durchblutungsstörungen. In Deutschland 

starben 2009 356.462 Menschen an Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems 

(knapp 42% der Todesfälle). Da es sich hierbei v.a. um Erkrankungen älterer Men-

schen handelt, waren bedingt durch die höhere Lebenserwartung von Frauen rund 

58% der Betroffenen weiblich. 60.153 Menschen starben durch einen akuten Myo-

kardinfarkt, hierbei handelte es sich in ca. 56% der Fälle um Männer und nur in 44% 

um Frauen (Statistisches Bundesamt, 2009).  

 

 

1.1.2 Risikofaktoren der Koronaren Herzkrankheit 

Die Bedeutung für und der Einfluss verschiedener Risikofaktoren auf die Entstehung 

der Atherosklerose und besonders der KHK wurde in zahlreichen epidemiologischen 

Langzeit-Studien untersucht. 

Für die vermutlich bedeutendste Studie in diesem Zusammenhang, die Framing-

ham-Studie, wurden in der amerikanischen Kleinstadt Framingham 1948 über 5000 

Männer und Frauen im Alter zwischen 32 und 60 Jahren rekrutiert, die bis heute 

kontinuierlich gesundheitlich überwacht werden (Dawber et al., 1951). 1971 und 

2002 wurden zahlreiche Kinder und Enkel der ursprünglichen Kohorte ebenfalls in 

die Studie aufgenommen. 

1979 wurde in Deutschland ein ähnliches Projekt gestartet, die multizentrische 

PROCAM-Studie (Prospective Cardiovascular Münster-Studie), in die bis heute über 

50.000 Menschen aus der Umgebung um Münster eingeschlossen wurden. Eine 

weitere großangelegte Studie mit deutschen Teilnehmern zu dieser Fragestellung ist 

das WHO MONICA Projekt in der Region um Augsburg (Hense et al., 2003).  

Aus den Daten dieser und anderer Studien lassen sich folgende Risikofaktoren ab-

leiten, die in nicht-beeinflussbare und beeinflussbare Risikofaktoren unterteilt wer-
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den können (Castelli et al., 1986; Assmann et al., 1997; Grundy et al., 1998; Grundy 

et al., 2000; Yusuf et al., 2004): 

 

Nicht beeinflussbare Risikofaktoren: 

− familiäre Disposition 

− Lebensalter 

− männliches Geschlecht 

 

Etablierte beeinflussbare Risikofaktoren: 

− erhöhtes Gesamt-Cholesterin, erhöhtes LDL-Cholesterin 

− erniedrigtes HDL-Cholesterin 

− erhöhte Triglyzeride 

− arterielle Hypertonie 

− Rauchen 

− Diabetes mellitus 

 

Weitere potenzielle Risikofaktoren, deren Bedeutung derzeit weiter untersucht wird: 

− Adipositas 

− hoher Lipoprotein (a)- Plasmaspiegel 

− genetische Polymorphismen  

− psychosoziale Faktoren 

− Alkoholkonsum 

− Ernährung 

− körperliche Inaktivität 

− Hyperhomocysteinämie 

− Hyperfibrinogenämie 

− Fibrinogen, CRP 

− Menopause 

 

Durch Kombination verschiedener Risikofaktoren miteinander wird das Risiko zu-

sätzlich erhöht, zum Teil potenzieren sich die Faktoren. Besonders bei den zuletzt 

genannte Risikofaktoren wird zur Zeit weiter untersucht, in wie weit sie als unab-

hängige Risikofaktoren zu werten sind beziehungsweise einfach zur Potenzierung 

der beschriebenen Hauptfaktoren beitragen (Grundy et al., 2000). 
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1.1.3 Triglyzeride als eigenständiger Risikofaktor 

Während erhöhte Cholesterinspiegel aufgrund der eindeutigen Studiendatenlage 

seit langer Zeit als unabhängige Risikofaktoren für Koronare Herzerkrankungen ak-

zeptiert sind und insbesondere die Rolle des LDL-Cholesterins in der Pathogenese 

der Atherosklerose gut untersucht ist (s. dazu 1.1.4), gibt es über die Bedeutung von 

Triglyzeriden als unabhängige Risikofaktoren geteilte Meinungen. Zahlreiche epi-

demiologische Studien haben jedoch auch einen Zusammenhang zwischen sowohl 

Nüchtern- als auch Nicht-Nüchtern-Triglyzeridwerten und dem Risiko für kardio-

vaskuläre Erkrankungen gezeigt (Austin, 1991; Kannel und Vasan, 2009). Erhöhte 

Triglyzeride sind über verschiedene pathophysiologische Mechanismen häufig mit 

Veränderungen im restlichen Lipidprofil wie einem erhöhtem LDL-Cholesterin oder 

erniedrigtem HDL assoziiert (Austin et al., 1990) und beeinflussen damit unbestritte-

ne Risikofaktoren.  

Einige durchgeführte epidemiologische Studien konnten zudem zeigen, dass erhöh-

te Triglyzeridspiegel einen unabhängigen Risikofaktor zumindest für einige Sub-

gruppen ihres Kollektivs darstellen (Castelli, 1992; Assmann et al., 1996; Jeppesen 

et al., 1998). In anderen Kollektiven ist dieser Einfluss nach Verrechnung mit ande-

ren Risikofaktoren jedoch nicht nachweisbar (Criqui et al., 1993; Menotti et al., 1994; 

Iso et al., 2001).  

Daneben gibt es unbestritten Krankheiten, die sich durch deutlich erhöhte Triglyze-

ride auszeichnen und mit einem stark erhöhten Atherosklerose-Risiko einhergehen, 

wie z.B. die Typ III-Hyperlipidämie nach Fredrickson (Utermann et al., 1977; Mahley 

et al., 1999).  

 

 

 

1.1.4 Pathogenese der Atherosklerose und Einfluss der 

Triglyzeride 

Definition und Einteilung der Atherosklerose 

Die Atherosklerose ist charakterisiert durch eine variable Kombination von Intimave-

ränderungen, bestehend aus fokaler Akkumulation von Lipiden, komplexen Kohlen-

hydraten, Blut und Blutbestandteilen, fibrösem Gewebe sowie Kalzium-

Ablagerungen, und Veränderungen der Media großer und mittlerer Arterien (World 

Health Organization, 1958). Pathophysiologisch handelt es sich dabei um ein kom-
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plexes Zusammenspiel von Endothelzellen, Monozyten, T-Lymphozyten, glatten 

Muskelzellen, Thrombozyten, LDL-Partikeln, Zytokinen, Chemokinen, Entzün-

dungsmediatoren u.v.m. (Ross, 1993; Libby, 2000; Libby, 2002). 

 

Pathophysiologische Mechanismen 

Die "Response-to-injury" Hypothese besagt, dass bestimmte Risikofaktoren (s. o.) 

zu einer endothelialen Dysfunktion führen (Ross und Glomset, 1976a; Ross und 

Glomset, 1976b; Ross, 1986). An diesen Stellen gelangen LDL-Partikel abhängig 

von ihrem Plasmaspiegel durch das Endothel in den subendothelialen Raum 

(Goldstein und Brown, 1977), wo sie chemischen Veränderungen wie z.B. Oxidie-

rungen unterliegen (Steinbrecher et al., 1984), die toxisch auf die umgebenden Zel-

len wirken können (Hessler et al., 1983), daneben sind auch zahlreiche nicht-

oxidative chemisch-enzymatische Modifikationen beschrieben (Klouche et al., 

2000). Die Bedeutung dieser Entzündungsreaktion in der Entwicklung der Athe-

rosklerose wird zunehmend deutlicher (Libby, 2002; Libby et al., 2009).  

Entzündungsmediatoren wie IL-1β oder TNF-α tragen zur Ausbildung von Adhäsi-

onsmolekülen für Monozyten, wie z.B. VCAM-1, P- und E-Selektin, auf Endothelzel-

len bei (Dong et al., 1998; Collins und Cybulsky, 2001). Verschiedene Chemokine, 

unter ihnen Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) (Gu et al., 1998), IFN-

induziertes-T-Cell- α -Chemoattractant (I-TAC) (Mach et al., 1999) sowie Eotaxin 

(Haley et al., 2000) führen zur Ansammlung von Monozyten und T-Lymphozyten in 

prädisponierten Bereichen. Monozyten differenzieren sich in der Intima zu 

Makrophagen und nehmen über Scavenger-Rezeptoren unkontrolliert modifiziertes 

LDL auf (Krieger und Herz, 1994; Stary, 1995). Es entstehen Schaumzellen, ein 

Hauptcharakteristikum der atherosklerotischen Plaques. Von den T-Lymphozyten 

ausgeschüttete Zytokine verstärken die Entzündungsreaktion, es entstehen "fatty-

streaks".  

Wachstumsfaktoren wie Plateled-Derived-Growth-Facter PDGF regen glatte Mus-

kelzellen der Media zum Wachstum und zur Migration in die Intima an (Ross, 1993). 

Dort bilden sie Kollagenfasern, die sich zusammen mit den dort befindlichen Zellen 

zu der fibrösen Kappe des Plaques entwickeln. Unterhalb der Kappe befindet sich 

ein Kern aus abgestorbenen Schaumzellen und frei gesetzten Lipiden.  

Während man früher davon ausging, dass es durch kontinuierliches Plaque-

Wachstum zu Stenosierung der Gefäße bis zum Verschluss und damit zu Durchblu-

tungsstörungen bis hin zum Infarkt kommt, setzt sich heute zunehmend die Er-
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kenntnis durch, dass die meisten Stenosen und Verschlüsse durch plötzliche Pla-

que-Rupturen zustande kommen (Libby, 2002). 

Besonders gefährdet sind dabei Plaques mit einer verdünnten fibrösen Kappe, ei-

nem großen Lipidpool und vielen Makrophagen. Entzündungsmediatoren wie IFN-γ 

können die Stabilität des Plaques beeinträchtigen und damit eine Ruptur erleichtern 

(Amento et al., 1991; Libby, 2009). Durch Ruptur der fibrösen Kappe kommt es zur 

Freilegung der Schaumzellen, die unter anderem Tissue-Factor auf ihrer Oberfläche 

präsentieren, so dass es bei Kontakt mit Thrombozyten zur Thrombosierung und 

zum Gefäßverschluss kommt. Nach Auflösung des Thrombus (natürlich oder durch 

Medikamente) kommt es zum Heilungsprozess, die fibröse Kappe verschließt sich 

wieder, durch Narbenbildung wird der Plaque allerdings häufig größer als zuvor. 

 

Triglyzeride und Atherosklerose 

Über die Beeinflussung etablierter unabhängiger Risikofaktoren, v.a. des LDL-

Cholesterins, hinaus können Triglyzeridreiche Lipoproteine (TRL) über verschiedene 

pathophysiologische Mechanismen direkt zur Entstehung der Atherosklerose beitra-

gen. Unter dem Begriff TRL werden folgende Lipoproteine zusammengefasst: VLDL 

und Chylomikronen sowie ihre jeweiligen Remnants (Remnant lipoproteins, RLP), 

die bei der Triglyzerid-Hydrolyse durch die Lipoproteinlipase entstehen (Fujioka und 

Ishikawa, 2009; Kannel und Vasan, 2009). Besonders atherogen scheinen dabei die 

RLPs zu wirken (Kawakami et al., 2001) 

TRL können wie LDL-Partikel die Arterienwand durchdringen und werden in 

menschlichen atherosklerotischen Plaques gefunden (Rapp et al., 1994). Sie schei-

nen u.a. mitbeteiligt zu sein an der endothelialen Dysfunktion (Kugiyama et al., 

1998) und Apoptose von Endothelzellen (Kawasaki et al., 2000; Hufnagel et al., 

2005), sowie der Proliferation glatter Muskelzellen (Kawakami et al., 2003). Aus 

Gründen der Übersichtlichkeit werden hier nur beispielhaft einige Mechanismen 

aufgezeigt: In vitro führen sie zu erhöhter Expression verschiedener an der Patho-

genese der Atherosklerose beteiligter Moleküle wie MCP-1 (Maeno et al., 2000; 

Domoto et al., 2003), VCAM-1 (Doi et al., 2000), Tissue-Factor (Doi et al., 2000), IL-

1β (Okumura et al., 2006) und CD40 (Kamemura et al., 2006). 

All diese und noch viele weitere Pathomechanismen sind zur Zeit Gegendstand in-

tensiver Forschung, mit dem Ziel, neue Ansätze in der Therapie der Atherosklerose 

zu entwickeln. 
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Lipoproteinlipase und Atherosklerose  

Die mögliche proatherogene Wirkung der Lipoproteinlipase ist schon seit vielen Jah-

ren im Fokus der Aufmerksamkeit (Zilversmit, 1973). In atherosklerotischen Plaques 

wird Lipoproteinlipase von einem Teil der Makrophagen und glatten Muskelzellen 

gebildet (Yla-Herttuala et al., 1991), dabei wird die Expression unter anderem durch 

oben beschriebene Cytokine reguliert (Mead et al., 1999). Durch Hydrolyse der TG-

reichen Lipoproteine kommt es lokal zu hohen Konzentrationen von RLPs, dies er-

leichtert den Einstrom in die Endothelwände. Zusätzlich wird durch die entstehen-

den Produkte TRL und freie Fettsäuren (FFS) die Permeabilität der Endothelwände 

verändert und ein Eindringen erleichtert (Eiselein et al., 2007). In vitro werden LDL 

und VLDL durch die Lipoproteinlipase in der subendothelialen Matrix zurückgehal-

ten, vermutlich durch Bindung an Proteoglykane (Saxena et al., 1992). Durch che-

mische Modifizierung der Lipoproteine entwickeln diese dann direkt vor Ort athero-

gene Wirkung (s.o.). 

In atherosklerotischen Läsionen hat die LPL damit am ehesten proatherogene Wir-

kung, während sie im restlichen Gefäßbett durch effektive Senkung des Triglyzerid-

Spiegels neutrale bis anti-atherogene Wirkung entfaltet (Mead et al., 1999). 

 

 

 

1.2 Lipoproteine und Apolipoproteine 

1.2.1 Übersicht über die menschlichen Lipoproteine und Apo-

lipoproteine 

Bedingt durch ihre Wasserunlöslichkeit können Lipide nicht frei im menschlichen 

Plasma zirkulieren, ihr Transport erfolgt daher in sogenannten Lipoproteinen. Diese 

bestehen aus einem lipophilen Kern aus Cholesterinestern und Triglyzeriden und 

einer hydrophilen Hülle aus amphipatischen Phospholipiden, freiem Cholesterin und 

Apolipoproteinen. Die Einteilung der Lipoproteine erfolgt meist nach ihrer vom Lipid-

anteil abhängigen Dichte, alternativ auch nach ihrer Mobilität im elektrischen Feld.  

In Tabelle 1 sind die physikochemischen Eigenschaften der Lipoproteine aufgezeigt. 
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Tabelle 1: Einteilung und Eigenschaften der Plasmalipoproteine, modifiziert nach 

(Richter und von Eckardstein, 2006) 

Lipoprotein Elektrophorese 

(Mobilität) 

Dichte 

g/ml 

Masse 

(MDa) 

Größe 

(nm) 

Apolipoproteine 

Chylomikronen keine < 0,9 < 150 75-1200 A-I, A-IV, B-48,  

C-I, C-II, C-III, E 

HDL2 1,063-

1,125 

0,36 9-12 

HDL3 

α 

1,125-

0,21 

0,20 5-9 

A-I, A-II, A-IV, A-V, 

C-I, C-II, C-III, M, 

E 

VLDL prä-β < 1,006 5-130 30-80 A-V, B-100, C-I, C-

II, C-III, E  

Lp(a) prä-β1 1,051-

1,082 

5,5 25-30 B-100, (a) 

IDL broad-β 1,006-

1,019 

3,5 25-35 B-100, C-III, E 

LDL β 1,019-

1,063 

2,5 18-25 B-100 

 

 

Jede Lipoproteinklasse enthält neben Apolipoproteinen einen charakteristischen 

Lipidanteil. Chylomikronen und VLDL sind Triglyzeridreiche Lipoproteine, in LDL und 

HDL hingegen überwiegen Cholesterin und Phospholipide. Tabelle 2 zeigt die Lipid-

zusammensetzung der Lipoproteine. 

 

Tabelle 2: Lipidzusammensetzung der Plasmalipoproteine in % (Richter und von E-

ckardstein, 2006) 

 Lipid-

gehalt 

Phospho-

lipide 

freies Cho-

lesterin 

Cholesterin-

Ester 

Triglyzeride 

Chylomikronen 98 5 1,5 1,5 90 

VLDL 90 16 7 13 54 

IDL 83 20 9 34 30 

LDL 77 21 11 41 4 

HDL2 58 35 13 13 5 

HDL3 44 23 3 15 3 
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Apolipoproteine sind wichtige Bestandteile der Hülle der Lipoproteine, neben ihrer 

stabilisierenden Funktion und der Vermittlung der Löslichkeit der Lipoproteine im 

Blut haben sie zahlreiche weitere Aufgaben wie z.B. die Bindung an spezifische 

Lipoproteinrezeptoren und Interaktionen mit anderen Lipoproteinen.  

Eine kurze Übersicht über die wichtigsten menschlichen Apolipoproteine gibt Tabel-

le 3. 

 

Tabelle 3: Übersicht über die wichtigsten menschlichen Apolipoproteine modifiziert 

nach (Richter und von Eckardstein, 2006; Kostner et al., 2006) 

Apoli-

poprotein 

Vorkommen Syntheseort Funktion 

A-I HDL Leber, Darm Strukturprotein, Aktivierung der LCAT, 

Bindung an den HDL-Rezeptor, Prosta-

zyklin-Stabilisierung 

A-II HDL Leber Aktivierung der hepatischen Triglyzeridli-

pase? 

A-IV HDL, CM Darm Aktivierung der LCAT 

A-V VLDL, HDL Leber Aktivierung der hepatischen Triglyzeridli-

pase 

B-100 CM, VLDL, 

IDL, LDL 

Leber Hauptligand des LDL-Rezeptors, Struktur-

protein, Sekretion von Triglyzeriden und 

Cholesterin aus Leber und Dünndarm, 

Aktivierung Lysolecithin-Acetyltransferase 

B-48 CM, VLDL Darm Strukturprotein der CM, Bindung an LRP, 

Resorption von Lipiden und lipidlöslichen 

Vitaminen aus der Nahrung 

C-I HDL, CM, 

VLDL 

Leber Aktivierung der LCAT, Unterdrückung der 

Bindung naszierender Lipoproteine an den 

LDLR und LRP 

C-II CM, VLDL Leber Aktivierung der LPL 

C-III HDL, CM, 

VLDL 

Leber Inhibitor der LPL, Interferenz mit Lipopro-

teinen an Leberrezeptoren 

C-IV VLDL, HDL Leber? Erhöhung Plasmatriglyzeride 

D (= A-IV) HDL, VLDL Leber Aktivierung und Stabilisierung der LCAT 

E HDL, IDL, 

CM, VLDL 

Leber Ligand des LDL-/VLDL-Rezeptors und 

LRP, Ausschleusung von Cholesterin aus 

peripheren Zellen, wichtig für intrazerebra-

len Cholesterin-Stoffwechsel 
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Apoli-

poprotein 

Vorkommen Syntheseort Funktion 

(a) HDL, LDL, 

Lp(a) 

Leber Funktion noch unklar, Sequenzhomologie 

mit Plasminogen 

M HDL Leber, Niere Bildung von pre-β-HDL, Cholesterinefflux 

 

 

 

1.2.2 Apolipoprotein E (Apo E) 

Funktionen des Apolipoprotein E 

Apolipoprotein E ist als wichtiges Strukturprotein Bestandteil der Lipoproteine VLDL, 

IDL, HDL sowie Chylomikronen und vermittelt deren Bindung an die LDL-Rezeptor-

Familie, nämlich den LDL-Rezeptor, das LRP (LDL-Rezeptor-related-protein) und 

den VLDL-Rezeptor (s.u.). Dadurch ist es am Lipidtransport einerseits zwischen 

Zellen verschiedener Gewebe, andererseits innerhalb eines Gewebes beteiligt und 

hat somit sowohl endokrine als auch parakrine bzw. autokrine Wirkung (Mahley, 

1988). Neben seiner Schlüsselfunktion beim Lipidtransport spielt Apo E eine wichti-

ge Rolle bei kognitiven Funktionen, im Immunsystem, bei der Regeneration periphe-

ren Nervengewebes, bei der Entwicklung der Alzheimerschen Erkrankung sowie 

vermutlich auch bei Infektionskrankheiten (Mahley und Rall, Jr., 2000). 

 

Genetik, Struktur und Vorkommen von Apolipoprotein E 

Das Gen des Apolipoprotein E liegt auf Chromosom 19 in einem Cluster mit den 

Genen für Apo C-I, C-II, C-IV sowie einem Apo C-I Pseudogen (Scott et al., 1985; 

Allan et al., 1995a), ist ca. 3,6 kb lang und enthält 4 Exons. 299 Aminosäuren bilden 

das fertige Protein, das aus 2 unterschiedlichen Domänen besteht: der aminotermi-

nale Teil ist für die Rezeptor-Bindung, das carboxyterminale Ende für die Lipopro-

tein-Bindung verantwortlich (Mahley, 1988). Hauptsynthesesort für Apo E ist die 

Leber, aber auch die meisten anderen Gewebe können Apo E synthetisieren, darun-

ter die Niere, die Nebennieren, die Muskulatur, Gliazellen sowie Adipozyten und  

Makrophagen (Basu et al., 1981; Zechner et al., 1991). 
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Apolipoprotein E-Polymorphismus 

Das Enzym Apo E existiert in mehreren Isoformen mit unterschiedlichen Auswirkun-

gen auf die Plasmalipid-Spiegels, siehe dazu 5.2.5 (Utermann et al., 1977). Die 3 

Hauptformen werden durch 3 Allele kodiert, das Wildtyp-Allel ist Apo E3, Apo E2 

und E4 unterscheiden sich jeweils in einer Base und dadurch in einer Aminosäure. 

Bei Apo E2 befindet sich an Position 158 ein Cystein statt einem Arginin, bei Apo E4 

an Position 112 ein Arginin statt einem Cystein (Weisgraber et al., 1981).  

Apo E3 ist in allen bislang untersuchten Bevölkerungsgruppen weltweit das häufigs-

te Allel, in Populationen europäischer Abstammung beträgt seine Frequenz ca. 77-

78%, gefolgt von Apo E4 mit ca. 15% und Apo E2 mit 7-8% (Davignon et al., 1988; 

Burman et al., 2009). Aus den 3 Allelen ergeben sich 6 Phänotypen, 3 homozygote 

und 3 heterozygote, mit folgenden Häufigkeiten: 1% E2/2, 13% E2/3, 2% E2/4, 59% 

E3/3, 22% E3/4, 3% E4/4 (Richter und von Eckardstein, 2006). 

 

Genregulatorische Elemente von Apolipoprotein E 

Schon seit ca. 20 Jahren ist bekannt, dass spezielle genregulatorische Elemente für 

die Expression von Apo E in bestimmten Organen verantwortlich sind (Simonet et 

al., 1991). In der Leber wird die Apo E-Synthese durch sog. Hepatic Control Regi-

ons (HCR) kontrolliert, in Makrophagen und Adipozyten lenken sog. Multienhancer 

(ME) die Expression (Zannis et al., 2001). 

 

 

 

Abbildung 1: Apo E Gen Cluster, modifiziert nach (Shih et al., 2000) 

 

Simonet et al wiesen nach, dass es durch Interaktionen der Hepatic Control Regio-

n 1 (HCR1) mit Enhancer-Elementen im Apo E Promotor zu starker Synthese von 

Apo E in der Leber kam. Ohne HCR1 war keine Expression nachweisbar, der Be-

weis dafür, dass der Promotor nicht allein für die gewebsabhängige Expression ver-

antwortlich sein konnte. Da es ohne Promotor aber auch zu keiner Expression kam, 

scheint dieser für die Transkriptionsaktivierung zuständig zu sein (Simonet et al., 

1993). HCR1 befindet sich ca. 19 kb downstream des Apo E Promotors. Es enthält 

5´ 3´ 
E C-I C-I´ C-IV C-II 

ME1 ME2 

HCR1 HCR2 
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mehrere Bindungsstellen für Proteine z.B. aus der Familie der HNF3 und HNF4-

Transkriptionsfaktoren (Dang et al., 1995) sowie multiple TGTTTGC-Motive, die 

auch in anderen Promotoren und Enhancern von Genen zu finden ist, die ebenfalls 

bevorzugt in der Leber exprimiert werden. 

Eine weitere Hepatic Control Region (HCR2) befindet sich 10 kb downstream von 

HCR1 und ist zu ca. 86% homolog zu dieser, s. 4.2.1 (Allan et al., 1995b). Beide 

Regionen können unabhängig voneinander die Expression aller Gene des Clusters 

steuern, HCR1 scheint dabei vorrangig für Apo E und Apo C-I verantwortlich zu 

sein, HCR2 eher für Apo C-II und Apo C-IV (Zannis et al., 2001). 

 

Die beiden Multienhancer ME1 und ME2 befinden sich 3,3 kb bzw. 15,9 kb 

downstream von Apo E. Sie sind zu 95% homolog (s. 4.2.1) und verantwortlich für 

die Steuerung der Expression von Apo E in reifen Makrophagen und Adipozyten 

(Shih et al., 2000). Sie enthalten u.a. Bindungsstellen für den Glucokortikoid-

Rezeptor (GR), den Transkriptionsfaktor Liver-X-Receptor (LXR), sowie für Mitglie-

der der Transkriptionsfaktorfamilie der CAAT-element-binding proteins (C/EBP). 

Sowohl GR als auch C/EBP spielen in der Entwicklung und Reifung von Makropha-

gen und Adipozyten wichtige Rollen. Der LXR hat eine wichtige regulatorische Rolle 

bei zahlreichen Genen des Lipidstoffwechsels (Edwards et al., 2002), unter ande-

rem als Schlüsselfunktion in der Kontrolle des Cholesterinhaushaltes in Makropha-

gen (Laffitte et al., 2001). 

 

 

 

1.3 Enzyme und Rezeptoren 

1.3.1 Enzyme und Rezeptoren des Lipidstoffwechsels 

Am Lipidstoffwechsel sind eine ganze Reihe von Enzymen und Rezeptoren beteiligt. 

Die nachfolgenden Tabellen 4 und 5 geben eine kurze Übersicht über die wichtigs-

ten Schlüsselenzyme und Rezeptoren, im Rahmen der Erläuterungen des Lipopro-

teinstoffwechsels in Kapitel 1.4 erfolgt eine genauere Darstellung der Zusammen-

hänge. 
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Tabelle 4: Enzyme im Lipoproteinstoffwechsel (Richter und von Eckardstein, 2006) 

Enzym Hauptfunktion 

Lipoproteinlipase (LPL) Hydrolyse von Triglyzeriden aus Chylo-

mikronen und VLDL 

Hepatische Triglyzeridlipase (HL) Konversion von IDL zu LDL sowie von HDL2 

zu HDL3 durch Hydrolyse von Triglyzeriden 

und Phospholipiden 

endotheliale Lipase (EL) Hydrolyse von Phospholipiden und Triglyze-

riden aus HDL, wichtige Funktion im HDL-

Katabolismus. 

Lecithin-Cholesteryl-Acyl-Transferase 

(LCAT) 

Veresterung von freiem Cholesterin mit Fett-

säuren aus Lecithin 

Cholesterin-Transferprotein (CETP) Transport von Cholesterinestern aus HDL zu 

VLDL und LDL, Triglyzeridtransport in umge-

kehrter Reihenfolge 

Phospholipid-Transferprotein (PLTP) Übertragung von Phospholipiden von Rem-

nant-Lipoproteinen, Beteiligung an Remode-

lierung von HDL 

 

Tabelle 5: Rezeptoren im Lipoproteinstoffwechsel (Richter und von Eckardstein, 2006) 

Rezeptor Hauptaufgabe 

LDL-Rezeptor Aufnahme ApoB- und ApoE-haltiger Lipopro-

teine in allen Geweben 

VLDL-Rezeptor Aufnahme ApoE-haltiger Lipoproteine in 

Muskulatur und Fettgewebe 

LDL-Rezeptor-related Protein (LRP) Aufnahme von Chylomikronen-Remnants in 

der Leber 

Scavenger-Rezeptor A Aufnahme von modifiziertem und oxidiertem 

LDL durch Makrophagen 

Scavenger-Rezeptor B-1 Aufnahme von HDL in die Leber 

ATP-bindender Kassettentransporter 1  

(ABCA1) 

Ausschleusung von überschüssigem unve-

restertem Cholesterin aus Zellen zur Über-

tragung auf Pre-β-HDL 

ABCG 5/8 Ausschleusung von pflanzlichen Phytostero-

len aus den Enterozyten zurück ins Darmlu-

men 
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1.3.2 VLDL-Rezeptor 

Der zur Familie der LDL-Rezeptoren gehörende VLDL-Rezeptor (VLDLR) wurde 

erstmals 1992 beschrieben (Takahashi et al., 1992). Das Gen des VLDL-Rezeptors 

ist auf Chromosom 9 lokalisiert, besteht aus 19 Exons und umfasst insgesamt ca. 

40kb. Der Rezeptor besteht aus 846 Aminosäuren und weist wie alle Mitglieder der 

LDL-Familie eine charakteristische Struktur mit 5 funktionellen Domänen auf (Sakai 

et al., 1994). Der VLDL-Rezeptor wird vornehmlich in Muskel-, Herz- und Fettgewe-

be exprimiert und an der  Endotheloberfläche kleiner Arteriolen sowie Kapillaren 

dieser Gewebe gefunden, in atherosklerotischen Läsionen produzieren auch 

Makrophagen sowie glatte Muskelzellen VLDL-Rezeptoren (Takahashi et al., 2004).  

Seine Hauptaufgabe besteht in der Versorgung von Muskel- und Fettgewebe mit 

freien Fettsäuren (Yamamoto et al., 1993). Dazu bindet er ApoE-haltige Lipoprotei-

ne wie VLDL, IDL und Chylomikronen in Zusammenarbeit mit der Lipoproteinlipase 

und ermöglicht ihre Hydrolyse mit nachfolgender Aufnahme der freien Fettsäuren 

(Niemeier et al., 1996; Takahashi et al., 2004). 

 

1.3.3 Lipoproteinlipase (LPL) 

Vorkommen der Lipoproteinlipase 

Die Lipoproteinlipase wird wie der VLDL-Rezeptor vor allem in Muskel- und Fettge-

webe exprimiert, denen eine wichtige Rolle im Lipoproteinstoffwechsel zugeschrie-

ben wird. Darüber hinaus konnte auch eine Expression in Nervengewebe, Lunge, 

Niere, Nebenniere, Pankreas, laktierender Mamma und Makrophagen nachgewie-

sen werden (Kirchgessner et al., 1989b; Merkel et al., 2002a). Nach der Synthese 

wird die LPL sezerniert und zur luminalen Seite von Endothelzellen transportiert, wo 

sie über nicht-kovalente Bindung an Proteoglykane verankert wird. 

 

Funktionen der Lipoproteinlipase 

Die Lipoproteinlipase hat sowohl katalytische als auch nicht-katalytische Funktionen. 

Als Schlüsselenzym im Triglyzerid-Stoffwechsel ist sie verantwortlich für die Hydro-

lyse von Triglyzeriden aus Chylomikronen und VLDL (Goldberg, 1996). Durch diese 

lipolytische Funktion senkt die LPL die TG-Spiegel im Serum und ist das entschei-

dende Enzym zum Abbau von Chylomikronen zu Chylomikronen-Remnants sowie 

der Initiierung der Konversion der VLDL zu LDL und VLDL-Remnants. Die entste-
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henden freien Fettsäuren werden entweder vom Fettgewebe gespeichert oder die-

nen direkt der Energieversorgung von Herz- und Skelettmuskel. 

Unabhängig von ihrer katalytischen Aktivität vermittelt die LPL die Interaktion von 

Lipoproteinen mit Proteoglykanen auf Zelloberflächen (Eisenberg et al., 1992). Die 

dadurch bedingte Akkumulation von Lipoproteinen in Rezeptornähe kann eine 

Apo E- oder Apo B- vermittelte Aufnahme von Lipoproteinen über Rezeptoren för-

dern (Mulder et al., 1993). In atherosklerotischen Plaques bindet die LPL auf diesem 

Weg LDL-Partikel und kann damit atherogene Wirkung entwickeln.  

Auch über direkte Interaktion mit Lipoprotein-Rezeptoren wie dem LDL-Rezeptor 

(Medh et al., 1996), dem LRP (Beisiegel et al., 1991; Williams et al., 1994) sowie 

dem VLDL-Rezeptor (Argraves et al., 1995)  kann die LPL die Aufnahme von Li-

poproteinen fördern. Katalytisch inaktive LPL steigert darüber hinaus die selektive 

Aufnahme von Cholesterinestern in Zellen ohne dass es zu einer kompletten Auf-

nahme der Lipoproteine kommt, in Anwesenheit von katalytisch aktiver LPL wird 

zusätzlich die Triglyzerid-Hydrolyse gesteigert (Merkel et al., 2002b). Eine weitere 

Funktion ist die Unterstützung des Austausches von Lipiden und Apolipoproteinen 

zwischen VLDL und HDL mit Hilfe des CETP sowie der LCAT und somit Verände-

rungen ihrer jeweiligen Eigenschaften, siehe hierzu die nachfolgende Abbildung  

(Murdoch und Breckenridge, 1995; Murdoch und Breckenridge, 1996). 

 

 

Abbildung 2: Lipid- und Apolipoprotein-Austausch zwischen VLDL, IDL und HDL 

 

 Durch Übertragung von Lipiden und Apolipoproteinen auf HDL während der Trigly-

zerid-Hydrolyse steigert die LPL u.a. auf diese Weise den HDL-Spiegel im Blut 

(Goldberg, 1996). 
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Genetik, Aufbau und Struktur der Lipoproteinlipase 

Das Gen der Lipoproteinlipase ist auf dem Chromosom 8p22 codiert (Sparkes et al., 

1987) und umfasst ca. 30 kb mit insgesamt 10 Exons (Deeb und Peng, 1989; Kirch-

gessner et al., 1989a). Das fertige Enzym wird aus 448 Aminosäuren gebildet (Wion 

et al., 1987) und besteht aus zwei Domänen. Die größere N-terminale Domäne ent-

hält das katalytische Zentrum sowie die Bindungsregion für den Kofaktor Apo C-II. 

Die kleinere C-terminale Domäne ist für die Bindung an die Proteoglykane der kapil-

lären Endothelien, die Lipoproteinrezeptoren und die Interaktion des Enzyms mit 

den Lipoproteinen verantwortlich (Davis et al., 1992; Dugi et al., 1995). Katalytisch-

aktive Lipoproteinlipase liegt als Dimer vor, Dissoziation führt zu Aktivitätsverlust 

(Garfinkel et al., 1983; Osborne, Jr. et al., 1985). 

 

Regulatorische Elemente im Promotor der Lipoproteinlipase 

Im Promotor des menschlichen LPL-Gens wurden wichtige Cis-acting Elemente 

gefunden, die DNA-bindende-Proteine binden und die basale und/oder liganden-

vermittelte LPL-Transkription vermitteln können. In Abbildung 3 auf der folgenden 

Seite ist ein Teil des ersten Exons sowie der 5´-Region des LPL-Gens abgebildet. 

Der Transkriptionsstart sowie einige regulatorische Elemente sind markiert. 

Der LPL-Promotor scheint keine direkte TATA-Box zu haben, die über Bindung des 

TATA-Bindeproteins (TBP) die Transkription initiiert. Diese Funktion wird vermutlich 

von dem Octamer-Element an Pos. -46 übernommen, das zusammen mit der  NF-Y 

bindende CCAAT-box an Pos. -65 essentiell für die basale Promoteraktivität zu sein 

scheint (Nakshatri et al., 1995). Neben diesen für die basale Transkription verant-

wortlichen Regionen gibt es zahlreiche Elemente, die für die gewebsspezifische 

Transkription wichtig sind. So spielen z.B. in der LPL-Expression während der Adi-

pozyten-Differenzierung die Elemente LP-α und LP-β eine wichtige Rolle, die beide 

eine starke Ähnlichkeit zu bekannten Sequenzen haben, die die Transkriptionsfakto-

ren HNF-3 und fork head binden (Enerback et al., 1992). Über das sterol-regulatory-

element SRE greift der zelluläre Cholesterinstoffwechsel in die Expression von LPL 

ein (Schoonjans et al., 2000), an dieses Element können auch die Transkriptionsfak-

toren Sp1 und Sp3 binden (Yang und Deeb, 1998). Liganden für die Familie der 

Transkriptionsfaktoren der Peroxisom-Proliferator-aktivierten-Rezeptoren (PPAR), 

wie z.B. ungesättigte Fettsäuren, Prostaglandine, Glucose, Fibrate oder auch Glita-

zone, wirken über das Peroxisome-Proliferator-Response-Element (PPRE) auf die 

Expression (Schoonjans et al., 1996). 
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-900 TGCTTTTAGT ATATTTACAG AGTTGTGCAG CATCAGCATA ATGTAATCTA GAACATTGTC 

  
-840 ATCAACTACC CCCAAATCTC TATTCTTCCC TTCCCCTATT AATTACCCAG CCCCAGGCAA 

  
-780 GCACTGATCT ACTTTTGGTC TCTATGGATT TGTCTATTTG TGGACACTTT AAATGGAATC 

 Lp-α  
-720 ATACAATATG TGTCTTTTGC GACTATCTTC TTTCACTTAT CATAACTCAA TACGGCTTTA 

  
-660 GATTATTTGA CCTCGATGTT CTGCCTCTGA ACATAAAATA TTATCCTTGC ATTCCTTGAT 

  
-600 GAGTTTGAGG ATTGAGAATA ATTTGCATGA GACAAAAATT AGAAACTAGT TAGAGCAAGT 

  CCAAT-box  
-540 AGGCTTTTCT CCATCACATA AGCTGATCCA TCTTGCCAAT GTTAAAACAC CAGATTGTAC 

 LP-β  
-480 AAGCACAAGC TGGGACGCAA TGTGTGTCCC TCTATCCCTA CATTGACTTT GCGGGGGTGG 

  
-420 GGATGGGGTG CGGGGTGAGT GAGGGAGGAC TGCAAGTGAC AAACAGGATT CGTCAAAAGA 

  
-360 GAGGTGTATT AAAGTGCCGA TCAAATGTAA TTTAACAGCT AAACTTTCCC TCCTTGGAAA 

  
-300 ACAGGTGATT GTTGAGTATT TAACGTGAAT CGATGTAAAC CTGTGTTTGG TGCTTAGACA 

  
-240 GGGGGCCCCC GGGTAGAGTG GAACCCCTTA AGCTAAGCGA ACAGGAGCCT AACAAAGCAA  

 PPRE  
-180 ATTTTTCCGT CTGCCCTTTC CCCCTCTTCT CGTTGGCAGG GTTGATCCTC ATTACTGTTT 

 SRE CCAAT-box  
-120 GCTCAAACGT TTAGAAGTGA ATTTAGGTCC CTCCCCCCAA CTTATGATTT TATAGCCAAT  

 Octamer   
-60 AGGTGATGAG GTTTATTTGC ATATTTCCAG TCACATAAGC AGCCTTGGCG TGAAAACAGT  

Transkriptionsstart  
+1 GTCAGACTCG ATTCCCCCTC TTCCTCCTCC TCAAGGGAAA GCTGCCCACT TCTAGCTGCC  

  
+61 CTGCCATCCC CTTTAAAGGG CGACTTGCTC AGCGCCAAAC CGCGGCTCCA GCCCTCTCCA 

  
+121 GCCTCCGGCT CAGCCGGCTC ATCAGTCGGT CCGCGCCTTG CAGCTCCTCC AGAGGGACGC 

 Startcodon  
+181 GCCCCGAGAT G 
  

Abbildung 3: Teile des ersten Exons und der 5´-flankierenden Region des LPL-Gens 

mit Markierung  einiger regulatorischer Elemente (Deeb und Peng, 1989; Kirchgessner 

et al., 1989a; Enerback et al., 1992; Preiss-Landl et al., 2002; Merkel et al., 2002a) 

 

1.4 Stoffwechsel der Lipoproteine 

Im Stoffwechsel der Lipoproteine werden 3 Transportsysteme unterschieden: im 

exogenen System (Chylomikronen-Stoffwechsel) werden Nahrungslipide transpor-

tiert, das endogene System (VLDL-, LDL-Stoffwechsel) dient der Versorgung der 

Gewebe mit Lipiden hepatischen Ursprungs. Die Rückführung von Cholesterin peri-

pherer Zellen zur Leber erfolgt im reversen Cholesterin-Transport (HDL-

Stoffwechsel). Die folgende Abbildung 4 gibt einen Gesamtüberblick über den Li-

pidstoffwechsel, Erläuterungen folgen im Text (Schaefer, 1998; Richter und von 

Eckardstein, 2006). 
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Abbildung 4: Übersicht über den Lipidstoffwechsel; TG: Triglyzeride, Ch: Cholesterin, 

Ce: Cholesterinester, PL: Phospholipide, MTP: Mikrosomales Triglyzerid-Transferprotein, 

LPL: Lipoproteinlipase, LDLR: LDL-Rezeptor, CETP: Cholesterinester-Transferprotein, HL: 

Hepatische Lipase, LCAT: Lecithin-Cholesteryl-Acyl-Transferase, PLTP: Phospholipid-

Transferprotein, ABCA1: ATP-bindender Kassettentransporter 1 

 

 

1.4.1 Der exogene Lipidtransportweg (Chylomikronen-

Stoffwechsel) 

Mit der Nahrung aufgenommene Triglyzeride werden von der Pankreaslipase ge-

spalten, ihre Einzelbestandteile werden in die Enterozyten aufgenommen und dort 

rasch wieder zu Triglyzeriden zusammengebaut. Aufgenommenes Cholesterin wird 

durch die zelluläre Acyl-Cholesterin-Acyltransferase (ACAT)-2 verestert. Unter Mit-

wirkung des Mikrosomalen Triglyzerid-Tranferproteins (MTP) erfolgt in den Entero-

zyten die Assemblierung der Chylomikronen aus Triglyzeriden, Cholesterinestern, 

Phospholipiden sowie den Apolipoproteinen A-I, A-IV und B-48. Nach ihrer Sekreti-
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on in die Lymphbahnen und Wanderung in den Blutkreislauf über den Ductus thora-

cicus nehmen die Chylomikronen Apo E und C-Apolipoproteine aus HDL-Partikeln 

auf. Besondere Bedeutung hat hierbei die Aufnahme von Apo E sowie Apo C-II, das 

als Kofaktor für die Aktivierung der Lipoproteinlipase benötigt wird.  

Über Apo E binden Chylomikronenpartikel an den VLDL-Rezeptor (Niemeier et al., 

1996). Die Lipoproteinlipase befindet sich über Proteoglykane gebunden auf Endo-

thelzellen (s.o.), kann aber auch über eine carboxyterminale Bindungsstelle direkt 

an den VLDL-Rezeptor binden (Argraves et al., 1995). Nach Bindung der VLDL an 

diesen Komplex kommt es zur Hydrolyse der Chylomikronen und Freisetzung von 

Fettsäuren (FS), die von den Zellen aufgenommen werden können (Tacken et al., 

2001). Abbildung 5 zeigt schematisch diese Bindung der Chylomikronen mit nach-

folgender Hydrolyse durch LPL und VLDLR. 

 

 

Abbildung 5: Hydrolyse von Chylomikronen, adaptiert nach (Soufi, 2008) 

 

 

Durch die Hydrolyse verlieren die Chylomikronen ca. 70-90% ihres Triglyzerid-

Gehaltes, gleichzeitig nehmen sie weiteres Apo E und Cholesterinester aus HDL auf 

und geben Apo A-I und C an diese ab. Die entstehenden Chylomikronen-Remnants 

sind entsprechend reich an Cholesterinestern und Apo E. In der Leber erfolgt die 

rezeptorvermittelte Aufnahme der Chylomikronen-Remnants über Bindung von A-

po E an den LDL-Rezeptor sowie das LRP. 
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1.4.2 Der endogene Lipidtransportweg (VLDL-, LDL-

Stoffwechsel) 

Über den endogenen Transportweg werden die peripheren Gewebe mit Triglyzeri-

den und Cholesterin aus der Leber versorgt. In der Leber werden Triglyzeridreiche 

VLDL-Partikel unter Mitwirkung des MTP gebildet und in die Blutbahn sezerniert. Ihr 

wichtigster Proteinbestandteil ist das Apo B-100, daneben enthält es auch Apo E 

und C, u.a. durch Austausch von Lipoproteinen mit HDL-Partikeln. Apo C-I hemmt 

die sofortige Re-Aufnahme in die Leber, Apo C-II aktiviert die LPL, durch Apo C-III 

wird diese gehemmt. Apo E dient wie bei den Chylomikronen zur Bindung an den 

Komplex aus VLDLR und LPL (Takahashi et al., 1992; Tacken et al., 2001), diese 

Bindung mit nachfolgender Hydrolyse ist schematisch in Abbildung 6 dargestellt. 

 

 

 

Abbildung 6: Hydrolyse von VLDL, adaptiert nach (Soufi, 2008) 

 

 

Durch diese LPL-vermittelte Hydrolyse und den durch Cholesterinester-

Transferproteine (CETP) vermittelten Erwerb von Cholesterinestern aus HDL ent-

stehen aus den VLDL kleinere Lipoproteine, die VLDL-Remnants oder IDL. Bei die-

ser Konversion werden der größte Teil der C-Apolipoproteine sowie ein Teil des 

freien Cholesterins auf HDL übertragen, die entstehenden IDL sind reich an Choles-

terinestern sowie Apo E. Sie werden entweder über den LDL-Rezeptor in die Leber 

aufgenommen oder zu LDL abgebaut. Bei diesem Abbau vermittelt die hepatische 

Triglyzeridlipase (HL) die Hydrolyse der restlichen Triglyzeride, durch Vermittlung 

des CETP kommt es zu weiterer Aufnahme von Cholesterinestern aus HDL. Die IDL 

verlieren bis auf Apo B-100 alle ihre Lipoproteine, dieses dient als Ligand für den 

LDL-Rezeptor. Die so entstandenen LDL versorgen das extrahepatische Gewebe 
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mit Cholesterin und regulieren dort die Cholesterinbiosynthese. Nach Bindung der 

LDL-Partikel an den LDL-Rezeptor kommt es zur Endozytose des Komplexes. In 

sekundären Lysosomen dissoziiert der LDL-Rezeptor vom LDL und wird wieder zur 

Zelloberfläche zurücktransportiert. Die Cholesterinester werden durch lysosomale 

saure Lipase in freie Fettsäuren und Cholesterin zerlegt. Das freie Cholesterin akti-

viert einerseits in der Zelle die ACAT, durch erneute Veresterung wird das Choleste-

rin in eine Speicherform überführt. Andererseits hemmt das Cholesterin die 

Transkription der an der Cholesterin-Biosynthese beteiligten Enzyme sowie des 

LDL-Rezeptors und reguliert dadurch den Cholesterin-Haushalt der Zelle. 

30-40% der LDL werden nicht über den LDL-Rezeptor sondern über den sog. Sca-

venger-Pathway eliminiert, an dem mehrere Mechanismen beteiligt sind: Endozyto-

se über niedrig-affine Rezeptoren, Pinozytose und Aufnahme über Scavenger-

Rezeptoren, die chemisch modifizierte LDL erkennen. Diese Scavenger-Rezeptoren 

befinden sich vor allem auf Makrophagen und Zellen des retikuloendothelialen Sys-

tems. Im Gegensatz zum LDL-Rezeptor ist der Scavenger-Pathway nicht sättigbar, 

so dass es bei einem Überangebot von LDL zu unkontrollierter LDL-Aufnahme 

kommt, was u.a. zur Schaumzellbildung führt, einem entscheidenden Schritt in der 

Pathogenese der Atherosklerose. 

 

 

1.4.3 Der reverse Cholesterintransport (HDL-Stoffwechsel) 

Der Transport von Cholesterin aus dem extrahepatischen Gewebe zurück zur Leber 

wird durch HDL gewährleistet. Ihre diskoidalen Vorstufen stammen aus der Leber, 

dem Darm und dem Metabolismus von Chylomikronen und VLDL. Sie sind reich an 

Apo A und Apo E sowie Cholesterin und Phospholipiden. Apo A-I aktiviert die LCAT, 

es kommt zur Veresterung des Cholesterins. Die Ester sind hydrophober als freies 

Cholesterin und reichern sich im Kern der HDL an, die dadurch ihre spätere Kugel-

form annehmen. Zunächst sind die entstehenden Partikel noch klein und werden als 

HDL3 bezeichnet, sie nehmen weiterhin Cholesterin aus peripheren Zellen auf. 

Durch fortschreitende LCAT-vermittelte Cholesterinveresterung sowie Erwerb von 

phospholipid- und apolipoproteinhaltigen Oberflächen-Remnants der Chylomikronen 

und VLDL durch PLTP entstehen HDL2. Für die Entfernung der HDL-Lipide aus der 

Zirkulation gibt es indirekte und direkte Wege. Zu den indirekten Wegen zählen der 

CETP-vermittelte Transfer von Cholesterinestern aus HDL auf VLDL und LDL sowie 

die HDL-vermittelte Hydrolyse der Triglyzeride und Phospholipide durch Lipasen. 

Eine wichtige Rolle bei den direkten, HDL-Rezeptor-vermittelten, Wegen spielt die 
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sog. selektive Cholesterinaufnahme über den Scavenger-Rezeptor B1 in Hepatozy-

ten und Steroidhormon-produzierenden Geweben. Die in die Leber aufgenommen 

Lipide der HDL werden biliär sezerniert oder dienen der Synthese von Gallensäu-

ren. 

 

 

1.5 Die Marburger KHK-Präventions-Allianz 

Die Marburger KHK-Präventions-Allianz wurde 1998 gestartet mit dem Ziel, die se-

kundärpräventive Versorgung von KHK-Patienten zu optimieren (Schaefer et al., 

2000). Jedem Patienten, der in der Universitätsklinik Marburg eine Herzkatheterun-

tersuchung erhält, werden bei vorliegendem Einverständnis im Rahmen der Unter-

suchung 5 ml Serum und 2 ml EDTA-Blut entnommen zur Bestimmung KHK-

relevanter Blutwerte wie z.B. Cholesterin, Triglyzeride, HDL- und LDL-Cholesterin, 

LP(a) etc. Zusätzlich werden weitere Risikofaktoren erhoben wie Alter, Gewicht, 

Vorliegen eines Diabetes mellitus etc. Diese Daten werden mithilfe eines speziellen 

Computerprogramms mit den erhobenen Angiographiebefunden verknüpft und er-

möglichen so eine individuelle Therapieplanung. 

Aktuell liegen komplette Datensätze von 7200 Patienten vor, die in dieses Projekt 

aufgenommen wurden. Die entnommen Blutproben werden nach den erfolgten Un-

tersuchungen zur weiteren Verwendung eingefroren und aufbewahrt.  

Ein Votum zur Durchführung von Studien mit diesem Kollektiv, welches auf der Ba-

sis der Helsinki-Deklaration von 1975 in revidierter Form von 1996 beruht, wurde 

von der Ethikkommission der Philipps-Universität Marburg erteilt (Aktenzeichen Stu-

die: 10/03). 
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2 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit 

Goudriaan et al entdeckten 2001, dass Mäuse, die keinen VLDL-Rezeptor expri-

mierten, trotz hochkalorischer Ernährung kein Übergewicht entwickelten (Goudriaan 

et al., 2001). Dazu züchteten sie Mäuse ohne VLDL-Rezeptor-Gen und ernährten 

sie sowie gesunde Mäuse als Vergleichsgruppe zunächst für 6 Monate mit normaler 

Nahrung, danach folgte eine fettreiche hochkalorische Ernährung für weitere 17 

Wochen. Bei normaler Ernährung gab es keinen Unterschied in den Plasmalipiden 

sowie dem Körpergewicht von Mäusen mit oder ohne VLDL-Rezeptor. Unter fettrei-

cher Diät dagegen kam es bei den Wildtyp-Mäusen zu steigender Gewichtszunah-

me, die VLDLR-defizienten Mäuse hingegen nahmen nur gering an Gewicht zu und 

ihre Adipozyten waren deutlich kleiner als die der gesunden Mäuse. Die Triglyzerid-

Spiegel der VLDLR-knock-out-Mäuse lagen dagegen deutlich höher als die ihrer 

gesunden Verwandten, es handelte sich vor allem um Triglyzeride in der VLDL-

Fraktion. Cholesterin-Werte sowie freie Fettsäuren im Blut unterschieden sich nicht 

zwischen den beiden Gruppen. 

Der VLDL-Rezeptor ist zusammen mit der Lipoproteinlipase verantwortlich für die 

Bindung und Hydrolyse von ApoE-haltigen Lipoproteinen und somit der Versorgung 

der Gewebe mit freien Fettsäuren, diese Bindung ist in Abbildung 7 schematisch 

dargestellt. Die Daten obiger Studie zeigen deutlich, dass der Komplex dieser Prote-

ine eine  wichtige Rolle in der Regulation des Triglyzerid-Spiegels und eventuell 

auch in der Entwicklung von Adipositas spielt. 

 

 

 

Abbildung 7: Komplex aus VLDL-Rezeptor, LPL und Apo E zur Hydrolyse von Trigly-

zeridhaltigen Lipoproteinen (Soufi, 2008) 
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Im Rahmen eines durch das Nationale Genomforschungsnetzwerk (NGFN) geför-

derten Projektes wurde von unserer Arbeitsgruppe erstmals die Rolle des VLDL-

Rezeptors und seiner modulierenden Faktoren wie den Apolipoproteinen und der 

Lipoproteinlipase auf die Entwicklung von Adipositas, KHK und Lipidwerten im Blut 

von Patienten des Kollektivs der Marburger Präventionsambulanz untersucht. Pati-

enten der Fallgruppe hatten bei erhöhten Triglyzeriden (> 150 mg/dl) einen norma-

len BMI (< 25 kg/m2) und entsprachen damit mit ihrem Lipidprofil in etwa den 

VLDLR-knock-out-Mäusen nach hochkalorischer Ernährung, in der Kontrollgruppe 

untersuchten wir Patienten mit normalen Triglyzerid-Werten (<150 mg/dl) und nor-

malen BMI (< 25 kg/m2). Unser Ziel war es, durch eine Häufung von Mutationen in 

einer der beiden Gruppen einen Einfluss auf den Triglyzerid-Stoffwechsel und einen 

Zusammenhang mit der Regulierung des Körpergewichtes nachweisen zu können. 

Untersuchungen des kompletten VLDL-Rezeptors zeigten in einer Fallgruppe von 

129 Patienten insgesamt 6 Mutationen sowohl im Promotor als auch in verschiede-

nen Exons. Sie befanden sich alle in funktionell relevanten Regionen und führten zu 

einem erniedrigten BMI und erhöhten Triglyceriden. 4 dieser Mutationen wurden 

erstmals im Rahmen dieses Projektes von unserer Arbeitsgruppe beschrieben, in 

der Kontrollgruppe von 135 Patienten war nur 1 dieser neu entdeckten Mutationen 

nachweisbar. 

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit 2 weiteren Proteinen des Triglyzerid-

regulierenden Komplexes, dem Apolipoprotein E und der Lipoproteinlipase. Bei bei-

den Proteinen wurden spezielle regulatorische Elemente auf Mutationen untersucht, 

die die Expression der Proteine beeinflussen und so durch Mutations-bedingte ver-

änderte Mengen an Enzym den Triglyzerid-Stoffwechsel mit all seinen Folgen ver-

ändern können. 

 

Erhöhte Triglyzeride sowie Adipositas sind wichtige Risikofaktoren für Atherosklero-

seentwicklung mit all ihren Folgeerkrankungen. Es ist daher essentiell, den Stoff-

wechsel der Triglyzeride in seiner Komplexität zu entschlüsseln, um neue Therapie-

ansätze entwickeln zu können.  
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3 Material und Methoden 

3.1 Verwendete Materialien 

3.1.1 Geräte 

Tabelle 6: verwendete Geräte 

verwendetes Gerät Hersteller 

Elektrophorese-Kammer (Mini-Sub Cell GT 

System with 7 x 10 cm Tray) 

Fa. Bio-Rad Laboratories, Inc, Hercules, 

California, USA 

Magnetrührer (Heidolph MR 2002) Fa. Heidolph Instruments GmbH & Co KG, 

Schwabach, Deutschland 

Magnetrührer (RH basic KT/C IKAMAG 

safety control) 

Fa. IKA-Werke GmbH & Co KG, Staufen, 

Deutschland 

Mikrowelle Fa. Sharp Electronics (Europe) GmbH, 

Hamburg, Deutschland 

peristaltische Pumpe zum Gießen von 

DGGE-Gelen (Minipuls3 Peristaltic Pump) 

Fa. Gilson, Inc., Middleton, Wisconsin, USA 

pH-Meter (pH-Meter 761 Calimatic) Fa. Knick Elektronische Messgeräte GmbH 

&Co KG, Berlin, Deutschland 

Pipetten P10, P20 Fa. Gilson, Middleton, USA 

Pipetten P10, P20, P250, P1000, P5000 Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Pumpe (groß) für DGGE-Lauf (NDP Pump 

Range 35/3)  

Fa. Totton Pumps, Southhampton, England 

Pumpe (klein) für DGGE-Lauf (Variable-

Speed-Pump – Medium Flor 0,4-85,0/min) 

Fa. Control Company, Friedswood, Texas, 

USA 

Schüttler Köttermann 4010 Fa. Köttermann GmbH & Co KG, Uet-

ze/Häningsen, Deutschland 

Stromaggregat für DGGE-Lauf (Power Pac 

300) 

Fa. Bio-Rad Laboratories, Inc, Hercules, 

California, USA 

Stromaggregat für Gelelektrophorese (Po-

wer Pac 3000) 

Fa. Bio-Rad Laboratories, Inc, Hercules, 

California, USA 

Thermocycler PCT-200 (MJ Research  Pel-

tier Thermalcycler) 

Fa. Global Medical Instrumentation, Inc, 

Minnesota, USA 

Thermostat für DGGE-Lauf (LKB Bromma 

2219 MultitempII) 

Fa. LKB Bromma, Schweden 

Transilluminator 4000 Fa. Stratagene, La Jolla, California, USA 

Vortexer (Heidolph Reax 2000) Fa. Heidolph Instruments GmbH & Co KG, 

Schwabach, Deutschland 



Material und Methoden 25 

verwendetes Gerät Hersteller 

Waage (SBC 51) Fa. Scaltec Instruments GmbH, Göttingen, 

Deutschland 

Wasserstrahlpumpe  

Zentrifuge 3200 (Eppendorf Zentrifuge 

3200) 

Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge 5414S (Eppendorf Centrifuge 

5414S) 

Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

 

3.1.2 Reagenzien 

Tabelle 7: verwendete Reagenzien 

Reagenzien Hersteller 

10x PCR(-MgCl2) Rxn Buffer 1,25 ml Fa. Invitrogen, Carlsbad, California, USA 

Acrylamid (Rotiphorese Gel 40) Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Agarose (Certified Molecular Biology Agaro-

se) 

Fa. Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, 

USA 

Ammoniumperoxidsulfat Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland 

Betaine 5M Fa. ICN Biomedicals Inc., MP Biomedicals, 

Illkirch, Frankreich 

Bromphenolblau 2% Fa. Riedel-de Haën, Honeywell Specialty 

Chemicals Seelze GmbH, Seelze, Deutsch-

land 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland 

dNTP Set1 (>98%, dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP, 4x 25µmol, 100 mM per dNTP) 

Fa. Invitrogen, Carlsbad, California, USA 

EDTA (>99%) Dinatriumsalz Dihydrat Titrier-

komplex, pH 8,0 

Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Essigsäure 100% Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ethanol vergällt (Sorte 642) Fa. Stockmeier Chemie Dillenburg, Dillen-

burg, Deutschland 

Ethanol absolute Fa. Riedel-de Haën, Honeywell Specialty 

Chemicals Seelze GmbH, Seelze, Deutsch-

land 

Ethidiumbromid Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-

chen, Deutschland 

Formamid (deionisiert) Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Glycerin 87% Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland 

Glycerol (Ultra pureTM) Fa. Invitrogen, Carlsbad, California, USA 
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Reagenzien Hersteller 

Guanidiniumisothyoycyanat  Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland 

H2O (Aqua ad iniectabilia) Fa. Braun, Melsungen, Deutschland 

H2O (bidest)  

H2O (steril) (HiPerSolv Chromanorm for 

HPLC) 

Fa. VWR International GmbH, Wien, Öster-

reich 

Harnstoff (> 99,5%, p.a.) Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Isopropanol (p.a.) Fa. Acros Organics, New Jersey, USA 

Lithium-Chloride  Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland 

MgCl2 50 mM 1ml Fa. Invitrogen, Carlsbad, California, USA 

PCR-Marker (Bench Top PCR Markers) Fa. Promega GmbH, Mannheim, Deutsch-

land 

Platinum Taq Polymerase 250 rxn (5U/µl) Fa. Invitrogen, Carlsbad, California, USA 

QIAEX II Gel Extraction Kit Fa. Qiagen, Venlo, Niederlande 

Phenol (Roti-phenol, in TE equibriliert pH 

8,0) 

Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Salzsäure, 37%, rauchend, LabGrade ACS Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland 

SDS (sodium dodecyl sulfate) Fa. Serva Electrophoresis GmbH, Heidel-

berg, Deutschland 

Tetramethylethylendiamin (Temed) Fa. Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules, 

USA 

Tris Pufferan (>99,9%, p.a.)  Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Triton-X-100  Fa. Serva Electrophoresis GmbH, Heidel-

berg, Deutschland 

 

3.1.3 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 8: verwendete Verbrauchsmaterialien 

Material Hersteller 

Reaktionsgefäße (1,5 ml, 2 ml) Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Filter für DGGE-Lösungen (Minisart  0,2µl 

Syringe Filter Holdings) 

Fa. Sartorius, Göttingen, Deutschland 

Filterpapier (Filter Papper) Fa. Munktell Filter AB, Falun, Schweden 

Glasplatten für DGGE-Gele (PROTEAN II xi 

2-D cell) 

Fa. Biorad Laboratories, Inc. Hercules, Cali-

fornia USA 

Kämme für DGGE-Gele (PROTEAN II xi 2-D 

cell) 

Fa. Biorad Laboratories, Inc. Hercules, Cali-

fornia USA 

Kanülen (BD Microlance 3) Fa. Becton Dickinson, Franklin Lakes, New 

Jersey, USA 
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Material Hersteller 

Filter (Papier) Fa. Schleicher & Schuell, jetzt Whatman, 

Maidstone, England 

Parafilm (PARAFILMM Verschlussfolie) Fa. Brand GmbH & Co KG, Wertheim, 

Deutschland 

PCR-Platten und Caps Fa. Biozym Scientific GmbH, Hessisch Ol-

dendorf, Deutschland 

Sandwich-Clamps für DGGE-Gele (PRO-

TEAN II xi 2-D cell) 

Fa. Biorad Laboratories, Inc. Hercules, Cali-

fornia USA 

Spacer für DGGE-Gele (PROTEAN II xi 2-D 

cell) 

Fa. Biorad Laboratories, Inc. Hercules, Cali-

fornia USA 

Spritze zum Auftragen der DGGE-Proben 

(Model 1810 100µl Pst2) 

Fa. Mplus GmbH, Bremen, Deutschland 

Thermometer (ama-digit ad 14th) Fa. Amarell GmbH & Co KG, Kreuzwert-

heim, Deutschland 

Transferpipetten (Sarstedt Transferpipette 

1ml) 

Fa. Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

 

3.1.4 Standardpuffer und Lösungen 

Die Zusammensetzung und Herstellung von in dieser Arbeit häufig verwendeten 

Lösungen und Puffer ist kurz in den folgenden Tabellen 9-11 zusammengefasst. 

 

Tabelle 9: Zusammensetzung des DNA-Auftragspuffers (Loading-Buffer) 

Reagenzien Menge 

Bromphenol blau 2% 0,5 ml 

Glycerol 87% 8 ml 

H2O (steril) 2,5 ml 

 

Tabelle 10: Zusammensetzung 50x TAE(Tris-Acetat-EDTA)-Puffer 

Reagenzien Menge 

Tris  242 g 

100% Essigsäure  57,1 ml 

0,5 M EDTA-Lösung, pH 8,0  100 ml 

H2O (bidest) ad 1000 ml 

 

Die Lösung wurde gemischt und konnte anschließend bei Raumtemperatur aufbe-

wahrt werden. 
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Tabelle 11: Zusammensetzung 10% Ammoniumpersulfat (APS) 

Reagenzien Menge 

Ammoniumperoxidsulfat 1g 

H2O (bidest) ad 10 ml 

 

3.1.5 Software 

Folgende Software wurde verwendet: 

Bio Edit Sequence Alignment Editor, Version 7.0.0 (Copyright © 1997-2007, Tom 

Hall) 

Chromas MFC Application, Version 2.0.0.0 (Copyright © 2000 Technelysium Pty. 

Ltd)  

WinmeltTM, Version 2.0.10.0, Bio-Rad Laboratories Inc (Copyright © 1998 MedProbe 

AS. Portions Copy) 

Microsoft Winword, Version 9.0.0.2823 (Copyright© Microsoft Corporation 1983-

1999) 

Microsoft Office 2000 (Excel), Version 9.0.0.2719, (Copyright © Microsoft Corporati-

on 1985-1999)  

WinSTAT für Excel (Copyright © 2009 by R. Fitch Software) 

 

Online-Datenbanken:  

Bioinformatic Harvester III (beta): www.harvester.fzk.de/harvester (KIT, 2010); 

Ensembl Genome Browser: www.ensembl.org (EBI und WTSI, 2010) 

 

 

3.2 Verwendete Methoden 

Zunächst wurde die DNA der Patienten aus den vorliegenden Vollblut-Proben iso-

liert und mit der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) vervielfältigt. 

Die so gewonnene DNA-Menge wurde mit Hilfe der Denaturierenden Gradienten-

Gel-Elektrophorese auf Mutationen untersucht. Auffällige Proben sowie mindestens 

eine unauffällige Probe pro Fragment wurden aufgereinigt und zur Sequenzierung 

geschickt. 
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3.2.1 DNA-Isolierung 

Die für die PCR benötigte DNA wurde aus den eingefrorenen EDTA-Blutproben der 

Patienten gewonnen. 

Durch Zugabe von 10 ml Phenol zu 30 ml einer Isolations-Stammlösung wurde die 

benötigte DNA-Isolationslösung hergestellt. Die Zusammensetzung dieser Stamm-

lösung ist in Tabelle 12 aufgezeigt. 

 

Tabelle 12: Zusammensetzung der DNA-Isolations-Stammlösung 

Reagenzien Menge 

Harnstoff 36 g 

Guanidiniumisothyoycyanat 70,80 g 

SDS 1,0 g 

Tris  0,72 g 

Triton-X-100  400 µl 

EDTA  1,116 g 

Lithium-Chloride  16,8 g 

H2O (bidest) ad 200 ml 

 

 

Diese Isolations-Stammlösung wurde über Nacht auf dem Magnetrührer gerührt, 

anschließend durch Papierfilter filtriert und bei Raumtemperatur aufbewahrt. 

 

Isolierung der DNA 

200 µl Vollblut wurden mit 600 µl der DNA-Isolationslösung gemischt und sorgfältig 

gevortext, anschließend wurde die Mischung aus Blut und Isolationslösung ca. 2 

Minuten bei 13000 Rpm zentrifugiert. Ca. 800 µl des so entstehenden wässrigen 

Überstandes mit gelöster DNA wurden mit einer Einweg-Transferpipette (1 ml) in ein 

2 ml Eppendorf-Cup überführt und mit 750 µl Isopropanol durch vorsichtiges Umkip-

pen gemischt. 

Auch diese Mischung wurde ca. 2 Minuten bei 13000 Rpm zentrifugiert und der ent-

standene Überstand vorsichtig mit einer Wasserstrahl-Pumpe abgesaugt, wobei 

darauf zu achten war, dass das DNA-Pellet nicht versehentlich mitabgesaugt wurde. 

Zu dem Pellet wurden 1250 µl 70%iges Ethanol gegeben, das Ganze wurde erneut 

2 Minuten zentrifugiert und der Überstand mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt. 
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Das so gewonnene DNA-Pellet trocknete über Nacht unter dem Abzug und wurde 

am nächsten Tag in 350 µl H2O (Aqua ad iniectabilia) aufgenommen. Diese in Was-

ser gelöste DNA konnte bei -20°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt werden. 

   

 

3.2.2 Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Die Polymerase-Ketten-Reaktion ist eine Methode zur in-vitro Vervielfältigung von 

DNA-Fragmenten und wurde Mitte der 80er Jahre erstmals von Mullis und Faloona 

beschrieben (Mullis und Faloona, 1987). 

 

Das Prinzip der PCR 

Die PCR beruht auf dem Prinzip der DNA-Replikation. Ein Amplifikations-Zyklus 

besteht aus mehreren aufeinanderfolgenden Schritten, die je nach gewünschter 

DNA-Menge wiederholt werden: 

1. Denaturierung: durch Erwärmen auf 94°C wird die doppelsträngig vorliegende 

DNA in Einzelstränge aufgeschmolzen 

2.  Primer-Annealing: nach Abkühlung lagern sich die für das gewünschte DNA-

Segment spezifischen Primer an zu ihnen komplementäre Sequenzen auf den  

DNA-Einzelsträngen an 

Die optimale Annealing-Temperatur ist abhängig von der Sequenz der verwendeten 

Primer. In dieser Arbeit wurden Annealing-Temperaturen von 62°C und 56°C ver-

wendet. 

3. Strangverlängerung: Synthetisierung des gewünschten DNA-Fragmentes mit Hilfe 

einer thermostabilen DNA-Polymerase bei 72°C (Saiki et al., 1988) 

 

Nested-PCR und Multiplex-PCR 

Im menschlichen Genom gibt es viele Homologien, die es unter Umständen er-

schweren, spezifisch ein bestimmtes DNA-Fragment aus der Gesamtheit der 

menschlichen DNA zu amplifizieren. Um dieses Problem zu umgehen, wurde für die 

vorliegende Arbeit das Prinzip der Nested-PCR benutzt. 

Hierbei wird zunächst ein größeres DNA-Teilstück amplifiziert, das das gewünschte 

Fragment enthält. In einer zweiten PCR wird dann mit neuen Primern das ge-

wünschte Fragment amplifiziert (Mullis et al., 1986).  

Diese Methode hat 2 Vorteile: Zum einen wird das gewünschte Fragment spezifi-

scher amplifiziert als bei einer "direkten" PCR, zum anderen erhält man bei dieser 
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Vorgehensweise deutlich mehr DNA zur weiteren Untersuchung als bei einer ein-

zelnen PCR. 

Die erste PCR kann als Multiplex-PCR durchgeführt werden, d.h. es werden mehre-

re größere Fragmente gleichzeitig in einer PCR vervielfältigt, aus denen dann je-

weils in der nachfolgenden Nested-PCR die gewünschten kleineren Fragmente ein-

zeln amplifiziert werden können. 

  

Verwendete PCR-Reagenzien 

Für die einzelnen PCRs wurden folgende Reagenzien verwendet: 10x PCR(-MgCl2) 

Rxn Buffer, 50 mM MgCl2, Platinum Taq Polymerase, dNTP Set (dATP, dCTP, 

dGTP, dTTP), H2O (steril), Betaine, DMSO und Glycerin 87%. 

 

Aus den 4 Einzelbestandteilen des dNTP Sets wurde ein dNTP-Mix hergestellt, der 

25 mM dNTPs enthielt, indem jeweils gleiche Mengen der 4 dNTPs miteinander 

gemischt wurden. 

Glycerol (Nagai et al., 1998), DMSO (Sun et al., 1993) und Betaine (Henke et al., 

1997) werden in der Literatur als Additive beschrieben, die zur Verbesserung der 

PCR-Amplifikation führen können. Für diese Arbeit wurden folgende Mischungen 

hergestellt: 

5 M Betaine : Glycerin 1:1 

5 M Betaine : DMSO 1:1  

DMSO : Glycerin 1:1 

5 M Betaine : DMSO : Glycerin 1:1:1 

 

Je nach Fragment wurden aus obigen Reagenzien unterschiedliche Mastermixe 

(Ansatz jeweils für mehrere PCRs) hergestellt und pro PCR 20 µl dieses Mastermi-

xes mit 5 µl DNA-Template gemischt (Einzelheiten s. Ergebnisteil). 

Für die vorgeschaltete erste PCR wurde die aus dem Vollblut isolierte und in H2O 

aufgenommene Patienten-DNA als Template verwendet. Nach erfolgreicher PCR 

wurden 150 µl H2O (steril) zu den 25 µl PCR-Ansatz gegeben. 5 µl dieser Mischung 

dienten wiederum als Template für die nachgeschaltete Nested-PCR. 

 

Verwendete Primer 

Die Sequenzen der untersuchten Fragmente entnahmen wir den Online-

Datenbanken "Bioinformatic Harvester" (KIT, 2010) sowie "Ensembl Genome Brow-

ser" (EBI und WTSI, 2010). Mit Hilfe des Computer-Programms "BioEdit Sequence 
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Alignment Editor, Version 7.0.0." wurde anhand dieser Sequenzen die benötigte 

Primer-Sequenz bestimmt und dann bei der Firma Invitrogen bestellt. Die genaue 

Angabe der Sequenzen erfolgt im Ergebnisteil. 

Die gelieferten Primer wurden jeweils in H2O (steril) aufgenommen, so dass eine 

Stock-Lösung mit 100 pmol  entstand. Aus diesen Stock-Lösungen wurden die so-

genannten "working-solutions" hergestellt. Dazu wurden für jedes Fragment jeweils 

10 µl des Upstream- und des Downstream-Primers mit 680 µl H2O (steril) gemischt, 

so dass eine 5 pmol Primer-Lösung entstand. 

Für die Multiplex-PCRs wurden jeweils gleiche Mengen der "working-solutions" der 

gewünschten Fragmente, die amplifiziert werden sollten, gemischt und als Primer-

Mix verwendet. 

 

Gelelektrophorese der PCR 

Die Produkte der Nested-PCR wurden mit 25 µl DNA-Auftragspuffer versetzt und 

zur Überprüfung in einem 2%igen Agarose-Gel aufgetrennt, das Rezept für dieses 

Gel ist in Tabelle 13 aufgeführt. Parallel wurde auf dem Gel ein DNA-

Längenstandard (PCR-Marker) aufgetragen, um die Größe der amplifizierten Frag-

mente bestimmen zu können. 

 

Tabelle 13: Rezept 2%iges Agarose-Gel 

Reagenzien Menge 

Agarose  0,6 g 

1 % TAE-Puffer ad 30 ml 

 

 

In der Mikrowelle wurde der Puffer mit der Agarose kurz aufgekocht und anschlie-

ßend unter kaltem fließendem Wasser wieder abgekühlt. Nach Zugabe von 2 µl E-

thidiumbromid wurde das Gel in das vorbereitete Tray gegossen und der Kamm 

konnte gesetzt werden. Nach Aushärten des Gels wurde es bis zur weiteren Ver-

wendung bei +4°C aufbewahrt. 

8 µl des PCR-Produkt+Auftragspuffer-Gemisches wurden auf dem Gel aufgetragen 

und 30 Minuten bei konstanten 70 Volt aufgetrennt. Anschließend wurde das Gel 

unter einer UV-Lampe beurteilt und photographiert, das mit der DNA interkalierende 

Ethidiumbromid diente dabei als Fluoreszenzfarbstoff. 
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3.2.3 Denaturierende Gradienten-Gel-Elektrophorese (DGGE) 

Das Prinzip der DGGE 

Die Denaturierende Gradienten-Gel-Elektrophorese, erstmals beschrieben von Fi-

scher und Lerman (Fischer und Lerman, 1979), ist eine hoch-sensitive Methode, die 

DNA-Fragmente entsprechend ihres Schmelzverhaltens in einem Gradienten-Gel 

(linear ansteigender Gradient aus Formamid und Harnstoff) auftrennt. Dieses 

Schmelzverhalten der DNA ist in erster Linie sequenzabhängig, so dass sich mittels 

der DGGE DNA-Fragmente differenzieren lassen, die sich nur in einem einzigen 

Basenpaar unterscheiden.  

In einem Acrylamid-Gel mit einem linear ansteigenden Gradienten aus Formamid 

und Harnstoff wandern DNA-Fragmente bis an eine Position, an der die niedrigste 

Schmelzdomäne ihr Schmelztemperatur Tm erreicht.  

Diese Schmelztemperatur Tm ist definiert als die Temperatur, bei der die DNA-

Doppelstränge zur Hälfte dissoziiert sind, sie ist abhängig von der Sequenz des ent-

sprechenden Fragmentes, nicht von seiner Länge. Das Aufschmelzen des Doppel-

stranges kann sowohl durch steigende Temperaturen als auch durch eine steigende 

Konzentration an Denaturans verursacht werden. 

Die Konformationsänderung in einem Teil des untersuchten Fragmentes führt zu 

einer abrupt eingeschränkten Mobilität ("mobility-shift") des gesamten Fragmentes 

im Gel. Ein einziges Basenpaar Unterschied führt dazu, dass dieser mobility-shift an 

unterschiedlichen Positionen im Gel stattfindet, so dass man Mutationen gegenüber 

einem Wildtyp erkennen kann (Myers et al., 1987). 

Die meisten Fragmente besitzen mehrere Schmelzdomänen mit unterschiedlicher 

Schmelztemperatur, der mobility-shift erfolgt dann nach dem Aufschmelzen der 

Domänen mit der geringsten Schmelztemperatur, so dass nur Mutationen in diesen 

Domänen das Wanderungsverhalten beeinflussen. 

 

Um optimale DGGE-Ergebnisse zu erzielen müssen zunächst 2 Bedingungen erfüllt 

sein: 

1. Das Fragment muss mehr als eine Schmelzdomäne haben, da es sonst nach 

dem Aufschmelzen sofort in Einzelstränge zerfallen würde 

2. Die zu untersuchende Region darf nicht in der Domäne mit der höchsten 

Schmelztemperatur liegen, da nach Aufschmelzen dieser Domäne das Fragment in 

Einzelstränge zerfällt 
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Beide Bedingungen können durch Einfügen einer GC-reichen Sequenz, GC-Clamp 

genannt, an eines der Enden des untersuchten Fragmentes erreicht werden (Myers 

et al., 1985), da GC-reiche Sequenzen eine sehr hohe Schmelztemperatur haben. 

Dies erfolgt in einer der DGGE vorgeschalteten PCR, in der einer der beiden Primer 

mit der GC-Clamp versehen wird, die im weiteren Verlauf der PCR in das Fragment 

eingebaut und mit amplifiziert wird (Sheffield et al., 1989). Eine solche vorgeschalte-

te PCR hat weiterhin den Vorteil, dass auch kleinste Mengen an DNA für die DGGE 

ausreichen. 

Der Effekt der GC-Clamp bezüglich der Herstellung optimaler Schmelzbedingungen 

ist dabei abhängig von der Position des GC-Clamp (am 5´-oder am 3´-Ende).  

Mit Hilfe eines Computer-Programms kann das zu erwartende Schmelzverhalten 

des untersuchten Fragmentes simuliert werden, in dieser Arbeit verwendeten wir 

dazu das Programm "WinmeltTM, Version 2.0.10.0". 

Aus dieser Simulation lässt sich einerseits ablesen, welches die optimale Lage und 

Länge des GC-Clamps ist, andererseits erkennt man so den theoretisch optimalen 

Gradienten für das untersuchte Fragment. 

 

Doppel-Gradienten-DGGE (DG-DGGE) 

Für bestmögliche DGGE-Ergebnisse muss für jedes untersuchte Fragment sowohl 

der optimale Gradient als auch die optimale Laufzeit individuell bestimmt werden. 

Lange Laufzeiten, die besonders für die Unterscheidung von Homo- und Hetero-

duplexen von Bedeutung sind, können zu unscharfen Banden und Geschmier füh-

ren. Ein Porositätsgradient kann diese Banden-Ausbreitung unterdrücken und so zu 

scharfen Banden auch bei langer Laufzeit führen (Cremonesi et al., 1997; Cremo-

nesi et al., 1999).  

Bei der Doppel-Gradienten-DGGE wird dazu über den linearen Gradienten aus 

Formamid und Harnstoff ein zweiter Gradient aus Acrylamid gelegt. Durch diesen 

zweiten Gradienten ist es möglich, für alle Fragmente die gleiche Laufzeit zu ver-

wenden. 

 

Verwendete Puffer und Gel-Lösungen 

Der Puffertank, in dem die DGGE-Gele während der Elektrophorese bei konstanten 

Temperatur stehen, wurde mit einem 1x TAE-Puffer befüllt. Dieser wurde durch Zu-

gabe von H2O (bidest) zu einem 50x TAE-Puffer hergestellt.  

Folgende Reagenzien werden für die Herstellung von DGGE-Gelen benötigt: Acry-

lamid, 50x TAE-Puffer, Glycerol (ultrapure), Harnstoff, Formamid, H2O (bidest), 10% 
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APS und TEMED. Eine genaue Auflistung der Gelzusammensetzungen erfolgt im 

Ergebnisteil. 

 

Herstellung von Parallelen DG-DGGE-Gelen 

Zur Herstellung von 2 Gradienten-Gelen werden 3 Glasplatten (1 Außenplatte, 1 

Zwischenplatte und 1 Innenplatte), 4 Spacer à 1 mm, 2 sog. Sandwich-Klammern  

sowie 2 Kämme mit je 48 Zähnen benötigt. Die Glasplatten, die Spacer und die 

Kämme wurden zunächst unter fließendem Wasser abgespült und nach dem Trock-

nen mit Ethanol gereinigt. 

Die Spacer wurden als Abstandhalter zwischen die Glasplatten gelegt, das ganze  

mit den Sandwich-Klammern fixiert und im Gießständer positioniert. Vor dem Gie-

ßen der Gele wurden die so entstandenen Gel-Kammern mit H2O (bidest) auf Dich-

tigkeit geprüft. 

Zur Herstellung eines DGGE-Gels benötigt man je 15 ml zweier Denaturans-

Lösungen, die unmittelbar vor dem Gießen mit je 100 µl des 10%igen APS sowie 

10 µl des Temed als Polymerisationsinitiatoren bzw. -Katalysatoren gemischt wer-

den. 

Die Lösungen wurden in die zwei Kammern eines Gradienten-Mischers gegeben 

und von dort mittels einer peristaltischen Pumpe in die Gel-Kammer geleitet, dabei 

wurde der höher konzentrierten Gel-Lösung kontinuierlich die niedriger konzentrierte 

Lösung beigemischt, so dass ein von unten nach oben hin abnehmender Gradient 

entstand. Der obere Zentimeter der Gel-Kammer wurde frei gelassen und nach Po-

lymerisation des Geles mit der Stacking-Lösung befüllt, in die der Kamm gesetzt 

wurde. 

Für 1 Kamm benötigte man 2,5 ml Stacking-Lösung, 25 µl APS und 2,5 µl Temed. 

Die fertigen Gele konnten nach Herstellung bis zu 1 Woche bei +4°C aufbewahrt 

werden. 

 

Gel-Lauf 

Der Puffer-Tank wurde mit 5 Liter 1x TAE-Puffer befüllt. Über eine angeschlossene 

Pumpe sowie einen Thermostat wurde das Puffer-System auf 50°C bzw. 60°C er-

wärmt. Die peristaltische Pumpe sorgte während des gesamten Laufes für einen 

ständigen Austausch des Puffers und damit für konstante Temperaturverhältnisse. 

Die Kämme wurden vorsichtig gezogen und die fertigen Gele in die Elektrophorese-

Einheit eingespannt. Nachdem das System mit H2O (bidest) auf Dichtigkeit geprüft 

worden war, wurde es mit 1x TAE-Puffer befüllt und die Taschen mit diesem Puffer 
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gespült, um nicht polymerisierte Gel-Lösung und schnell kristallisierenden Harnstoff 

zu entfernen. Anschließend erfolgte das Auftragen der Proben (PCR-Produkte, mit 

Auftragspuffer gemischt). Nach dem Auftragen der Proben wurde die Elektrophore-

se-Einheit in den Puffer-Tank gestellt und die Elektrophorese gestartet. Abbildung 8 

zeigt den Aufbau des DGGE-Systems. 

 

 

 

Abbildung 8: Darstellung des DGGE-Systems, mit dem alle DGGEs dieser Arbeit 

durchgeführt wurden 

 

 

Auswertung der DGGE-Gele 

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele 10-15 min. in einer Ethidi-

umbromid-Lösung (25 µl Ethidiumbromid auf 400 ml H2O(bidest)) auf einem Schütt-

ler gefärbt, anschließend 10 min. in H2O (bidest) wieder entfärbt. 

Unter UV-Licht wurde das Gel beurteilt und anschließend photographiert, das Ethi-

diumbromid diente dabei als interkalierender Farbstoff. 

 

 

Heizsystem 

Pufferpumpe I 

Pufferpumpe II  

Gelk
Puffertank 
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3.2.4 Mutationsdetektion, Sequenzierung 

Von jedem untersuchten Fragment wurden die auffälligen Proben sowie je mindes-

tens eine unauffällige Probe als Wildtyp zur Sequenzierung an die Firma Seqlab 

geschickt. 

 

Aufreinigung der DNA-Proben 

Zur Aufreinigung der Proben wurde das "QIAEX II Gel Extraction Kit" (Firma Qia-

gen) verwendet, das folgende Reagenzien enthält: Buffer QX1 Solubilization buffer 

100 ml, Qiaex II Suspension 500 µl und Buffer PE Wash buffer 20 ml concentrate. 

 

10-15 µl des mit Auftragspuffer versetzen PCR-Produktes der zu untersuchenden 

Probe wurden in einem 2%igen Agarose-Gel bei konstanten 70 Volt mindestens 45 

Minuten aufgetrennt. Anschließend wurden unter UV-Licht (bei möglichst kurzer 

Belichtungszeit, da sonst die Gefahr der Bildung von Thymin-Dimeren besteht) die 

entsprechenden Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten und jeweils in ein 1,5 ml 

Eppendorf-Cup gegeben.  

Diese Agarose-Stücke wurden gewogen und für je 10 mg Agarose wurden 20 µl des 

Buffer QX1 in das Eppendorf-Cup hinzugefügt, mindestens jedoch 200 µl. Zu die-

sem Gemisch wurden 10 µl der Qiaex II Suspension hinzugegeben, an diese Glas-

matrix bindet die DNA. 

Um die Agarose in dem Puffer zu lösen wurde das Gemisch bis zur Lösung ab-

wechselnd gevortext und ruhen gelassen, anschließend wurde diese Lösung ca. 15 

Sekunden bei 13000 Rpm zentrifugiert und der so entstandene Überstand mit der 

Wasserstrahlpumpe abgesaugt. 

Um auch letzte Reste der Agarose zu entfernen wurden noch einmal 500 µl des 

Buffer QX1 in das Eppendorf-Cup gegeben, es wurde gevortext, anschließend 

zentrifugiert und der Überstand wieder mit der Wasserstrahlpumpe entfernt. 

Das so entstandene Pellet wurde anschließend zweimal mit dem Buffer PE gewa-

schen, dazu wurden jeweils 500 µl des Puffers zu dem Pellet gegeben, das ganze 

wurde gevortext, zentrifugiert und mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt. 

Nach Trocknen des Pellets wurde es in H2O (steril) aufgenommen, gevortext und 

nach kurzem Stehenlassen abzentrifugiert, wodurch sich die DNA von der Glasmat-

rix löst und nun frei im Überstand gelöst ist. 

5 µl dieses Überstandes wurden für die Sequenzierung gebraucht, der Rest wurde 

bei  -20°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt. 
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Vorbereitung zur Sequenzierung 

Die Firma Seqlab benötigt einen der beiden verwendeten Primer zum Start der Se-

quenzierungsreaktion.  

Zunächst wurden 2 µl der jeweiligen Stock-Lösung des Primers ohne GC-Clamp mit 

10 µl H2O (steril) versetzt, so dass eine Lösung mit 10 pmol/µl entstand. 

Die Sequenzierung erfordert 20 pmol Primer in insgesamt 7 µl Volumen, so dass 

2 µl der obigen Primer-Lösung mit 5 µl der DNA-Lösung zusammen in ein 200 µl 

Cup mit flachem Deckel gegeben wurden. Dieses Gemisch wurde dann an die Fir-

ma Seqlab zur Sequenzierung geschickt. 

 

Beurteilung der Sequenzierungen 

Die Auswertung und Analyse dieser Sequenzierungen erfolgte mit dem Computer-

programm "Bio Edit Sequence Alignment Editor, Version 7.0.0". Es wurde jeweils 

ein Alignment der sequenzierten Probe mit den Wildtyp-Sequenz aus den Online-

Datenbanken des "Bioinformatic Harvester" (KIT, 2010) und des "Ensembl Genome 

Browsers" (EBI und WTSI, 2010) durchgeführt. 

 

 

3.3 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Tabellenkalkulationspro-

gramm Excel unter Einsatz des Zusatzpaketes WinSTAT für Excel. Folgende Daten 

wurden, soweit verfügbar, aus der Datenbank der Marburger KHK-Präventions-

Projektes erhoben: Alter, Geschlecht, BMI, Triglyzeride, Gesamt-Cholesterin, LDL-

Cholesterin, HDL-Cholesterin sowie das Vorliegen einer KHK, einer arteriellen Hy-

pertonie oder eines Diabetes mellitus. Für die einzelnen erfassten metrischen Pa-

rameter wurden jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung sowie das 95. 

Konfidenzintervall berechnet, für kategoriale Parameter wurden die absoluten sowie 

relativen Häufigkeiten bestimmt. Mithilfe des Kolmogorov-Smirnov-Testes für konti-

nuierliche Variablen sowie des Chi-Quadrat-Testes für stetige Variablen wurden die 

Parameter auf Normalverteilung geprüft, sofern die jeweilige Gruppengröße eine 

schließende Statistik zuließ. Bei Vorliegen von Normalverteilung erfolgte der Ver-

gleich der Daten untereinander mit einem 2-seitigen T-Test für unabhängige Stich-

proben, die übrigen Daten wurden mithilfe des Mann-Whitney-U-Testes verglichen. 

Häufigkeiten bzgl. Diagnosen und Geschlecht wurden mit Kreuztabellen sowie dem 

Chi-Quadrat-Test nach Pearson oder dem exakten Fisher-Test auf Zusammenhän-



Material und Methoden 39 

ge mit dem jeweiligen Genotyp überprüft. Statistische Signifikanz wurde angenom-

men bei einem p-Wert < 0,05. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Studiendesign 

Alle Patienten wurden konsekutiv aus dem Kollektiv der Marburger-KHK-

Präventions-Allianz rekrutiert, alle hatten der Durchführung dieser Studie zuge-

stimmt. Ein Votum zur Durchführung von Studien in diesem Kollektiv wurde von der 

Ethikkommission der Philipps-Universität Marburg erteilt (Aktenzeichen Studie: 

10/03). Die Einschlusskriterien für die Fallgruppe waren Triglyzeride > 150 mg/dl 

und ein BMI < 25 kg/m2, für die Kontrollgruppe Triglyzeride < 150 mg/dl und ein BMI 

< 25 kg/m2. 

Die Fallgruppe umfasste 134 Patienten, die Kontrollgruppe 130 Patienten. 

 

Wie bereits im Methodenteil dargestellt, wurde die DNA der Patienten zunächst aus 

den vorliegenden Vollblut-Proben isoliert und mittels PCR vervielfältigt. Das Mutati-

onsscreening erfolgte mit der DGGE, auffällige Proben wurden anschließend se-

quenziert. Die erhobenen Daten aus der Datenbank der Marburger KHK-

Präventions-Allianz wurden mithilfe statistischer Tests auf statistisch signifikante 

Unterschiede zwischen Mutationsträgern und Wildtypen untersucht. 

 

 

4.2 Untersuchte Sequenzen 

Die Sequenzen des Promotors der Lipoproteinlipase sowie der Hepatic Control Re-

gions (HCR) und Multienhancer (ME) des Apolipoprotein E entnahmen wir den Onli-

ne-Datenbanken des "Bioinformatic Harvester" (KIT, 2010) und des "Ensembl Ge-

nome Browsers" (EBI und WTSI, 2010). 

 

 

4.2.1 Apolipoprotein E (Apo E) 

In den Hepatozyten der Leber, wo der größte Teil des Apolipoproteins E produziert 

wird, kontrollieren 2 Hepatic Control Regions (HCR) die ApoE-Genexpression. In 

den Adipozyten des Fettgewebes dagegen erfolgte dies durch 2 Multienhancer (ME) 

(s. 1.2.2). Bei Störungen bzw. Veränderungen der Funktion dieser regulatorischen 

Elemente z.B. durch funktionell relevante Mutationen bzw. komplettes Fehlen der 
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Sequenzen ist die Expression von Apo E gestört mit vielfältigen Folgen auf den 

Stoffwechsel. Alle 4 Sequenzen liegen relativ weit vom Gen des Apo E entfernt und 

beeinflussen auch die Expression der anderen Gene des Clusters (Apo C-I, C-I´, C-

IV, C-II). Bedingt durch ihre wahrscheinliche Entwicklung durch Genduplikation sind 

die Sequenzen von HCR1 und HCR2 sowie ME1 und ME2 zu einem großen Teil 

homolog. 

Die für die Leber-spezifische Expression funktionell wichtige Region in HCR1 um-

fasst 321 bp (Basen 5-325) (Dang et al., 1995), HCR2 enthält eine zu ca. 85% ho-

mologe Region (Allan et al., 1995b). Innerhalb dieser Region finden sich wichtige 

Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren wie z.B. das leberspezifische Motif 

TGTTTGC oder Bindungsstellen für HNF3 oder HNF4. Benachbart zu HCR1 befin-

det sich eine Alu Sequenz (ab Position 525), diese repetitiven DNA-Sequenzen fin-

den sich häufig im menschlichen Genom, sie hat jedoch wie auch die dazwischen-

liegenden Basen keine tragende Rolle für die Expression, obwohl auch sie Bin-

dungsstellen für Transkriptionsfaktoren enthalten. Abbildung 9 zeigt die starke Ho-

mologie von HCR1 und HCR2. 

  

 

  
HCR1 CCAGGGATGG AGAGAAAGAG ATGAGAGTGG TTTGGGGGCT TGGTGACTTA GAGAACAGAG 
HCR2 CCAGGGGTAG AGAGAAAGAT TTGAGAGTGG TTTTGGGGCT TGGTGACTTA GAGAACAGAG 
 1 
HCR1 CTGCAGGCTC AGAGGCACAC AGGAGTTTCT GGGCTCACCC TGCCCCCTTC CAACCCCTCA 
HCR2 TTGCAGGCTC TG-------- ----- TTTTT GGGCCCGCCC TGCCCCCTTC CGACCTCTTA 
 61 
HCR1 GTTCCCATCC TCCAGCAGCT GTTTGTGTGC TGCCTCTGAA GTCCACACTG AACAAACTTC 
HCR2 GTTCCTATCC TCCAGCAGCT GTTTGTGTGC TGCCTCTGAA GTCCACCCTG AATGACCTTC 
 121 
HCR1 AGCCTACTCA TGTCCCTAAA ATGGGCAAAC ATTGCAAGCA GCAAACAGCA AACACACAGC 
HCR2 AGCCTGTTCC CGTCCCTGAT ATGGGCAAAC ATTGCAAGCA GCAAACAGCA AACACATAGC 
 181 
HCR1 CCTCCCTGCC TGCTGACCTT GGAGCTGGGG CAGAGGTCAG AGACCTCTCT GGGCCCATGC 
HCR2 CCTCCCTGCG TGCTGACCTT GGAGCTGCGG CAGAGGTCAG AGACCTCTCA GGGCCCATAC 
 241 
HCR1 CACCTCCAAC ATCCACTCGA CCCCTTGGAA TTT CGGTGGA GAGGAGCAGA GGTTGTCCTG 
HCR2 CACTTCCAAC ATCCCCTTGA TCTCTTGGAT TTT - GGTGGA GAGGGGCAGA GGTTGTCCTG 
 301 
HCR1 GCGTGGTTTA GGTAGTGTGA GAGGGTCCGG GTTCAAAACC AC---TTGCT GGGTGGGGAG 
HCR2 GCCTGGTT- A GGTAGTGTGA GAGGGTCCCG GTTCAAAACC ACCACTTGCT GGTTGAGGAG 
 361 
HCR1 TCGTCAGTAA GTGGCTATGC CCCGACCCCG AAGCCTGTTT CCCCATCTGT ACAATGGAAA 
HCR2 TCGTCAGTAA GTGGCTGCGC CCCCACCCTG AGGCTTGTTT CTCCATCTGT ACAATGGAAA 
 421 
HCR1 TGATAAAGAC GCCCATCTGA TAGGGTTTTT GTGGCAAATA AACATTTGGT TTTTTTGTTT 
HCR2 TGATGAAGAT GCCCACCTGA TAGGGTTTTT GTGGCAAATA AGTAAGTAGT TTTTTTGTTT 
  

Abbildung 9: Homologie Apo E HCR1 und HCR2, jeweils mit flankierenden Sequenzen, 

funktionell wichtige Region in schwarz, Sequenzunterschiede sind schwarz hinterlegt (EBI 

und WTSI, 2010), Nummerierung nach (Dang und Taylor, 1996) 
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ME1 und ME2 unterscheiden sich nur durch 29 Basenpaare und sind damit zu 95% 

homolog, Abbildung 10 zeigt diese Homologie. ME1 ist insgesamt 620 bp lang, ME2 

619 bp. In beiden Fragmenten finden sich zahlreiche Bindungsstellen für Transkrip-

tionsfaktoren wie LXR, GR und C/EBP (s. 1.2.2). 

 

 

  
ME1 TCCGCCCACC TTGGCCTCCC AAAGTTCTGG GAATACAGGC GTGAGCCACT GCAACCAGCC 
ME2 TCCTCCTGCC TCAGCTTCCC AAAGTGGTGG GATTATAGGT GTGAGCCACT GCGCCCAGTC 

 1 
ME1 AGTAGCCCCC ATCTTTGCCC CTCGCTGAGC CCTACTGGAT GTTCTTGGTT ATGCGACAGT 
ME2 AGTAGCCCCC –TCTTTGCCC CTCACTGAGC CCTACTGGAT GTTCTTGGTT GTGTGACAGT 

 61 
ME1 TTCCCCATCT ATTAAAGAGA AACCCCTATA GCAGAGGGGA GGATGAGGTT GGAAAAGCAG 
ME2 TTCCCCATCT ATTAAACAGA AACCCCTATA GCAGAGGGGA GGATGAGGTT GGAAAATCAG 

 121 
ME1 GAGCATTGTT ATGCTATTCT TGTGGGGTCT GGGAAGCAGA CATCTGGGTG GATGTTTGGG 
ME2 GAGCATTGTT ATTCTATTCT TGTGGGATCG GGGAAGCAGA CATCTGGGTG GATGTTTGGG 

 181 
ME1 GGGTGCTGGG CTTAGTTGGG GAAGTAGGGG GGCCCCTGGG GCTGACAGGG ACTGGAAGCT 
ME2 GAATGCTGGG CTCAGTTGAG GAAGTAGGGG GGCCCCTGGG GCTTACAGGG ACTGGAAGCT 

 241 
ME1 CTGAGCTGGC CAGAGGGATG TTGCAATCCT GCCAGGGTCT TGTCTATGCT GTCCTTTTCA 
ME2 CTGAGCTGGC CAGAGGGATG TTGCAATCCT GCCAGGGTCT TGTCTATGCT GTCCCTTTCA 

 301 
ME1 CAACCATCCC CCTACTGCCA GGCTGACACG TGGTTGCGGG GGCACAAGGC CAGCCAACCT 
ME2 CAACCATCCC CCTACCGCCA GGCTGACACG TGGTTGTGGG GGCACAAGGC CAGCCGAACT 

 361  
ME1 AGAGTCTGAG GCTAGGCGGA GGACACCCTC CCCACCAGCT GCCAGGGTCA CTGGCGGTCA 
ME2 AGAGTCTGAG GCTGGGCTGA GGACACCCTC CCCATCAGCT GCCAGGGTCA CTGGCGGTCA 

 421 
ME1 AAGGCAGCTG GTGGGGAAGG CATTGGACTC CAGCCTTGGG GGACGGATGT AGTGATGGTG 
ME2 AAGGCAGCTG GTGGGGAAGG AATTGGACTC CAGCCCTGGG GGACGGATGT GGTGATGGTG 

 481 
ME1 GGAAGCAGGC TTGGTGCCAG GAGGGGCGTC AGAGGGTGAA TAAAAGCAGA TAGAGTGTTT 
ME2 GGAAGCAGGC TTGGTGCCAG GAGGGGCATC AGAGGGTGAA TAAGAGCAGA TAGAGTGTTT 

 541 
ME1 GGGGGAGGTA GCCAGCCAAA GGGGGTGAGG CCCGGTGGAA GGGAAGAAGG GACATACACG 
ME2 GGGGGAGGTA GCCAGCCAAA GGGGGTGAGG CCCGGTGGAA GGGAAGAAGG GGCATACACT 

 601 
ME1 CAGAGCTTTG CAGCTGAGGG TTTTAATTTT TTGAGATGGG GTCTC----T GTCCCACCAG 
ME2 CAGAGCTTTG CAGCTGAAGG TTTTAATTTT TTGAGATGGG GTCTCACTCT GTCTCACCAG 

  
 

Abbildung 10: Homologie Apo E ME1 und ME2, jeweils mit flankierenden Sequenzen, 

ME1 bzw. ME2 in schwarz, Sequenzunterschiede sind schwarz hinterlegt (Shih et al., 2000; 

EBI und WTSI, 2010) 

 

 

4.2.2 Lipoproteinlipase (LPL) 

Die Expression der LPL wird durch ihren Promotor gesteuert, s. Punkt 1.3.3. Er ent-

hält zahlreiche regulatorische Elemente, die teilweise die basale Expression, teil-
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weise aber auch die ligandenvermittelte Expression vermitteln. Wir haben uns in 

dieser Arbeit auf die ersten ca. 800 Basenpaare vor dem Transkriptionsstart be-

schränkt, in denen sich die wichtigsten Elemente befinden, welche in Abbildung 11 

dargestellt sind. 

 

 

 

  
-780 GCACTGATCT ACTTTTGGTC TCTATGGATT TGTCTATTTG TGGACACTTT AAATGGAATC 

 Lp-α  
-720 ATACAATATG TGTCTTTTGC GACTATCTTC TTTCACTTAT CATAACTCAA TACGGCTTTA 

  
-660 GATTATTTGA CCTCGATGTT CTGCCTCTGA ACATAAAATA TTATCCTTGC ATTCCTTGAT 

  
-600 GAGTTTGAGG ATTGAGAATA ATTTGCATGA GACAAAAATT AGAAACTAGT TAGAGCAAGT 

  CCAAT-box  
-540 AGGCTTTTCT CCATCACATA AGCTGATCCA TCTTGCCAAT GTTAAAACAC CAGATTGTAC 

 LP-β  
-480 AAGCACAAGC TGGGACGCAA TGTGTGTCCC TCTATCCCTA CATTGACTTT GCGGGGGTGG 

  
-420 GGATGGGGTG CGGGGTGAGT GAGGGAGGAC TGCAAGTGAC AAACAGGATT CGTCAAAAGA 

  
-360 GAGGTGTATT AAAGTGCCGA TCAAATGTAA TTTAACAGCT AAACTTTCCC TCCTTGGAAA 

  
-300 ACAGGTGATT GTTGAGTATT TAACGTGAAT CGATGTAAAC CTGTGTTTGG TGCTTAGACA 

  
-240 GGGGGCCCCC GGGTAGAGTG GAACCCCTTA AGCTAAGCGA ACAGGAGCCT AACAAAGCAA  

 PPRE  
-180 ATTTTTCCGT CTGCCCTTTC CCCCTCTTCT CGTTGGCAGG GTTGATCCTC ATTACTGTTT 

 SRE CCAAT-box  
-120 GCTCAAACGT TTAGAAGTGA ATTTAGGTCC CTCCCCCCAA CTTATGATTT TATAGCCAAT  

 Octamer   
-60 AGGTGATGAG GTTTATTTGC ATATTTCCAG TCACATAAGC AGCCTTGGCG TGAAAACAGT  

Transkriptionsstart  
+1 GTCAGACTCG ATTCCCCCTC TTCCTCCTCC TCAAGGGAAA GCTGCCCACT TCTAGCTGCC  
  

Abbildung 11: Lipoproteinlipase Promotor; wichtige regulatorische Sequenzen sind mar-

kiert, schwarz: untersuchte Fragmente; grau: nicht untersuchte Fragmente, (Deeb und Peng, 

1989; Kirchgessner et al., 1989a; Enerback et al., 1992; Preiss-Landl et al., 2002; Merkel et 

al., 2002a) 

 

 

Für die Mutations-Analyse mit der DGGE ist das Schmelzverhalten der DNA- Frag-

mente von großer Bedeutung (s. Punkt 3.2.3), dieses wiederum ist abhängig von 

ihrer Sequenz. Um optimale Ergebnisse zu erzielen, unterteilten wir den zu untersu-

chenden DNA-Bereich des LPL-Promotor daher in 2 Fragmente, die unabhängig 

voneinander untersucht wurden. Das 1. Fragmente (LPL-P1) enthält die Basen von 

Position -743 bis -383 mit den regulatorischen Elementen LP-α und LP-β, das 2. 

Fragment erstreckt sich von Position -272 bis -20 und enthält weitere wichtige regu-

latorische Sequenzen. 
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Mit diesen beiden Fragmenten werden die meisten der in der von uns ausgewerte-

ten Literatur beschriebenen regulatorischen Elemente abgedeckt. 

 

 

 

 

4.3 PCR 

4.3.1 Primerdesign 

Die Homologie von HCR1 und 2 sowie ME1 und 2 des Apolipoprotein E erschwert 

es, Primer zu designen, die zur spezifischen Amplifikation des gewünschten Frag-

mentes führen. Besonders für solche Fragmente bietet sich eine Nested-PCR-

Amplifikationsstrategie an, in der zunächst ein größeres Fragment amplifiziert wird, 

für das man effektivere Primer finden kann, um dann in einem zweiten Schritt das 

gewünschte Fragment in größerer Menge spezifisch zu amplifizieren. Bedingt durch 

diese Umstände umfassen die von uns untersuchten Fragmente mehr Basen als nur 

die funktionell relevanten Regionen.  

Auch für die Fragmente des LPL-Promotors wurde das Prinzip der Nested-PCR 

angewendet. Dazu wurden LPL-P1 und -P2 zunächst in einer gemeinsamen PCR in 

einem einzigen Fragment amplifiziert, um eine möglichst große Menge an DNA für 

die nachfolgende DGGE zu gewinnen. 

 

In Tabelle 14 sind die in dieser Arbeit verwendeten Primer aufgeführt. 

 

 

 

Tabelle 14: verwendete Primer 

Frag-

ment 

Frag-

ment-

länge 

Primer-Lokalisation Primer-Sequenz 

äußere PCR downstream 5′-3′ TGCCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGAC 962 bp 

äußere PCR upstream 5′-3′ CGAGCGTGGTGGCGCATG 

Nested-PCR downstream 5′-3′: aTGCAACCAGC 

 

Apo E 

ME1 

723 bp 

Nested-PCR upstream 5′-3′: CAGCCTGGTGGGACAG 
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Frag-

ment 

Frag-

ment-

länge 

Primer-Lokalisation Primer-Sequenz 

äußere PCR downstream 5′-3′ CACCTAGGCCTCCCAAAGTGCACAGAT 967 bp 

äußere PCR upstream 5′-3′ TGAGCGTGGTGGCGCACA 

Nested-PCR downstream 5′-3′: aTGCGCCCAGT 

 

Apo E 

ME2 

721 bp 

Nested-PCR upstream 5′-3′: TGGTGAGACAGAGTG 

äußere PCR downstream 5′-3′ TCTTTTTTACCCTAGACTTTCCTACC 779 bp 

äußere PCR upstream 5′-3′ GGAGGCTGAGGCAGGGGAAGGTTGTG 

Nested-PCR downstream 5′-3′ GATTCAGACTAGGGCC 

Apo E 

HCR1 

647 bp 

Nested-PCR upstream 5′-3′ bCAGAGCAAAC 

 

äußere PCR downstream 5′-3′ CCTTTTTTACCCCAGCCTTCCCTGCA 777 bp 

äußere PCR upstream 5′-3′ CTTGAACCCGGGAGGTGGAGTTGGCA 

Nested-PCR downstream 5′-3′ GATTCAGACCAGGGTA 

Apo E 

HCR2 

645 bp 

Nested-PCR upstream 5′-3′ bCAGAGTGAGA 

äußere PCR downstream 5′-3′ GTAATCTAGAACATTGTCATC LPL-

Multiplex 

1013 

bp äußere PCR upstream 5′-3′ CGCGGACCGACTGATGAGCC 

Nested-PCR downstream 5′-3′ aTTGTGGACACTTTAAATGGAAT LPL-P1 389 bp 

Nested-PCR upstream 5′-3′ CACTTGCAGTCCTCCCTCACTCAC 

Nested-PCR downstream 5′-3′ TAGAGTGGAACCCCTTAAGCTA LPL-P2 263 bp 

Nested-PCR upstream 5′-3′ bGGCTGCTTATGTGACTGGAAATA 

a GC-Clamp1 (52 bp): CgcccgccgcgccccgcgcccgTcccgccgcccccgcccgcggcCcccccC C 

b GC-Clamp2 (52 bp): GGgggggGgccgcgggcgggggcggcgggAcgggcgcggggcgcggcgggc G 

 

 

 

4.3.2 Bestimmung der optimalen PCR-Bedingungen 

Für jedes untersuchte Fragment wurden zunächst die jeweils optimale Zusammen-

setzung des Mastermixes sowie die optimale Annealing-Temperatur für die Primer 

experimentell evaluiert. Hierzu führten wir PCRs mit unterschiedlichen Bedingungen 

durch, in dem wir einerseits die Zusammensetzung des Mastermixes veränderten 

und andererseits die Primer-Annealing-Temperaturen zwischen 56°C und 62°C vari-

ierten. Tabelle 15 zeigt die verschiedenen getesteten PCR-Bedingungen, Tabelle 16 

die beiden verwendeten Programme des Thermalcyclers. 
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Tabelle 15: getestete PCR-Bedingungen, Ansatz jeweils für 1 PCR  

Reagenzien Menge in µl 

10x PCR Buffer 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 

DMSO/Glycerol 1:1   2,5         

Betaine    2,5    2,5    

Betaine/Glycerol 1:1     2,5    2,5   

Betaine/DMSO 1:1      2,5    2,5  

Betaine/DMSO/ 

Glycerol 1:1:1 

      2,5    2,5 

50 mM MgCl2 1,5 0,75 1,16 1,5 1,5 1,5 1,5 0,75 0,75 0,75 0,75 

25 mM dNTPs 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 

5 pmol Primer 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 

H2O 10,7 11,45 8,95 8,2 8,2 8,2 8,2 8,95 8,95 8,95 8,95 

Taq Polymerase 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

Bedingung 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

 

 

 

Tabelle 16: benutzte Programme des Thermalcyclers für die PCR 

Programmschritt Programm 1 Programm 2 

1 94°C für 5 Min. 94°C für 5 Min. 

2 Denaturierung 94°C für 20 Sekunden 94°C für 20 Sekunden 

3 Annealing 56°C für 30 Sekunden 62°C für 30 Sekunden 

4 Extension 72°C für 3 Minuten 72°C für 3 Minuten 

5 go to 2 44 times go to 2 44 times 

6 20°C für 5 Minuten 20°C für 5 Minuten 

7 Ende Ende 

 

 

 

4.3.3 Amplifizierung der Fragmente 

Für die schlussendlich durchgeführten Experimente wurden die im folgenden Ab-

schnitt beschriebenen Bedingungen verwendet, da sie in den PCR-Evaluierungs-

Experimenten die besten Ergebnisse lieferten.  

 

Amplifizierung von HCR1, HCR2, ME1 und ME2 des Apolipoprotein E 

Alle 4 Fragmente wurden zunächst in einer gemeinsamen Multiplex-PCR vervielfäl-

tigt, dazu wurde die Bedingung 10 sowie das Programm 1 mit einer Annealing-

Temperatur von 56°C verwendet (s.o.). In der Primer-Lösung befanden sich neben 
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den Primern für die Apo E Fragmente zu gleichen Anteilen auch Primer für folgende 

weitere Fragmente: Promotor des Apolipoproteins A-I, Promotor des Apolipoproteins 

A-IV, Enhancer des Apolipoproteins C-III. Diese Sequenzen wurden zeitgleich eben-

falls in unserer Arbeitsgruppe untersucht (Daten noch nicht veröffentlicht). 

 

Das Produkt der Multiplex-PCR wurde in 150 µl H2O (steril) aufgenommen und sorg-

fältig gevortext. 

Die Nested-PCRs, in denen der GC-Clamp für die DGGE zu den Sequenzen hinzu-

gefügt wurde, wurden ebenfalls mit dem Programm 1 durchgeführt, für die Fragmen-

te HCR1, HCR2 und ME1 wurde die Bedingung 1 verwendet, für ME2 Bedingung 2. 

 

Nach erfolgter PCR wurden die amplifizierten Fragmente in einem analytischen A-

garosegel elektrophoretisch aufgetrennt und auf ihre korrekte Fragmentlänge über-

prüft. Die Ergebnisse der Agarose-Gel-Elektrophorese sind in den folgenden Abbil-

dungen 12-15 aufgezeigt. 

 

 

  

 
  

 

Abbildung 12: Apo E HCR1 (647 bp) Abbildung 13: Apo E HCR2 (645 bp) 

 

  

 

Abbildung 14: Apo E ME1 (723 bp) Abbildung 15: Apo E ME2 (721 bp) 
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Amplifizierung von LPL-P1 und LPL-P2 der Lipoproteinlipase 

Da die beiden untersuchten Fragmente des Promotors der Lipoproteinlipase sehr 

nah beieinander liegen, wurden sie in der ersten PCR in einem einzigen Fragment 

amplifiziert. Als Primer wurde die "working-solution" für LPL verwendet, der Master-

mix entsprach Bedingung 1 und die Annealing-Temperatur betrug 56°C (Pro-

gramm 1). 

Auch dieses Produkt wurde mit 150µl H2O (steril) verdünnt und vor dem weiteren 

Gebrauch sorgfältig gevortext. Die Nested-PCR erfolgte für LPL-P1 und LPL-P2 

jeweils mit Programm 2 und dem Mastermix der Bedingung 1. 

 

Auch diese PCRs wurden mit einer Agarose-Gel-Elektrophorese überprüft, die Er-

gebnisse sind in den folgenden Abbildungen 16 und 17 dargestellt. 

 

 
  

 

  

 

Abbildung 16: LPL-P1 (389 bp) Abbildung 17: LPL-P2 (263 bp) 

 

 

 

4.4 DGGE 

4.4.1 Schmelzkurven der untersuchten Fragmente 

Wie bereits unter Punkt 3.2.3 dargestellt wurde, ist es für die Mutationsdetektion 

mithilfe der DGGE wichtig, dass die zu untersuchende Region nicht in der Domäne 

mit der höchsten Schmelztemperatur liegt. Durch Anfügen eines GC-Clamps an das 

Fragment konnte dies in allen 6 untersuchten Fragmenten erreicht werden. Mit Hilfe 

des Computer-Programms WinmeltTM stellten wir das zu erwartende Schmelzverhal-

ten der Fragmente dar, exemplarisch zeigen die Abbildungen 18 und 19 den Gra-

phen des Fragmentes Apo E ME1 einmal vor und einmal nach Einfügen eines GC-

Clamps. 
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Abbildung 18: Schmelzkurve von ME1 vor Einfügen eines GC-Clamps 

 

 

Abbildung 19: Schmelzkurve von ME1 nach Einfügen eines GC-Clamps 

 

In der Abbildung 19 lässt sich sehr schön erkennen, dass der Großteil des Frag-

mentes durch Anfügen eines GC-Clamps eine gemeinsame Schmelzdomäne erhält, 

so dass Basensubstitutionen innerhalb dieses Bereiches gut zu erkennen sein 
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müssten. Im Bereich des GC-Clamps ist die benötigte Schmelztemperatur deutlich 

höher als im restlichen Fragment, so dass ein komplettes Aufschmelzen des Frag-

mentes verhindert wird. 

 

4.4.2 Bestimmung der optimalen DGGE-Bedingungen 

Die Computer-Simulation mit WinmeltTM zeigt den theoretisch optimalen Gradienten 

für die DGGE der einzelnen Fragmente, es gibt jedoch noch zahlreiche andere Ein-

flussfaktoren, die in der Simulation nicht berücksichtigt werden. Um auch in der Pra-

xis das bestmögliche Ergebnis zu erzielen wurden zu Beginn der Arbeit zunächst 

einige Versuche mit unterschiedlichen Gel- und Elektrophorese-Bedingungen 

durchgeführt. Diese sind in den nachfolgenden Tabellen 17 und 18 zusammenge-

fasst. 

 

Tabelle 17: getestete Gel-Bedingungen für die DGGE-Analysen 

Denaturans-Gradient Acrylamid-Gehalt bzw. 

Acrylamid-Gradient 

0-80% 4% 

0-80% 6% 

0-80% 6-10% 

30-50% 8% 

30-50 % 9% 

50-65% 6-10% 

50-65% 7,5% 

50-65% 8% 

50-65% 9% 

60-70% 6% 

60-70% 6-10% 

Tabelle 18: getestete Elektrophorese-Bedingungen 

Volt (V) Zeit (h) Temperatur (°C) 

120 6 50 

120 6 60 

120 7 60 

120 8 50 

170 6 60 

200 6 50 

200 6 60 
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Zusätzlich zu den oben angegebenen untersuchten DGGE-Parametern variierten 

wir noch die jeweils applizierte PCR- Probenmenge zwischen 5 µl, 10 µl, 15 µl und 

20 µl. 

 

Für jedes Fragment wurden so die optimalen Bedingungen in Evaluierungs-

Experimenten ermittelt. Die folgenden Tabellen 19-22 zeigen die für unsere Frag-

mente benötigten Gellösungen. 

 

 

Tabelle 19: Zusammensetzung 0% denaturierende Lösung mit 6% Acrylamid 

Reagenzien Menge 

Acrylamid  15 ml 

50x TAE-Puffer 2 ml 

Glycerol (ultra pure) 10 ml 

H2O (bidest) ad 100 ml 

 

 

Tabelle 20: Zusammensetzung 80% denaturierende Lösung mit 10% Acrylamid 

Reagenzien Menge 

Harnstoff  33,6 g 

Formamid  32 ml 

Acrylamid  25 ml 

50x TAE-Puffer 2 ml 

Glycerol (ultra pure) 10 ml 

H2O (bidest) ad 100 ml 

 

 

Tabelle 21: Zusammensetzung 60% denaturierende Lösung mit 6% Acrylamid 

Reagenzien Menge 

Harnstoff 25,2 g 

Formamid  24 ml 

Acrylamid 15 ml 

50x TAE-Puffer 2 ml 

Glycerol (ultra pure) 10 ml 

H2O (bidest) ad 100 ml 
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Tabelle 22: Zusammensetzung 70% denaturierende Lösung mit 10% Acrylamid 

Reagenzien Menge 

Harnstoff 29,4 g 

Formamid  28 ml 

Acrylamid 25 ml 

50x TAE-Puffer 2 ml 

Glycerol (ultra pure) 10 ml 

H2O (bidest) ad 100 ml 

 

 

Die Lösungen wurden gemischt, filtriert (Filter: Minisart 0,2 µl) und anschließend 

bei Raumtemperatur aufbewahrt. 

 

Für den oberen Bereich des Geles, in dem sich die Taschen für die Proben befin-

den, wurde eine extra Stacking-Lösung mit hohem Acrylamid-Gehalt hergestellt, die 

es erleichterte, den Kamm zu ziehen ohne die Taschen zu beschädigen. Tabelle 23 

zeigt das hierfür benötigte Rezept. 

 

Tabelle 23: Zusammensetzung Stacking (0% Denaturans, 10% Acrylamid) 

Reagenzien Menge 

Acrylamid 25 ml 

50x TAE-Puffer 2 ml 

Glycerol (ultra pure) 10 ml 

H2O (bidest) ad 100 ml 

 

 

4.4.3 DGGE der einzelnen Fragmente 

DGGE der regulatorischen Elemente des Apolipoprotein E 

Für die einzelnen Fragmente der regulatorischen Elemente des Apolipoprotein E-

Gens wurden die in der folgenden Tabelle 24 aufgeführten Gele und Elektrophore-

se-Bedingungen verwendet, bei allen Gelen handelte es sich um Doppelgradienten-

Gele. 
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Tabelle 24: DGGE der regulatorischen Elemente des Apolipoprotein E-Gens 

Fragment Gel Elektrophorese-

Bedingungen 

aufgetragene 

Menge 

 Denaturans-

Gradient (%) 

Acrylamid-

Gradient (%) 

Volt 

(V) 

Temperatur 

(°C) 

Zeit 

(h) 

(µl) 

ME1 0-80 6-10 120 50 6 10 

ME2 0-80 6-10 120 50  6  10 

HCR1 60-70 6-10 200 60 6 5 

HCR2 60-70 6-10 200 60 6 10 

 

 

DGGE der Elemente des Promotors der Lipoproteinlipase 

Für die einzelnen Fragmente des Promotors der Lipoproteinlipase wurden die in 

Tabelle 25 dargestellten Gele und Elektrophorese-Bedingungen verwendet, auch 

bei diesen Untersuchungen wurden in beiden Fällen Doppelgradienten-Gele ver-

wendet. 

 

Tabelle 25: DGGE der Fragmente des Promotors der Lipoproteinlipase 

Fragment Gel Elektrophorese-

Bedingungen 

aufgetragene 

Menge 

 Denaturans-

Gradient (%) 

Acrylamid-

Gradient (%) 

Volt 

(V) 

Temperatur 

(°C) 

Zeit 

(h) 

(µl) 

LPL-P1  0-80 6-10 120 50 6 5 

LPL-P2 0-80 6-10 120 60 6 15 

 

 

4.5 Identifizierte Mutationen 

Die in der DGGE identifizierten Proben mit auffälligem Bandenmuster wurden für die 

DNA-Sequenzierung aufgearbeitet und anschließend durch eine kommerzielle Fir-

ma für Auftragssequenzierungen (Firma SEQLAB GmbH, Göttingen) zusammen mit 

jeweils einer unauffälligen Probe als Wildtyp-Kontrolle (s. Punkt 3.2.4) sequenziert. 

Bei einigen Fragmenten gab es in der DGGE keine Auffälligkeiten, in diesem Fall 

wurden zur Kontrolle exemplarisch einige willkürlich ausgesuchte Proben zur Se-

quenzierung geschickt. 
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4.5.1 Mutationen in regulatorischen Elementen von  Apo E 

HCR1 

Im Fragment HCR1 wurden keine Mutationen gefunden, alle Proben lieferten identi-

sche Bandenmuster in der DGGE und die sequenzierten Proben entsprachen der 

publizierten Sequenz. 

 

HCR2 

Auch bei HCR2 waren alle Banden in der DGGE identisch, wir konnten keine Muta-

tionen nachweisen. 

 

ME1 

Alle Proben des Fragmentes ME1 zeigten in der DGGE ein identisches Bandenmus-

ter, die Sequenzierung 3er willkürlich ausgewählter Proben ergab bei allen eine  

identische Basenabfolge.  

 

 

ME2 

Im Fragment ME2 wurden keine Mutationen gefunden, in der DGGE lieferten alle 

Proben identische Banden, alle sequenzierten Proben entsprachen der publizierten 

Sequenz.  

 

Die folgende Tabelle fasst die Ergebnisse noch einmal zusammen.  

 

Tabelle 26: Überblick über gefundene Mutationen Apolipoprotein E 

Fragment Fallgruppe (TG > 150 mg/dl, 

BMI < 25 kg/m2) 

Kontrollgruppe (TG < 150 mg/dl, 

BMI < 25 kg/m2)  

HCR1 keine Auffälligkeiten im Banden-

muster 

keine Auffälligkeiten im Banden-

muster  

HCR2 keine Auffälligkeiten im Banden-

muster 

keine Auffälligkeiten im Banden-

muster 

ME1  keine Auffälligkeiten im Banden-

muster 

keine Auffälligkeiten im Banden-

muster 

ME2 keine Auffälligkeiten im Banden-

muster 

keine Auffälligkeiten im Banden-

muster  
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4.5.2 Mutationen im Promotor der Lipoproteinlipase 

LPL-P1 

Im Fragment LPL-P1 wurde keine Mutation gefunden, auch hier waren alle Proben 

in der DGGE identisch und alle sequenzierten Proben entsprachen der publizierten 

Sequenz.  

 

LPL-P2 

Im Fragment LPL-P2 konnten 2 unterschiedliche Mutationen nachgewiesen werden, 

die eine befand sich an Position -93, die andere an Position -95. In beiden Fällen 

handelte es sich bei allen betroffenen Personen um heterozygote Anlageträger, kein 

Patient war Träger beider Mutationen. Die Mutation -93T/G (K) war insgesamt bei 8 

Patienten vorhanden, 6 davon waren Teil der Fallgruppe, 2 gehörten zur Kontroll-

gruppe. Die Mutation -95G/T (K) konnte insgesamt 6 mal nachgewiesen werden, bei 

je 3 Patienten der Fallgruppe und der Kontrollgruppe. 

In Abbildung 20 sind die Ergebnisse der DGGE-Untersuchungen aufgezeigt. Abbil-

dung 21 zeigt die Sequenzierung der DNA-Proben mit auffälligem Bandenmuster. 

 

Abbildung 20: DGGE LPL-P2, Darstellung von 2 heterozygoten Mutanten -93T/G (K) und 

einer heterozygoten Mutante -95G/T (K) im Vergleich mit Wildtypen 

 

-93 K 

-95 K 

-93 K 
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Abbildung 21: Mutation -93T/G (K) und -95G/T (K) 

Bei beiden Mutationen handelt es sich um SNPs, die in der Literatur vorbeschrieben 

sind. 

 

Die folgende Tabelle fasst die Ergebnisse bzgl. der Lipoproteinlipase noch einmal 

zusammen. 

 

Tabelle 27: Überblick über gefundene Mutationen Lipoproteinlipase 

Fragment Fallgruppe (TG > 150 mg/dl, 

BMI < 25 kg/m2) 

Kontrollgruppe (TG < 150 mg/dl, 

BMI < 25 kg/m2)  

LPL-P1 kein SNP gefunden kein SNP gefunden 

LPL-P2 6x -93T/G 

3x -95G/T 

2x -93T/G 

3x -95G/T 

 

4.6 Statistische Auswertung 

Aus Gründen der besseren Lesbarkeit und Übersichtlichkeit werden die homozygo-

ten Wildtyp-Allelträger in diesem Kapitel kurz Wt-Allelträger genannt, die heterozy-

goten Mutations-Allelträger kurz Mut-Allelträger. Bei der Beurteilung v.a. der Lipid-

parameter ist zu bedenken, dass eine große Zahl der untersuchten Patienten auf-

grund ihres Risikoprofils unter medikamentöser Therapie standen, die nicht erfasst 

wurde. Bis auf wenige Ausnahmen waren die Angaben in der Datenbank des Mar-

burger KHK-Präventionsprojektes vollständig, fehlende Daten daher zur besseren 

Berechenbarkeit nicht berücksichtigt.  

-95 G/T 

-93 T/G 

K 

K 
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4.6.1 Verteilung der untersuchten Parameter im Kollektiv 

Insgesamt wurde die DNA von 264 normalgewichtigen Patienten (BMI < 25 kg/m2) 

auf Mutationen in den beschriebenen regulatorischen Sequenzen untersucht, 134 

gehörten der Fallgruppe mit hohen Triglyzeriden (> 150 mg/dl) an, 130 der Kontroll-

gruppe mit normalen Triglyzeriden (< 150 mg/dl).  

Aufgrund der Einschlusskriterien für die Gruppenzuordnung war der durchschnittli-

che BMI in beiden Gruppen annähernd gleich (22,80 ±1,65 vs. 22,96 ±1,52 kg/m2). 

Bezüglich des Alters (61,86±13,58 vs. 60,82±16,48 Jahre) sowie der Geschlechter-

verteilung gab es ebenfalls keine signifikanten Unterschiede. Männer waren in bei-

den Gruppen beinahe doppelt so häufig vertreten wie Frauen (63,43 : 36,57% vs. 

62,31 : 37,69%), dies ist auf die deutlich größere Zahl von Männern im Kollektiv der 

Marburger KHK-Präventions-Allianz zurückzuführen. 

Das gesamte Lipidprofil der beiden Gruppen jedoch unterschied sich aufgrund der 

von uns vorgenommenen Einteilung wie erwartet statistisch signifikant voneinander, 

in der Fallgruppe waren neben den Triglyzeriden (291,67±83,38 vs. 93,41±29,35 

mg/dl) auch das Gesamt-Cholesterin (199,76±47,47 vs. 172,77±41,59 mg/dl, 

p<0,01) sowie das LDL-Cholesterin (118,73±42,36 vs. 107,59±35,92 mg/dl, p<0,05) 

signifikant höher als in der Kontrollgruppe, das HDL (38,66±12,70 vs. 46,50±14,46 

mg/dl, p<0,01) lag signifikant niedriger. 

Die Prävalenz der KHK war jedoch in beiden Gruppen annähernd gleich (65,67% 

vs. 69,27%, p=0,54), auch bezüglich der Risikofaktoren arterielle Hypertonie sowie 

Diabetes mellitus gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede. Tabelle 28 

fasst die Charakteristika der Fall- und Kontrollgruppe zusammen. 

 

 

Tabelle 28: Charakterisierung der Fall- und Kontrollgruppe, angegeben sind jeweils der 

Mittelwert sowie die Standardabweichung, bei kategorialen Merkmalen die relativen Häufig-

keiten, m=männlich, w=weiblich, n=Anzahl der Individuen pro Gruppe 

Fallgruppe Kontrollgruppe Parameter 
n  n  

p-Wert 

BMI (kg/m2) 134 22,80 
±1,65 

130 22,96 
±1,52 

0,448 

Alter (Jahre) 134 61,86 
±13,58 

130 60,82 
±16,48 

0,576 

Cholesterin 
(mg/dl) 

134 199,76 
±47,47 

130 172,77 
±41,59 

0,00000162 

Triglyzeride 
mg/dl) 

134 219,67 
±83,38 

130 93,41 
±29,35 

 

HDL 
(mg/dl) 

134 38,66 
±12,70 

130 46,50 
±14,46 

0,00000474 
 

LDL 
(mg/dl) 

128 118,73 
±42,36 

130 107,59 
±35,92 

0,02340632 
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Fallgruppe Kontrollgruppe Parameter 
n  n  

p-Wert 

Geschlech-
terverteilung 

134 85 m (63,43%) 
49 w (36,57%) 

130 81m (62,31%) 
49w (37,69%) 

0,85 

KHK 134 34,33% keine KHK 
65,67% KHK 

130 30,77% keine KHK 
69,27% KHK 

0,537 

Hypertonie 134 7,46% früher 
63,43% ja 
29,10% nein 

128 6,25% früher 
70,31% ja 
23,44% nein 

0,298 

Diabetes 125 75,2% nein 
24,8% ja 

125 83,20% nein 
16,80% ja 

0,119 

 

 

4.6.2 Mutation -95G/T des Promotors der Lipoproteinlipase  

Die heterozygote Mutation -95G/T des Lipoproteinlipase Promotors wurde insge-

samt 6 mal in unserem Kollektiv gefunden, je 3 mal in der Fall- und in der Kontroll-

gruppe. Daraus ergeben sich folgende Allelfrequenzen: Major-Allel 0,9886, Minor-

Allel 0,0114. 

Aufgrund der geringen Anzahl von Mut-Allelträgern in den beiden Gruppen führten 

wir lediglich eine deskriptive Statistik durch, eine schließende Statistik erschien bei 

der Betrachtung der einzelnen Gruppen nicht sinnvoll möglich. 

 

Fallgruppe 

In der Fallgruppe betrug das Durchschnitts-Alter der Wt-Allelträger 62,12±13,48 

Jahre, das der Mut-Allelträger 50,33±15,31 Jahre. Die Geschlechterverteilung der 

beiden Untergruppen entsprach mit ca. 2/3 männlichen und 1/3 weiblichen Proban-

den der Häufigkeit in der gesamten Fallgruppe (63,36 : 36,64% vs. 66,67 : 33,33%). 

Der Durchschnitts-BMI der Wt-Allelträger betrug 22,81±1,65 kg/m2, die Mut-

Allelträger waren mit 22,04±1,60 kg/m2 im Schnitt etwas leichter, s. Abbildung 22. 

Bei Einzelbetrachtung war 1 Mut-Allelträger schwerer, die anderen beiden leichter 

als der Durchschnitt der Wt-Allelträger.  
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Abbildung 22: Vergleich des durchschnittlichen BMIs von Wt- und Mut-Allelträgern 

der Mutation -95G/T der Fallgruppe, dargestellt sind der Mittelwert sowie das 95. Konfi-

denzintervall 

 

Alle 3 Mut-Allelträger der Fallgruppe hatten niedrigere Triglyzeride als der Durch-

schnitt der Wt-Allelträger mit 170 und 2x 165 mg/dl vs. 220,89±83,93 mg/dl, s. Ab-

bildung 23. 
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Abbildung 23: Vergleich der durchschnittlichen Triglyzerid-Werte von Wt- und Mut-

Allelträgern der Mutation -95G/T der Fallgruppe, dargestellt sind der Mittelwert sowie das 

95. Konfidenzintervall 

 

Das durchschnittliche Gesamt-Cholesterin der Mut-Allelträger innerhalb der Fall-

gruppe war mit 246,67±27,54 mg/dl höher als das der Wt-Allelträger mit 

198,69±47,45 mg/dl, genauso verhielt es sich beim LDL-Cholesterin (159±28,16 vs. 

117,77±42,25 mg/dl) und beim HDL-Cholesterin (54,33±11,50 vs. 38,30±12,54 

mg/dl). 
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Unter den Mut-Allelträger hatte nur einer der 3 Patienten eine KHK, in der Gruppe 

der Wt-Allelträger war die Diagnose KHK mit 66,41% prozentual gesehen fast dop-

pelt so häufig vertreten, s. Abbildung 24. Bei diesem Vergleich ist allerdings zu be-

rücksichtigen, dass ein einziger zusätzlicher Mut-Allelträger das Gesamtergebnis 

nachhaltig verändern könnte und augrund der geringen Fallzahl keine belastbare 

statistische Auswertung möglich ist. 
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Abbildung 24: Vergleich der relativen Häufigkeiten der Diagnose KHK bei Wt- und 

Mut-Allelträger der Mutation -95G/T der Fallgruppe 

 

2 der 3 Mutationsträger hatten eine arterielle Hypertonie, bei den Wt-Allelträgern 

waren es 63,36%. Keiner der Mut-Allelträger litt an Diabetes, in der Wt-Allelträger-

Gruppe waren dies nur 74,59%. 

Die folgenden 2 Tabellen 29 und 30 fassen die Ergebnisse in der Fallgruppe bzgl. 

der Mutation -95G/T noch einmal zusammen, Tabelle 31 zeigt die Ergebnisse der 

Herzkatheteruntersuchung der Mut-Allelträger sowie deren Begleiterkrankungen und 

Medikation. 

 

 

 

Tabelle 29: Vergleich Durchschnittswerte Wt- und Mut-Allelträger der Mutation -95G/T 

der Fallgruppe, angegeben sind jeweils der Mittelwert sowie die Standardabweichung, bei 

kategorialen Merkmalen die relativen Häufigkeiten, m=männlich, w=weiblich, n=Anzahl Indi-

viduen pro Gruppe 

komplette Fallgruppe Wt-Allelträger Mut-Allelträger Parameter 
n  n  n  

BMI (kg/m2) 134 22,80 
±1,65 

131 22,81 
±1,65 

3 22,04 
±1,60 
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komplette Fallgruppe Wt-Allelträger Mut-Allelträger Parameter 
n  n  n  

Alter (Jahre) 134 61,86 
±13,58 

131 62,12 
±13,48 

3 50,33 
±15,31 

Cholesterin 
(mg/dl) 

134 199,76 
±47,47 

131 198,69 
±47,45 

3 246,67 
±27,54 

Triglyzeride 
(mg/dl) 

134 219,67 
±83,38 

131 220,89 
±83,93 

3 166,67 
±2,89 

HDL 
(mg/dl) 

134 38,66 
±12,70 

131 38,30 
±12,54 

3 54,33 
±11,50 

LDL 
(mg/dl) 

128 118,73 
±42,36 

125 117,77 
±42,25 

3 159,00 
±28,16 

Geschlech-
terverteilung 

134 85 m (63,43%) 
49 w (36,57%) 

131 83 m(63,36%) 
48 w (36,64%) 

3 2 m (66,67%) 
1 w (33,33%) 

KHK 134 34,33% keine KHK 
65,67% KHK 

131 33,59% keine KHK 
66,41% KHK 

3 66,67% keine KHK 
33,33% KHK 

Hypertonie 134 7,46% früher 
63,43% ja 
29,10% nein 

131 7,63% früher 
63,36% ja 
29,01% nein 

3 66,67% ja 
33,33% nein 

Diabetes 125 75,2% nein 
24,8% ja 

122 74,59% nein 
25,41% ja 

3 100% nein 

 

 

Tabelle 30: Vergleich Wt- und Mut-Allelträger der Mutation -95G/T der Fallgruppe, an-

gegeben sind jeweils der Mittelwert sowie ggf. die Standardabweichung, bei kategorialen 

Merkmalen die relativen Häufigkeiten, m=männlich, w=weiblich, n=Anzahl Individuen pro 

Gruppe 

Wt-Allelträger Mut-Allelträger  
n  1 2 3 

BMI (kg/m2) 131 22,81 
±1,65 

21,13 23,89 21,11 

Alter (Jahre) 131 62,12 
±13,48 

42 68 41 

Cholesterin (mg/dl) 131 198,69 
±47,45 

260 215 265 

Triglyzeride (mg/dl) 131 220,89 
±83,93 

170 165 165 

HDL (mg/dl) 131 38,30 
±12,54 

43 54 66 

LDL (mg/dl) 125 117,77 
±42,25 

183 128 166 

Geschlechterverteilung 131 83 m(63,36%) 
48 w (36,64%) 

m m w 

KHK 131 33,59% keine KHK 
66,41% KHK 

nein ja nein 

Hypertonie 131 7,63% früher 
63,36% ja 
29,01% nein 

ja ja nein 

Diabetes 122 74,59% nein 
25,41% ja 

nein nein nein 
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Tabelle 31: Herzkatheterergebnis, Medikation und Begleiterkrankungen Mut-

Allelträger -95K Fallgruppe 

Mut-
Allel-
träger 

Herzkatheteranlass und –
ergebnis 

Medikation Begleiterkrankungen 

1 
 
V.a. Perimyokarditis, Z.n. 
Linksherzdekompensation, 
aktuell NYHA II 
-dilatative Kardiomyopathie 

- Hypercholesterinämie, art. 
Hypertonie 

2 
 
instabile Angina pectoris 
-KHK-2 

ACE-Hemmer, ß-
Blocker, Statin, 
Sitosterin, Nitrate, 
ASS, Iscover, Mar-
cumar 

bek. KHK-3 mit Z.n. VWI 
1994, art. Hypertonie, Z.n. 
Nierenbeckenplastik 1995, 
HLP, kompensierte Nieren-
insuffizienz, benigne Prosta-
tahyperplasie 

3 
 
V.a. restriktive Kardiomyo-
pathie und pulmonalart. 
Hypertonie 
-Mitralklappeninsuffizienz, 
dtl. Endokardfibrose, k.H. 
auf Myokarditis, Ausschluss 
KHK 

Marcumar, ACE-
Hemmer 

Z.n. Lungenembolie bei 
Sectio 

 

Kontrollgruppe 

In der Kontrollgruppe betrug das Durchschnittsalter der Wt-Allelträger 60,53±16,51 

Jahre, die drei Mut-Allelträger waren jeweils älter mit 65, 69 und 85 Jahren. Alle 3 

waren männlich, im Gegensatz zur Kontrollgruppe, in der 38,58% der Patienten 

weiblich waren.  

Der durchschnittliche BMI der Wt-Allelträger betrug 22,95±1,53 kg/m2, alle drei Mut-

Allelträger waren schwerer (23,89, 23,03 und 23,40 kg/m2), s. Abbildung 25, im Ge-

gensatz zu den Mut-Allelträgern der Fallgruppe, die im Schnitt etwas leichter waren 

als die Wt-Allelträger. 
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Abbildung 25: Vergleich des durchschnittlichen BMIs von Wt- und Mut-Allelträgern 

der Mutation -95G/T der Kontrollgruppe, dargestellt sind der Mittelwert sowie das 95. Kon-

fidenzintervall 

 

Die durchschnittlichen Triglyzeride der Mut-Allelträger der Kontrollgruppe waren, wie 

in der Fallgruppe, mit 86,67±16,08 mg/dl niedriger als die der Wt-Allelträger 

(93,57±29,61 mg/dl), s. Abbildung 26, dabei hatte ein Mut-Allelträger höhere Werte, 

die beiden anderen niedrigere als die Wt-Allelträger. 
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Abbildung 26: Vergleich der durchschnittlichen Triglyzerid-Werte von Wt- und Mut-

Allelträgern der Mutation -95G/T der Kontrollgruppe, dargestellt sind der Mittelwert sowie 

das 95. Konfidenzintervall 

 

 

Mit den anderen Lipidparametern verhielt es sich ebenso wie in der Fallgruppe, das 

Gesamtcholesterin (186,67±57,52 vs. 172,44±41,40 mg/dl), das LDL-Cholesterin 
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(117±50,51 vs. 107,37±35,76 mg/dl) sowie das HDL-Cholesterin (52,33±4,16 vs. 

46,36±14,60 mg/dl) waren jeweils bei den Mut-Allelträgern höher als bei den Wt-

Allelträgern. 

Im Gegensatz zur Fallgruppe hatten alle 3 Mut-Allelträger der Kontrollgruppe eine 

KHK, bei den Wt-Allelträgern waren es 68,50%, s. Abbildung 27. 
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Abbildung 27: Vergleich der relativen Häufigkeiten der Diagnose KHK bei Wt- und 

Mut-Allelträgern der Mutation -95G/T der Kontrollgruppe 

 

 

Alle drei Mut-Allelträger hatten eine arterielle Hypertonie, keiner litt an Diabetes mel-

litus. Dies war ein deutlicher allerdings nicht signifikanter Unterschied zu den Wt-

Allelträgern, bei denen eine arterielle Hypertonie in knapp 75% der Fälle vorlag so-

wie ein Diabetes mellitus bei 17,21% der Patienten. 

Die folgenden Tabellen 32 und 33 fassen die Ergebnisse für die Kontrollgruppe 

noch einmal zusammen, Tabelle 34 zeigt die Ergebnisse der Herzkatheteruntersu-

chung sowie der Begleiterkrankungen und Medikation der Mut-Allelträger. 

 

 

Tabelle 32: Vergleich Durchschnittswerte Wt- und Mut-Allelträger der Mutation -95G/T 

der Kontrollgruppe, angegeben sind jeweils der Mittelwert sowie die Standardabweichung, 

bei kategorialen Merkmalen die relativen Häufigkeiten, m=männlich, w=weiblich, n=Anzahl 

Individuen pro Gruppe 

komplette Kontrollgrup-
pe 

Wt-Allelträger Mut-Allelträger Parameter 

n  n  n  
BMI (kg/m2) 130 22,96 

±1,52 
127 22,95 

±1,53 
3 23,64 

±0,53 
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komplette Kontrollgrup-
pe 

Wt-Allelträger Mut-Allelträger Parameter 

n  n  n  
Alter (Jahre) 130 60,82 

±16,48 
127 60,53 

±16,51 
3 73 

±10,58 
Cholesterin 
(mg/dl) 

130 172,77 
±41,59 

127 172,44 
±41,40 

3 186,67 
±57,52 

Triglyzeride 
(mg/dl) 

130 93,41 
±29,35 

127 93,57 
±29,61 

3 86,68 
±16,07 

HDL 
(mg/dl) 

130 46,5 
±14,46 

127 46,36 
±14,60 

3 52,33 
±4,16 

LDL 
(mg/dl) 

130 107,59 
±35,92 

127 107,37 
±35,76 

3 117 
±50,51 

Geschlech-
terverteilung 

130 81m (62,31%) 
49w (37,69%) 

127 78 m (61,42%) 
49 w (38,58%) 

3 3 m (100%) 

KHK 130 30,77% keine KHK 
69,27% KHK 

127 31,50% keine KHK 
68,50% KHK 

3 100% KHK 

Hypertonie 128 6,25% früher 
70,31% ja 
23,44% nein 

125 6,40% früher 
59,60% ja 
24,0% nein 

3 100% ja 

Diabetes 125 83,20% nein 
16,80% ja 

122 82,79% nein 
17,21% ja 

3 100% nein 

 

 

Tabelle 33: Vergleich Wt- und Mut-Allelträger der Mutation -95G/T der Kontrollgruppe, 

angegeben sind jeweils der Mittelwert sowie ggf. die Standardabweichung, bei kategorialen 

Merkmalen die relativen Häufigkeiten, m=männlich, w=weiblich, n=Anzahl Individuen pro 

Gruppe 

Wt-Allelträger Mut-Allelträger  
n  4 5 6 

BMI (kg/m2) 127 22,95 
±1,53 

23,89 23,03 23,40 

Alter (Jahre) 127 60,53 
±16,51 

69 85 65 

Cholesterin (mg/dl) 127 172,44 
±41,40 

185 130 245 

Triglyzeride (mg/dl) 127 93,57 
±29,61 

80 75 105 

HDL (mg/dl) 127 46,36 
±14,60 

51 49 55 

LDL (mg/dl) 127 107,37 
±35,76 

118 66 167 

Geschlechterverteilung 127 78 m (61,42%) 
49 w (38,58%) 

m m m 

KHK 127 31,50% keine KHK 
68,50% KHK 

ja ja ja 

Hypertonie 125 6,40% früher 
59,60% ja 
24,0% nein 

ja ja ja 

Diabetes 122 82,79% nein 
17,21% ja 

nein nein nein 
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Tabelle 34: Herzkatheterergebnis, Medikation und Begleiterkrankungen Mut-

Allelträger -95K Kontrollgruppe 

Mut-
Allel-
träger 

Herzkatheteranlass und –
ergebnis 

Medikation Begleiterkrankungen 

4 
 
TNI-neg. akutes Koronar-
syndrom 
-KHK-3 

MTX, Urbasone, 
ASS, ß-Blocker 

Z.n. ACB, Z.n. multiplen 
PCAs, HLP, arterielle hyper-
tonie, rheumatoide Arthritis 

5 
 
rhythmogene Synkope, 
intermittierende TAA 
-KHK-2 

ß-Blocker, 5a-
Reduktasehemmer, 
ASS, Iscover, ACE-
Hemmer, Statin 

Tachykardie/Bradykardie-
Syndrom, VHF, art. Hyper-
tonie, rhythmogene Synko-
pe, Prostatahyperplasie 

6 
 
TNI-positives akutes Koro-
narsyndrom 
-KHK-3 

ASS, Iscover, ß-
Blocker, ACE-
Hemmer, Pantozol, 
Statin 

Z.n. Ulcus duodeni, Soorö-
sophagitis, art. Hypertonie 

 

Gesamtkollektiv 

Betrachtet man alle 6 Mut-Allelträger zusammen und vergleicht sie mit allen Wt-

Allelträgern beider Gruppen, so haben die die Mut-Allelträger insgesamt leicht er-

niedrigte Triglyzeride (126,67,±45,01 vs. 158,21±89,78 mg/dl, n.s.), ein leicht erhöh-

tes Gesamt-Cholesterin (216,67±52,03 vs. 185,77±46,34 mg/dl, n.s.) sowie LDL-

Cholesterin (138±43,21 vs. 112,52±39,38 mg/dl, n.s.), leicht erhöhtes HDL-

Cholesterin (53,33±7,81 vs. 42,27±14,15 mg/dl, n.s.) sowie einen nahezu gleichen 

BMI (22,84±1,38 vs. 22,88±1,59 kg/m2). 66,67% der Mut-Allelträger und 65,91% der 

Wt-Allelträger hatten eine KHK. 

 

Insgesamt konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede in den erhobenen 

Daten zwischen homozygoten Wildtyp-Allelträgern und heterozygoten Mutations-

Allelträgern bezüglich der Mutation -95G/T nachgewiesen werden. 
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4.6.3 Mutation -93T/G des Lipoproteinlipase-Promotors 

Die Mutation -93T/G im Lipoproteinlipase-Promotor konnte insgesamt 8 mal in unse-

rem Kollektiv nachgewiesen werden, 6 mal in der Fallgruppe und 2 mal in der Kon-

trollgruppe (p=0,151, n.s.). Insgesamt ergibt sich daraus eine Allelfrequenz von 

0,9848 für das Major-Allel und 0,0152 für das Minor-Allel in der Gesamtgruppe. In 

der Fallgruppe betrug die Major-Allelfrequenz 0,9776, die Minor-Allelfrequenz 

0,0224; in der Kontrollgruppe ergaben sich die Werte Major-Allelfrequenz 0,9923 

und Minor-Allelfrequenz 0,0077.  

Die geringe Mutations-Frequenz in der Kontrollgruppe lässt keine belastbare Statis-

tik zu, so dass diese lediglich für die Fallgruppe durchgeführt werden konnte. 

 

Fallgruppe 

Die Wt-Allelträger der Fallgruppe waren im Durchschnitt 61,59±13,53 Jahre alt, die 

Mut-Allelträger 67,67±14,60 Jahre (p=0,285, n.s.). Die Geschlechterverteilung ent-

sprach in etwa der der gesamten Fallgruppe mit jeweils ca. 2/3 männlichen Proban-

den und ca. 1/3 weiblichen (63,28 : 36,72% vs. 66,67 : 33,33%).  

Der durchschnittliche BMI der Wt-Allelträger der Fallgruppe betrug 22,83±1,63 

kg/m2, der der Mut-Allelträger 22,13±1,98 kg/m2 (n.s.), s. Abbildung 28. 4 der Mut-

Allelträger waren leichter als der Durchschnitt der Wt-Allelträger, 2 waren schwerer. 
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Abbildung 28: Vergleich des durchschnittlichen BMIs von Wt- und Mut-Allelträgern 

der Mutation -93T/G der Fallgruppe, dargestellt sind der Mittelwert sowie das 95. Konfi-

denzintervall 
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Der Mittelwert der Triglyzeride der Mut-Allelträger war mit 242,50±96,89 mg/dl höher 

als bei den Wt-Allelträgern mit 218,60±82,98 mg/dl (p=0,742, n.s.), s. Abbildung 29, 

3 der Mut-Allelträger hatten allerdings niedrigere Triglyzerid-Werte als der Durch-

schnitt der Wt-Allelträger, die anderen 3 z.T. deutlich erhöhte Werte. 
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Abbildung 29: Vergleich der durchschnittlichen Triglyzerid-Werte von Wt- und Mut-

Allelträgern der Mutation -93T/G der Fallgruppe, dargestellt sind der Mittelwert sowie das 

95. Konfidenzintervall 

 

Auch im restlichen Lipidprofil gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede 

zwischen den Wt- und den Mut-Allelträgern in der Fallgruppe. Das durchschnittliche 

Gesamtcholesterin war bei beiden annähernd gleich hoch (199,79±47,76 vs. 

199,17±44,66 mg/dl), das durchschnittliche LDL-Cholesterin war bei den Mut-

Allelträger mit 112,60±44,90 mg/dl etwas niedriger als bei den Wt-Allelträger mit 

118,98±42,43 mg/dl (p=0,743, n.s.). Das durchschnittliche HDL-Cholesterin der Mut-

Allelträger war mit 41,00±17,46 mg/dl höher als das der Wt-Allelträger mit 

38,55±12,51mg/dl (p=0,646, n.s.). 

Die Mut-Allelträger hatten mit 33,33% vs. 67,19% seltener eine koronare Herzer-

krankung als die Wt-Allelträger, mit p=0,087 nahe an der statistischen Signifikanz. 
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Abbildung 30: Vergleich der relativen Häufigkeit der Diagnose KHK bei Wt- und Mut-

Allelträgern der Mutation -93T/G der Fallgruppe 

 

 

4 der Mut-Allelträger hatten eine arterielle Hypertonie (66,67%), 2 litten an Diabetes 

mellitus (33,33%). Bei den Wt-Allelträgern waren es knapp 70% mit einer arteriellen 

Hypertonie (p=0,772, n.s.) und 24,37% mit einem Diabetes mellitus (p=0,62, n.s.). 

Die folgenden 2 Tabellen 35 und 36 fassen die Ergebnisse in der Fallgruppe kurz 

zusammen, Tabelle 37 zeigt die Ergebnisse der Herzkatheteruntersuchungen sowie 

die Begleiterkrankungen und Medikation der Mut-Allelträger. 

 

 

 

 

Tabelle 35: Vergleich der Durchschnittswerte der Wt- und Mut-Allelträger der Mutation 

-93T/G der Fallgruppe, angegeben sind jeweils der Mittelwert sowie die Standardabwei-

chung, bei kategorialen Merkmalen die relativen Häufigkeiten, m=männlich, w=weiblich, 

n=Anzahl Individuen pro Gruppe 

komplette Fallgruppe Wt-Allelträger Mut-Allelträger Parameter 
n  n  n  

p-Wert 

BMI (kg/m2) 134 22,80 
±1,65 

128 22,83 
±1,63 

6 22,13 
±1,98 

0,317 

Alter (Jahre) 134 61,86 
±13,58 

128 61,59 
±13,53 

6 67,67 
±14,60 

0.285 

Cholesterin 
(mg/dl) 

134 199,76 
±47,47 

128 199,79 
±47,76 

6 199,17 
±44,66 

0,975 

Triglyzeride 
(mg/dl) 

134 219,67 
±83,38 

128 218,60 
±82,98 

6 242,50 
±96,89 

0,742 

HDL 
(mg/dl) 

134 38,66 
±12,70 

128 38,55 
±12,51 

6 41,00 
±17,46 

0,646 

LDL 
(mg/dl) 

128 118,73 
±42,36 

127 118,98 
±42,43 

5 112,6 
±44,90 

0,743 
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komplette Fallgruppe Wt-Allelträger Mut-Allelträger Parameter 
n  n  n  

p-Wert 

Geschlech-
terverteilung 

134 85 m (63,43%) 
49 w (36,57%) 

128 81 m (63,28%) 
47 w (36,72%) 

6 4 m (66,67%) 
2 w (33,33%) 

0,982 

KHK 134 34,33% keine 
KHK 
65,67% KHK 

128 32,81% keine 
KHK 
67,19% KHK 

6 66,67% keine 
KHK 
33,33% KHK 

0,087 

Hypertonie 134 7,46% früher 
63,43% ja 
29,10% nein 

128 7,81% früher 
63,28% ja 
28,91% nein 

6 66,67% ja 
33,33% nein 

0,772 

Diabetes 125 75,2% nein 
24,8% ja 

119 75,63%nein 
24,37%ja 

6 66,67% nein 
33,33% ja 

0,62 

 

 

 

 

Tabelle 36: Vergleich Wt- und Mut-Allelträger der Mutation -93T/G der Fallgruppe, an-

gegeben sind jeweils der Mittelwert sowie ggf. die Standardabweichung, bei kategorialen 

Merkmalen die relativen Häufigkeiten, m=männlich, w=weiblich, n=Anzahl Individuen pro 

Gruppe 

Wt-Allelträger Mut-Allelträger Parameter 
n  1 2 3 4 5 6 

BMI (kg/m2) 128 22,83 
±1,63 

24,11 18,37 22,41 22,06 22,68 23,18 

Alter (Jahre) 128 61,59 
±13,53 

59 44 83 66 74 80 

Cholesterin 
(mg/dl) 

128 199,79 
±47,76 

240 245 140 230 175 165 

Triglyzeride 
(mg/dl) 

128 218,60 
±82,98 

195 400 240 155 155 310 

HDL 
(mg/dl) 

128 38,55 
±12,51 

54 70 31 31 36 24 

LDL 
(mg/dl) 

127 118,98 
±42,43 

147 - 61 168 108 79 

Geschlech-
terverteilung 

128 81 m (63,28%) 
47 w (36,72%) 

w w m m m m 

KHK 128 32,81% keine KHK 
67,19% KHK 

nein nein nein ja nein ja 

Hypertonie 128 7,81% früher 
63,28% ja 
28,91% nein 

ja nein ja ja nein ja 

Diabetes 119 75,63%nein 
24,37%ja 

ja nein ja ja nein nein 
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Tabelle 37: Herzkatheterergebnis, Medikation und Begleiterkrankungen Mut-

Allelträger -95K Kontrollgruppe 

Mut-
Allel-
träger 

Herzkatheteranlass und –
ergebnis 

Medikation Begleiterkrankungen 

1 atypische Angina pectoris 

-Ausschluss KHK 
- HLP, arterielle Hypertonie, 

Diabetes mellitus Typ II 

2 unklare Sinustachykardie 
mit atypischer Angina pec-
toris und Belastungs-
dyspnoe NYHA 2 

-chron. virus-neg. Myokar-
ditis 

ß-Blocker - 

3 Trikuspidalklappenendo-
karditis 

-Empfehlung zum Klappen-
ersatz 

Magnesium SM bei Sinusbradykardie 
2000, art. Hypertonie, Dia-
betes mellitus Typ II, komp. 
Niereninsuffizienz, Sigmadi-
vertikulose, Glasauge links 

4 instabile Angina pectoris 
bei bek. KHK 

-KHK 

Diuretikum, Digita-
lis, Sulfonyl-
harnstoff, ASS, 
Allopurinol 

bek. KHK, Z.n. HWI 1994, 
Z.n. VWI 1995, Z.n. ACVB 
1995, Herzinsuffizienz, art. 
Hypertonie, Diabetes melli-
tus, Coxarthrose, V.a. Fett-
leberhepatitis 

5 
 
instabile Angina pectoris, 
Dyspnoe NYHA III-IV 
-Aortenklappenstenose, 
Aorteninsuffizienz II, Aus-
schluss KHK 

Diuretikum, Digoxin Z.n. Prostatektomie 2001, 
Z.n. Cholezystektomie 1995 

6 mehrfache Linksherzde-
kompensation, aktuell NY-
HA III 

-KHK-3, aktuell nicht inter-
ventionsbedürftig, 
Mitralklappeninsuffizienz, 
VHF 

ß-Blocker, Diureti-
kum, Marcumar, 
Digoxin, Statin, 
ACE-Hemmer 

AA bei VHF, Z.n. mehrmali-
ger Linksherzdekompensa-
tion, bek. KHK mit Z.n. HWI 
1992 und ACVB 1993, Aor-
ten- und Mitralklappeninsuf-
fizienz II°, Trikuspidalklap-
peninsuffizienz, art. Hyper-
tonie, mittelschweres Lun-
genemphysem, inaktive 
Polymyalgia rheumatica, 
HLP, Z.n. Tbc 
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Kontrollgruppe 

In der Kontrollgruppe betrug das Durchschnittsalter der Wt-Allelträger 60,52±16,43 

Jahre, die beiden männlichen Mut-Allelträger waren mit jeweils 80 Jahren deutlich 

älter.  

Der durchschnittliche BMI der Wt-Allelträger betrug 22,94±1,52 kg/m2, beide Mut-

Allelträger waren schwerer (24,62 und 24,29 kg/m2), s. Abbildung 31, im Gegensatz 

zu den Mut-Allelträgern der Fallgruppe, die im Schnitt leichter waren als die Wt-

Allelträger. 
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Abbildung 31: Vergleich des durchschnittlichen BMIs von Wt- und Mut-Allelträgern 

der Mutation -93T/G der Kontrollgruppe, dargestellt ist der Mittelwert sowie das 95. Konfi-

denzintervall 

 

 

Der Triglyzeride waren mit 90 und 80 mg/dl niedriger als die durchschnittlichen 

Triglyzerid-Werte der Wt-Allelträger mit 93,54±29,56 mg/dl, s. Abbildung 32, auch 

hier genau das Gegenteil zur Fallgruppe, in der die durchschnittlichen Triglyzeride 

der Mut-Allelträger höher waren als die der Wt-Allelträgern, allerdings in der Einzel-

fallbetrachtung breit gestreut lagen. 
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Abbildung 32: Vergleich der durchschnittlichen Triglyzerid-Werte von Wt- und Mut-

Allelträgern der Mutation -93T/G in der Kontrollgruppe, dargestellt sind der Mittelwert 

sowie das 95. Konfidenzintervall   

 

 

Das restliche Lipidprofil war sehr heterogen, beim Gesamt-Cholesterin hatte ein 

Mut-Allelträger höhere und einer niedrigere Wert (172,78±41,91 vs. 180 bzw. 165 

mg/dl), die HDL-Werte lagen bei beiden Mut-Allelträgern niedriger als bei den Wt-

Allelträgern (46,66±14,51 vs. 39 bzw. 33 mg/dl), die LDL-Cholesterinwerte waren 

höher (107,04±36,17 vs. 123 bzw. 116 mg/dl), ein weiterer Unterschied zur Fall-

gruppe.  

Beide Mut-Allelträger hatten eine koronare Herzkrankheit, im Gegensatz zu den Wt-

Allelträgern, bei denen 68,75% eine KHK hatten. Augrund der geringen Fallzahl an 

Mut-Allelträgern sind diese Daten sowie das Risikoprofil nicht sinnvoll statistisch zu 

vergleichen, da z.B. ein einzelner weiterer Mut-Allelträger die Daten weitreichend 

beeinflussen könnte. 

Die folgende Tabelle 38 fasst die Daten in der Kontrollgruppe zusammen, Tabelle 

39 zeigt die Ergebnisse der Herzkatheteruntersuchung sowie die Begleiterkrankun-

gen und Medikation der Mut-Allelträger. 

 

Tabelle 38: Vergleich Wt- und Mut-Allelträger der Mutation -93T/G der Kontrollgruppe, 

angegeben sind jeweils der Mittelwert sowie ggf. die Standardabweichung, bei kategorialen 

Merkmalen die relativen Häufigkeiten, m=männlich, w=weiblich, n=Anzahl Individuen pro 

Gruppe 

komplette Kontroll-
gruppe 

Wt-Allelträger Mut-Allelträger Parame-
ter 

n  n  n  7 8 
BMI 
(kg/m2) 

130 22,96 
±1,52 

128 22,94 
±1,52 

2 24,56 
±0,09 

24,62 24,29 
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komplette Kontroll-
gruppe 

Wt-Allelträger Mut-Allelträger Parame-
ter 

n  n  n  7 8 
Alter 
(Jahre) 

130 60,82 
±16,48 

128 60,52 
±16,43 

2 80 80 80 

Choleste-
rin 
(mg/dl) 

130 172,77 
±41,59 

128 172,78 
±41,91 

2 172,5 
±10,61 

180 165 

Triglyze-
ride 
(mg/dl) 

130 93,41 
±29,35 

128 93,54 
±29,56 

2 85 
±7,07 

90 80 

HDL 
(mg/dl) 

130 46,5 
±14,46 

128 46,66 
±14,51 

2 36 
±4,24 

39 33 

LDL 
(mg/dl) 

130 107,59 
±35,92 

128 107,04 
±36,17 

2 119,50 
±4,95 

123 116 

Ge-
schlech-
tervertei-
lung 

130 81m (62,31%) 
49w (37,69%) 

128 79 m (61,72%) 
49 w (38,28%) 

2 2 m (100%) m m 

KHK 130 30,77% keine 
KHK 
69,27% KHK 

128 31,25% keine KHK 
68,75% KHK 

2 100% KHK ja ja 

Hyperto-
nie 

128 6,25% früher 
70,31% ja 
23,44% nein 

126 6,35% früher 
69,84% ja 
23,81% nein 

2 100% ja ja ja 

Diabetes 125 83,20% nein 
16,80% ja 

123 82,93% nein 
17,07% ja 

2 100% nein nein nein 

 

 

Tabelle 39: Katheterergebnis, Medikation und Begleiterkrankungen der Mut-Allelträger 

-93K Kontrollgruppe 

Mut-
Allel-
träger 

Herzkatheteranlass und –
ergebnis 

Medikation Begleiterkrankungen 

7 TNI positives akutes Koro-
narsyndrom 

-KHK-1 

Statin, ASS, ACE-
Hemmer, Diureti-
kum, Kalziumanta-
gonist 

bek. KHK-3, Z.n. ACB 1991, 
art. Hypertonie, HLP, latente 
Hyperthyreose 

8 instabile Angina pectoris 

-subakuter HWI bei KHK-1 

ß-Blocker, ACE-
Hemmer, Statin, 
ASS, Iscover 

latente Hyperthyreose, art. 
Hypertonie, Hüft-TEP bds. 
1998/99 

 

Gesamtkollektiv 

Betrachtet man alle 8 Mut-Allelträger zusammen und vergleicht sie mit allen Wt-

Allelträgern beider Gruppen, so haben die die Mut-Allelträger insgesamt erhöhte 

Triglyzeride (203,125±109,67 vs. 156,07±88,26, n.s.), ein leicht erhöhtes Gesamt-

Cholesterin (192,5±39,91 vs. 186,28±46,84 mg/dl, n.s.) sowie minimal erhöhtes 

LDL-Cholesterin (114,57±36,87 vs. 113,08±39,71 mg/dl, n.s.), leicht niedriges HDL-

Cholesterin (39,75±15,02 vs. 42,61±14,12 mg/dl, n.s.) sowie einen nahezu gleichen 
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BMI (22,74±2,01 vs. 22,88±1,57 kg/m2). 50% der Mut-Allelträger und 67,97% der 

Wt-Allelträger hatten eine KHK (n.s.). 

 

Insgesamt konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede in den erhobenen 

Daten zwischen homozygoten Wildtyp-Allelträgern und heterozygoten Mutations-

Allelträgern bezüglich der Mutation -93T/G nachgewiesen werden. 
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5 Diskussion 

5.1 Ursachen für erhöhte Triglyzeride 

Die Regulierung des Triglyzerid-Spiegels im Körper ist ein komplexes Geschehen 

mit vielen verschiedenen beteiligten Systemen, so dass eine Menge von Faktoren 

einen mehr oder weniger starken Einfluss auf den Triglyzerid-Stoffwechsel haben. 

Neben genetisch bedingten primären Hypertriglyzeridämien gibt es zahlreiche Ursa-

chen für sekundäre Hypertriglyzeridämien, teilweise kommt es zu einem gemischten 

Auftreten mit Hypercholesterinämien (Richter und von Eckardstein, 2006). 

Genetisch bedingte Hypertriglyzeridämien sind z.B. die Familiäre Hypertriglyzeridä-

mie, die kein erhöhtes Atherosklerose-Risiko mit sich bringt, die familiäre Dysbetali-

poproteinämie durch Polymorphismen im Apolipoprotein E mit erhöhtem Atheroskle-

rose-Risiko sowie sporadische Hypertriglyzeridämien durch polygene Veränderun-

gen u.a. in den Genen der Lipoproteinlipase, der Fettsäuresynthetase oder der Apo-

lipoproteine. Zu den zahlreichen Ursachen von sekundären Hypertriglyzeridämien 

zählen ein starker Alkoholkonsum, kalorien- und zuckerreiche Ernährung, ein unzu-

reichend eingestellter Diabetes mellitus Typ II, das metabolisches Syndrom, Adipo-

sitas oder auch Schwangerschaften sowie eine Therapie mit Steroiden, die alle auf 

unterschiedlichem Weg Einfluss auf den Triglyzerid-Stoffwechsel nehmen. 

 

Ziel unserer Untersuchungen war es, den Einfluss von Mutationen in regulatori-

schen Elementen zweier an der Hydrolyse von Triglyzeriden beteiligten Proteinen 

auf den Triglyzerid-Stoffwechsel und das Risiko für die Entwicklung einer koronaren 

Herzerkrankung zu untersuchen, nämlich dem Apolipoprotein E und der Lipoprotein-

lipase. Zusammen mit dem VLDL-Rezeptor und dem Cofaktor Apo C-II senken die-

se Proteine durch Hydrolyse den Triglyzerid-Spiegel und erhöhen gleichzeitig das 

HDL-Cholesterin. 

 

 

5.2 Genregulatorische Elemente von Apolipopro-

tein E 

Die Datenbank des Ensembl Genome Browsers gibt neben der Wildtyp-Sequenz 

auch bereits bekannte Single Nucleotid Polymorphisms (SNPs) an. Da die von uns 

untersuchten genregulatorischen Sequenzen des Apolipoprotein E erst kürzlich ge-
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funden und laut intensivem Literaturstudium noch nicht eingehend auf Mutationen 

untersucht wurden, konnten wir in der Literatur nur wenige Angaben zu den SNPs 

finden, besonders bezüglich deren Häufigkeit und funktioneller Relevanz. Auch be-

steht durchaus die Möglichkeit, dass nicht alle genetischen Variationen in diesen 

Segmenten bereits bekannt sind, da man bis vor wenigen Jahren noch keine Infor-

mationen über die Bedeutung dieser DNA-Abschnitte hatte. 

 

 

 

5.2.1 Apo E, Hepatic Control Region 1 

In dem für die leberspezifische Expression des Apolipoprotein E wichtigen HCR1 

werden nur 2 vorbeschriebene SNPs angegeben, einer davon liegt außerhalb der 

funktionell relevanten Region. Abbildung 33 zeigt die Position dieser SNPs, in Ta-

belle 40 sind die beschriebenen Allelfrequenzen in unterschiedlichen Populationen 

aufgezeigt. 

 

 

  
 AGGGAGGAGG GCGTAGGGAT TCGGGGAATG AAGGGATGGG ATTCAGACTA GGGCCAGGAC 
  
 CCAGGGATGG AGAGAAAGAG ATGAGAGTGG TTTGGGGGCT TGGTGACTTA GAGAACAGAG 
  
1 CTGCAGGCTC AGAGGCACAC AGGAGTTTCT GGGCTCACCC TGCCCCCTTC CAACCCCTCA 
  
61 GTTCCCATCC TCCAGCAGCT GTTTGTGTGC TGCCTCTGAA GTCCACACTG AACAAACTTC 
  C/G 
121 AGCCTASTCA TGTCCCTAAA ATGGGCAAAC ATTGCAAGCA GCAAACAGCA AACACACAGC 
  
181 CCTCCCTGCC TGCTGACCTT GGAGCTGGGG CAGAGGTCAG AGACCTCTCT GGGCCCATGC 
  
241 CACCTCCAAC ATCCACTCGA CCCCTTGGAA TTTCGGTGGA GAGGAGCAGA GGTTGTCCTG 
  
301 GCGTGGTTTA GGTAGTGTGA GAGGGTCCGG GTTCAAAACC AC---TTGCT GGGTGGGGAG 
  A/G 
361 TCGTCAGTAA GTGGCTATGC CCCGACCCCG AAGCCTGTTT CCCCATCTGT ACRATGGAAA 
  
421 TGATAAAGAC GCCCATCTGA TAGGGTTTTT GTGGCAAATA AACATTTGGT TTTTTTGTTT 
  
481 TG-------- --TTTTGTTT TGTTTTTTGA GATGGAGGTT TGCTCTG  
  

Abbildung 33: vorbeschriebene SNPs HCR1, funktionell relevante Region schwarz, SNPs 

rot, Zählweise aus Gründen der Übersichtlichkeit wie in Abbildung 9 (EBI und WTSI, 2010) 
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Tabelle 40: Allelfrequenzen vorbeschriebener SNPs HCR1 (Klos et al., 2008; Bethesda 

(MD), 2010), n=Anzahl untersuchter Individuen, CARDIA: Coronary Artery Risk Develope-

ment in Young Adults 

Position rs-Nummer untersuchte Population n Allelfrequenz 

Amerikaner europäischer 

Wurzeln 

59 C = 0,966 G = 0,034 

Asiaten (China) 45 C = 0,989 G = 0,011 

Asiaten (Japan) 44 C = 0,989 G = 0,011 

127 C/G 4803771 

Afrikaner der Subsahara 60 C = 1  

Amerikaner europäischer 

Wurzeln 

60 T = 1  

Asiaten (China) 44 T = 1  

Asiaten (Japan) 44 T = 1  

Afrikaner der Subsahara 60 T = 0,658 C = 0,342 

Amerikaner europäischer 

Wurzeln 

24 T = 1  

Amerikaner afrikanischer 

Wurzeln 

22 T = 0,955 C = 0,045 

Asiaten (Chinesen) 23 T = 1  

Afro-Amerikaner (CAR-

DIA-Studie) 

2054 T = 0,72 G = 0,28 

413 A/G 157599 

Kaukasier (CARDIA) 1939 T = 0,996 G = 0,004 

 

 

In einer großen genomischen Studie, dem CARDIA (Coronary Artery Risk Develo-

pement in Young Adults)-Projekt, wurde nur der SNP 413 A/G gefunden, der insge-

samt bei Populationen afrikanischer Herkunft häufiger zu sein scheint als bei Popu-

lationen anderer Herkunft, er hatte keinerlei funktionelle Auswirkung (Klos et al., 

2008). Die Bedeutung des SNP 127C/G für die Funktion von HCR1 scheint noch 

nicht erforscht zu sein, er trat in den untersuchten Kollektiven, die allerdings recht 

klein waren, nur sehr selten auf. Dieses seltene Auftreten erklärt vermutlich das 

Fehlen in der CARDIA-Studie. 

Auch in unserem Kollektiv konnte keiner der SNPs nachgewiesen werden. Diese 

starke Konservierung von HCR1 werten wir als Zeichen für die Wichtigkeit der rich-

tigen Basenabfolge für die Funktion, eine Theorie, die durch die Auswirkungen eines 

SNP in dem zu HCR1 sehr homologen HCR2 gestützt wird. 
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5.2.2 Apo E, Hepatic Control Region 2 

HCR2 hat wie HCR1 eine wichtige Bedeutung für die leberspezifische Expression 

von Apolipoprotein E. In der Sequenz von HCR2 sind in der Datenbank des En-

sembl Genome Browsers 3 bekannte SNPs vermerkt, nur einer davon liegt in der 

funktionell relevanten Region, in der Literatur fand sich neben diesen noch ein wei-

terer SNP (Klos et al., 2008). Abbildung 34 zeigt die Lage dieser SNPs, in Tabelle 

41 sind die beschriebenen Allelhäufigkeiten in unterschiedlichen Populationen dar-

gestellt. 

 

 

  
 AGGGAGGAGG GTGCAGGGTT TCGGGGGATG AGGGGATGGG ATTCAGACCA GGGTAAGGAT 
  
 CCAGGGGTAG AGAGAAAGAT TTGAGAGTGG TTTTGGGGCT TGGTGACTTA GAGAACAGAG 
  C/G 
1 TTGCAGGCTC TG-------- -----TTTTT GGGCCCGCCC TGCCCC STTC CGACCTCTTA 
  
61 GTTCCTATCC TCCAGCAGCT GTTTGTGTGC TGCCTCTGAA GTCCACCCTG AATGACCTTC 
  G/A 
121 AGCCTGTTCC CGTCCCTGAT ATGGRCAAAC ATTGCAAGCA GCAAACAGCA AACACATAGC 
  
181 CCTCCCTGCG TGCTGACCTT GGAGCTGCGG CAGAGGTCAG AGACCTCTCA GGGCCCATAC 
  
241 CACTTCCAAC ATCCCCTTGA TCTCTTGGAT TTT-GGTGGA GAGGGGCAGA GGTTGTCCTG 
  
301 GCCTGGTT-A GGTAGTGTGA GAGGGTCCCG GTTCAAAACC ACCACTTGCT GGTTGAGGAG 
  
361 TCGTCAGTAA GTGGCTGCGC CCCCACCCTG AGGCTTGTTT CTCCATCTGT ACAATGGAAA 
  T/G 
421 TGATGAAGAT GCCCACCTGA TAGGGTTTTT GTGGCAAATA AGTAAGTAGT TTTTKTGTTT 
  T/C 
481 TTCTYTTTCT TTTTTTTTTT TTTTTTTTGA GATGGAG 
  

Abbildung 34: vorbeschriebene SNPs HCR2, funktionell relevante Region schwarz, SNPs 

rot, Zählweise aus Gründen der Übersichtlichkeit wie in Abbildung 9 (Klos et al., 2008; EBI 

und WTSI, 2010) 

 

 

Tabelle 41: Allelfrequenzen vorbeschriebener SNPs HCR2 (Klos et al., 2008; Bethesda 

(MD), 2010), n=Anzahl untersuchter Individuen, CARDIA: Coronary Artery Risk Develope-

ment in Young Adults, GENOA: Genetic Epidemiology Network of Arteriopathy, ARIC: Athe-

rosclerosis Risk in Communities 

Position rs-Nummer untersuchte Population n Allelfrequenz 

Nordamerikaner 36 C = 0,750 G = 0,250 

Ostasiaten 44 C = 0,727 G = 0,273 

47 C/G 35136575 

Westafrikaner 25 C = 0,940 G = 0,060 
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Position rs-Nummer untersuchte Population n Allelfrequenz 

Afro-Amerikaner (CAR-

DIA-Studie) 

1939 C = 0,82 G = 0,18 

Kaukasier (CARDIA) 2054 C = 0,74 G = 0,26 

Afro-Amerikaner (GE-

NOA-Studie) 

1616 C = 0,81 G = 0,19 

Kaukasier (GENOA) 1334 C = 0,75 G = 0,25 

Mexiko-Amerikaner (A-

RIC-Studie) 

1481 C = 0,83 G = 0,17 

Afro-Amerikaner (ARIC) 3679 C = 0,82 G = 0,18 

  

Kaukasier (ARIC) 10427 C = 0,75 G = 0,25 

Afroamerikaner (CAR-

DIA) 

2054 G = 0,96 A = 0,04 145 G/A APOS-

047628 

Kaukasier (CARDIA) 1939 G = 0,999 A = 0,001 

475 T/G 7259505 keine Daten vorhanden 

485 T/C 9749583 keine Daten vorhanden 

 

 

Klos et al fanden in den Populationen der CARDIA-Studie in HCR2 nur einen der 3 

veröffentlichten SNPs, zusätzlich wurde ein weiterer beschrieben. 47 C/G scheint 

bei Menschen kaukasischer Abstammung etwas häufiger vorzukommen als bei 

Menschen afrikanischer Abstammung und ist statistisch signifikant assoziiert mit 

erhöhtem LDL-Cholesterin bei Menschen kaukasischer Abstammung sowohl in der 

CARDIA-Studie als auch in der ARIC-Studie, unabhängig vom Polymorphismus des 

Apolipoprotein E. Des weiteren kommt es zu erhöhten Triglyzeriden, erhöhtem HDL-

Cholesterin und erhöhtem Gesamt-Cholesterin, so dass ein pleiotroper Effekt zu 

vermuten ist (Klos et al., 2008). Es besteht keinerlei Genkopplung zwischen diesem 

SNP und dem ApoE-Polymorphismus. Der noch nicht vorbeschriebene SNP 145 

G/A kam in den untersuchten Kollektiven deutlich seltener vor, es war kein Einfluss 

auf die Funktion von HCR2 nachweisbar. 

In unserem Kollektiv konnte keiner der SNPs nachgewiesen werden. 

 

 

5.2.3 Apo E, Multienhancer 1 

Die Multienhancer des Apolipoprotein E steuern die Expression von Apo E in reifen 

Makrophagen und Adipozyten (Shih et al., 2000). Für ME1 sind in der Datenbank 
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insgesamt 7 SNPs beschrieben. Abbildung 35 zeigt die Lage dieser SNPs, Tabelle 

42 die Allelhäufigkeiten in unterschiedlichen Populationen. 

  

  
1 AGTAGCCCCC ATCTTTGCCC CTCGCTGAGC CCTACTGGAT GTTCTTGGTT ATGCGACAGT 

  
61 TTCCCCATCT ATTAAAGAGA AACCCCTATA GCAGAGGGGA GGATGAGGTT GGAAAAGCAG 

  G/A 
121  GAGCATTGTT ATGCTATTCT TGTGRGGTCT GGGAAGCAGA CATCTGGGTG GATGTTTGGG 

  G/T 
181  GGGTGCTGGG CTTAGTTGGG GAAGTAGGGG GGCCCCTGGG GCTKACAGGG ACTGGAAGCT 

  
241  CTGAGCTGGC CAGAGGGATG TTGCAATCCT GCCAGGGTCT TGTCTATGCT GTCCTTTTCA 

  C/T  C/T 
301  CAACCATCCY CCTACTGCCA GGCTGACACG TGGTTGYGGG GGCACAAGGC CAGCCAACCT 

   
361  AGAGTCTGAG GCTAGGCGGA GGACACCCTC CCCACCAGCT GCCAGGGTCA CTGGCGGTCA 

  G/A 
421  AARGCAGCTG GTGGGGAAGG CATTGGACTC CAGCCTTGGG GGACGGATGT AGTGATGGTG 

  G/A  A/G 
481  GGAAGCAGGC TTGGTGCCAG GAGGGGCRTC AGAGGGTGAA TAARAGCAGA TAGAGTGTTT 

  
541  GGGGGAGGTA GCCAGCCAAA GGGGGTGAGG CCCGGTGGAA GGGAAGAAGG GACATACACG 

  
601  CAGAGCTTTG CAGCTGAGGG  

  

Abbildung 35: vorbeschriebene SNPs ME1, Zählweise aus Gründen der Übersichtlichkeit 

wie in Abbildung 10 (EBI und WTSI, 2010) 

 

 

Tabelle 42: Allelfrequenzen vorbeschriebener SNPs ME1 (Klos et al., 2008; Bethesda 

(MD), 2010), n=Anzahl untersuchter Individuen, CARDIA: Coronary Artery Risk Develope-

ment in Young Adults 

Position rs-Nummer untersuchte Population n Allelfrequenz 

145 G/A 72654437 Nordamerikaner 372 G = 0,965 A = 0,035 

Nordamerikaner 372 G = 0,801 T = 0,199 

Europäer 91 C = 0,48 A = 0,52 

Europäer 5 C = 0,5 A = 0,5 

Afro-Amerikaner 11 C = 0,5 A = 0,5 

Afro-Amerikaner (CAR-

DIA-Studie) 

2054 G = 0,55 T = 0,45 

224 G/T 483082 

Kaukasier (CARDIA) 1939 G = 0,75 T = 0,25 

310 G/T 72654438 Nordamerikaner 372 C = 0,999 A = 0,001 

Nordamerikaner 372 C = 0,593 T = 0,407 

Afro-Amerikaner (CAR-

DIA-Studie) 

2054 C = 0,76 T = 0,24 

337 C/T 59325138 

Kaukasier (CARDIA) 1939 C = 0,6 T = 0,4 
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Position rs-Nummer untersuchte Population n Allelfrequenz 

423 G/A 72654439 Nordamerikaner 372 G = 0,999 A = 0,001 

508 G/A 72654440 Nordamerikaner 372 G = 0,987 A = 0,013 

Nordamerikaner 371 A = 0,365 G = 0,635 

Europäer/Amerikaner 92 A = 0,28 G = 0,72 

Afro-Amerikaner (CAR-

DIA-Studie) 

2054 A = 0,84 G = 0,16 

524 A/G 584007 

Kaukasier (CARDIA) 1939 A = 0,63 G = 0,37 

 

 

Die meisten SNPs wurden in relativ kleinen Kollektiven vorbeschrieben, außer den 

von Klos et al untersuchten Gruppen umfasste kein Kollektiv mehr als 500 Personen 

(Klos et al., 2008; EBI und WTSI, 2010). Die Allelfrequenzen in der CARDIA-Studie 

stimmen bis auf den SNP 524 A/G mit den in der Datenbank beschriebenen Fre-

quenzen weitestgehend überein. Für 524 A/G wurden in den großen Kollektiven 

jedoch deutliche Unterschiede bezüglich der Allelhäufigkeiten gefunden, auch wurde 

die Base A als Wildtyp-Sequenz angegeben anstatt der Base G wie in der Daten-

bank (Klos et al., 2008). 

224 G/T, 337 C/T sowie 524 A/G scheinen keine funktionellen Auswirkungen zu 

haben (Klos et al., 2008), über die anderen SNPs fand sich in der Literatur diesbe-

züglich keinerlei Aussagen, ein recht eindeutiges Zeichen dafür, dass in diese Rich-

tung bis jetzt noch sehr wenig geforscht wurde.  

 

In unserem Kollektiv waren die Banden aller Proben in der DGGE identisch, ein 

SNP war somit nicht nachweisbar. 

 

 

 

 

5.2.4 Apo E, Multienhancer 2 

In der Sequenz des ME2 ist in der Datenbank nur 1 SNP vermerkt. Dieser Basen-

austausch mit einem A statt einem G entspricht einer Homologie zu ME1 an dieser 

Stelle. Abbildung 36 zeigt die Lage dieses SNP, Tabelle 43 die Allelhäufigkeit in 

unterschiedlichen Populationen. 
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1 AGTAGCCCCC –TCTTTGCCC CTCACTGAGC CCTACTGGAT GTTCTTGGTT GTGTGACAGT 

  
61 TTCCCCATCT ATTAAACAGA AACCCCTATA GCAGAGGGGA GGATGAGGTT GGAAAATCAG 

  
121  GAGCATTGTT ATTCTATTCT TGTGGGATCG GGGAAGCAGA CATCTGGGTG GATGTTTGGG 

  
181  GAATGCTGGG CTCAGTTGAG GAAGTAGGGG GGCCCCTGGG GCTTACAGGG ACTGGAAGCT 

  
241  CTGAGCTGGC CAGAGGGATG TTGCAATCCT GCCAGGGTCT TGTCTATGCT GTCCCTTTCA 

  
301  CAACCATCCC CCTACCGCCA GGCTGACACG TGGTTGTGGG GGCACAAGGC CAGCCGAACT 

   
361  AGAGTCTGAG GCTGGGCTGA GGACACCCTC CCCATCAGCT GCCAGGGTCA CTGGCGGTCA 

  
421  AAGGCAGCTG GTGGGGAAGG AATTGGACTC CAGCCCTGGG GGACGGATGT GGTGATGGTG 

  
481  GGAAGCAGGC TTGGTGCCAG GAGGGGCATC AGAGGGTGAA TAAGAGCAGA TAGAGTGTTT 

  G/A 
541  GGGGGAGGTA GCCAGCCAAA GGGGGTGAGG CCCGGTGGAA GGGAAGAAGR GGCATACACT 

  
601  CAGAGCTTTG CAGCTGAAGG  

  

Abbildung 36: vorbeschriebene SNPs ME2, Zählweise aus Gründen der Übersichtlichkeit 

wie in Abbildung 10 (EBI und WTSI, 2010) 

 

Tabelle 43: Allelfrequenzen des vorbeschriebenen SNP ME2 (Bethesda (MD), 2010), 

n=Anzahl untersuchter Individuen, CARDIA: Coronary Artery Risk Developement in Young 

Adults 

Position rs-Nummer untersuchte Population n Allelfrequenz 

Amerikaner europäischen 

Wurzeln 

58 G = 1  

Asiaten (China) 35 G = 0,986 A = 0,014 

Asiaten (Japan) 41 G = 1  

Afro-Amerikaner (CAR-

DIA-Studie) 

2054 G = 0,9 A = 0,1 

590 G/A 10424663  

Kaukasier (CARDIA) 1939 G = 0,997 A = 0,003 

 

Dieser in allen Populationen recht selten vorkommende SNP hat keinerlei funktio-

nelle Auswirkung (Klos et al., 2008) und konnte in unserem Kollektiv nicht nachge-

wiesen werden. 

 

Für die insgesamt recht geringe Zahl an vorbeschriebenen SNPs, insbesondere mit 

funktionellen Auswirkungen, gibt es mehrere Erklärungsmöglichkeiten. Da die Be-

deutung der untersuchten regulatorischen Elemente erst seit kurzem bekannt ist, 

sind sie noch nicht sehr gründlich untersucht, dies belegt auch die relativ geringen 

Zahlen, die wir in der Datenbank des Ensembl Genome Browsers fanden sowie die 
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fehlende ausführliche Beschreibung in der Literatur. Es ist also durchaus möglich, 

dass in Zukunft noch weitere SNPs entdeckt werden.  

Auf der anderen Seite handelt es sich um wichtige genregulatorische Sequenzen, 

die durch Mutationen in ihrer Funktion beeinträchtigt werden könnten, so dass es im 

Laufe der Evolution zu einer Konservierung dieser Sequenzen gekommen ist. Diese 

Theorie wird zum einen durch die starke Homologie der Fragmente untereinander 

unterstützt, zum anderen auch durch die Tatsache, dass wir in unseren insgesamt 

264 Patienten keine SNPs nachweisen konnten. 

 

 

5.2.5 Polymorphismus Apo E2, E3, E4 

Wie bereits in der Einleitung erwähnt, existieren für das Apolipoprotein E 3 Allele, 

die unterschiedliche Auswirkungen auf den Lipidstoffwechsel haben, Apo E2, E3 

und E4.  

Der Einfluss des Allel-Status auf diverse Lipidparameter wurde in zahlreichen Stu-

dien untersucht. Besonders für das LDL-Cholesterin gibt es statistisch signifikante 

Zusammenhänge, aber auch für HDL-Cholesterin und Triglyzeride sind Assoziatio-

nen zu beobachten (Davignon et al., 1988; Klos et al., 2008; Burman et al., 2009). 

Individuen mit Apo E2-Allelen haben niedrigere Cholesterin-Werte und erhöhte 

Triglyzerid-Werte im Serum als Apo E3 Allel-Träger, bei Apo E4 verhält es sich ge-

nau umgekehrt. Durch den Aminosäure-Austausch im Apo E2-Allel ist die metaboli-

sche Funktion gestört, alle Stoffwechselvorgänge Apo E betreffend wie z. B. Interak-

tionen mit Rezeptoren, Enzymen oder auch die Plasma-Clearance laufen langsamer 

ab. Es kommt zum Anstau von Triglyzeridreichen Lipoproteinen im Serum und zu 

einer verminderten Konversion von VLDL zu IDL. Kompensatorisch wird der LDL-

Rezeptor hochreguliert, so dass die LDL-Cholesterin-Konzentration im Serum weiter 

abfällt (Davignon et al., 1988). 

5 % der Individuen, die homozygot für Apo E2/2 sind, leiden an Typ III Hyperlipidä-

mie nach Fredrickson. Dabei kommt es zu einem ausgeprägten Anstieg der β-VLDL 

mit deutlich erhöhtem Atherosklerose-Risiko. Fast alle Patienten mit Typ III Hyperli-

pidämie haben den Genotyp E 2/2, es sind darüber hinaus aber noch weitere Ein-

flussfaktoren nötig zur Manifestation der Erkrankung (Mahley et al., 1999). 

   

Apo E4 Allel-Träger habe erhöhte Cholesterin- und erniedrigte Triglyzerid-Werte, 

(Davignon et al., 1988), mit insgesamt ebenfalls erhöhtem Risiko für die Entwicklung 

einer Atherosklerose. 
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Der Apo E-Polymorphismus hat damit starke Auswirkungen auf die Plasmalipid-

Spiegel sowie das Risiko einer Atherosklerose-Entwicklung. Für das von uns unter-

suchte Kollektiv liegen Daten bezüglich des Polymorphismus nur für die gefunden 

SNP-Träger vor,  so dass wir Auffälligkeiten bei den Lipidparametern nicht auf diese 

zurückführen bzw. einen Zusammenhang ausschließen können. 

 

 

5.3 Promotor der Lipoproteinlipase 

5.3.1 vorbeschriebene SNPs 

Die Expression der Lipoproteinlipase wird durch ihren Promotor reguliert. In diesem 

sind lediglich 2 SNPs in der Datenbank des Ensembl Genome Browsers aufgezeigt, 

zusätzlich konnten wir weitere 4 in der Literatur zu finden, für die es keine rs-

Nummern gibt. Abbildung 37 zeigt die Lage dieser SNPs sowie wichtiger Sequen-

zen innerhalb des Promotors, in Tabelle 44 sind die beschriebenen Allelhäufigkeiten 

in unterschiedlichen Populationen aufgezeigt. 

 

 

  
-780 GCACTGATCT ACTTTTGGTC TCTATGGATT TGTCTATTTG TGGACACTTT AAATGGAATC 

 Lp-α  
-720 ATACAATATG TGTCTTTTGC GACTATCTTC TTTCACTTAT CATAACTCAA TACGGCTTTA 

 C/T  
-660 GATTATTTGA CCTCGATGTT CTGCCTYTGA ACATAAAATA TTATCCTTGC ATTCCTTGAT 

   
-600 GAGTTTGAGG ATTGAGAATA ATTTGCATGA GACAAAAATT AGAAACTAGT TAGAGCAAGT 

  CCAAT-box  
-540 AGGCTTTTCT CCATCACATA AGCTGATCCA TCTTGCCAAT GTTAAAACAC CAGATTGTAC 

 LP-β  
-480 AAGCACAAGC TGGGACGCAA TGTGTGTCCC TCTATCCCTA CATTGACTTT GCGGGGGTGG 

  
-420 GGATGGGGTG CGGGGTGAGT GAGGGAGGAC TGCAAGTGAC AAACAGGATT CGTCAAAAGA 

  
-360 GAGGTGTATT AAAGTGCCGA TCAAATGTAA TTTAACAGCT AAACTTTCCC TCCTTGGAAA 

  
-300 ACAGGTGATT GTTGAGTATT TAACGTGAAT CGATGTAAAC CTGTGTTTGG TGCTTAGACA 

  
-240 GGGGGCCCCC GGGTAGAGTG GAACCCCTTA AGCTAAGCGA ACAGGAGCCT AACAAAGCAA  

 PPRE  
-180 ATTTTTCCGT CTGCCCTTTC CCCCTCTTCT CGTTGGCAGG GTTGATCCTC ATTACTGTTT 

 G/T T/G  SRE T/G CCAAT-box  
-120 GCTCAAACGT TTAGAAGTGA ATTTAKGKCC CTCCCCCCAA C KTATGATTT TATAGCCAAT  

 G/C Octamer T/C    
-60 AGGTGATSAG GTTTATTTGC AYATTTCCAG TCACATAAGC AGCCTTGGCG TGAAAACAGT  
  

Abbildung 37: vorbeschriebene SNPs des Promotors der Lipoproteinlipase (Yang et 

al., 1996; EBI und WTSI, 2010) 
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Tabelle 44: Allelfrequenzen vorbeschriebener SNPs des Promotors der Lipoproteinli-

pase (Yang et al., 1996; Ehrenborg et al., 1997; Bethesda (MD), 2010), n=Anzahl unter-

suchter Individuen 

Position rs-Nummer untersuchte Population n Allelfrequenz 

Amerikaner europäischer 

Wurzeln 

24 C = 0,979 T = 0,021 

Amerikaner afrikanischer 

Wurzeln 

23 C = 0,86 T = 0,174 

Asiaten (Chinesen) 24 C = 1  

Amerikaner europäischer 

Wurzeln 

57 C = 0,982 T = 0,018 

Asiaten (China) 44 C = 0,977 T = 0,023 

Asiaten (Japan) 43 C = 0,988 T = 0,012 

-634 C/T rs17091742 

Afrikaner der Subsahara 55 C = 0,745 T = 0,255 

-95 G/T  Kaukasier 292 G = 0,990 T = 0,010 

Amerikaner europäischer 

Wurzeln 

23 T = 0,978 G = 0,022 

Amerikaner afrikanischer 

Wurzeln 

23 T = 0,630 G = 0,370 

-93 T/G rs1800590 

Asiaten (Chinesen) 23 T = 1  

-79 T/G  Kaukasier 20 T = 0,975 G = 0,025 

Kaukasier 19 G = 0,974 C = 0,026 

Kaukasier 232 G = 0,996 C = 0,004 

Südafrikaner 161 G = 1  

-53 G/C  

Asiaten (Chinesen) 120 G = 1  

Kaukasier 19 T = 0,974 C = 0,026 

Kaukasier 308 T = 1  

Südafrikaner 161 T = 1  

-39 T/C  

Asiaten (Chinesen) 120 T = 1  

 

 

Wie aus obiger Abbildung und Tabelle ersichtlich ist, gibt es im Lipoproteinlipase 

Promotor eine relativ große Anzahl von SNPs, die sich bezüglich ihrer Häufigkeiten 

deutlich unterscheiden.  

Über den SNP -634C/T konnten keinerlei Aussagen gefunden werden, er scheint 

genau wie -93T/G in afrikanischen Populationen häufiger zu sein als in kaukasi-

schen und asiatischen, allerdings wurden nur jeweils sehr kleine Populationen un-

tersucht.  
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Die SNPs -79T/G, -53G/C und -39CT wurden alle drei erstmalig in einem Kollektiv 

von Patienten mit familiärer kombinierter Hyperlipidämie (FCHL) beschrieben. Wäh-

rend -79T/G bei in-vitro Untersuchungen keinen Einfluss auf die Promotor-Aktivität 

hatte, führte -53G/C zu einer um 25-30% und -39T/C, da es in der Region der Oc-

tamer-Bindung liegt, zu einer um 85% reduzierten Promotor-Aktivität, die Lipid-

Werte waren bei diesem Patienten nicht signifikant unterschiedlich zu den ebenfalls 

an FCHL erkrankten Kontrollpersonen (Yang et al., 1996). In einer anderen Studie 

hatten Patienten mit dem -53C-Allel ein niedrigeres Risiko für die Entwicklung einer 

Adipositas oder einem Diabetes mellitus Typ II als Wildtyp-Allelträger (Radha et al., 

2007). Der SNP -39T/C scheint ein insgesamt eher seltener SNP zu sein, der bis-

lang nur in Patienten mit FCHL und niedriger Plasma-LPL-Aktivität nachgewiesen 

werden konnte, in einem Kollektiv von 589 gesunden Patienten aus 3 unterschiedli-

chen ethnischen Gruppen sowie 116 Patienten mit FCHL und normalem LPL-

Spiegel konnte er nicht nachgewiesen werden (Ehrenborg et al., 1997; Hall et al., 

1997). 

Zusammengefasst konnte eine größere Anzahl von Studien und Funktionsuntersu-

chungen über die Bedeutung dieser einzelnen SNPs trotz intensiver Literaturrecher-

che nicht gefunden werden. Es existieren lediglich 2 Veröffentlichungen, in denen 

diese SNPs beschrieben wurden, so dass hier noch ein großer Bedarf an weiteren 

Studien zu bestehen scheint, sowohl bezüglich ihrer Funktion in-vitro als auch ihrer 

Auswirkung in vivo. 

 

Unsere 2 untersuchten LPL-Promotor-Fragmente decken die Bereiche mit den vor-

beschriebenen SNPs ab, wir konnten dort die SNPs -95G/T und -93T/G nachwei-

sen, eine ausführliche Beschreibung erfolgt in den nachfolgenden Kapiteln. 

 

 

5.3.2 Mutation -95G/T des Lipoproteinlipase Promotors 

Allelfrequenzen und Auswirkungen des SNP -95G/T in der Literatur 

Die Mutation -95G/T des Lipoproteinlipase-Promotors wurde insgesamt 6 mal in 

unserem Kollektiv gefunden, je 3 mal in der Fall- und in der Kontrollgruppe. Daraus 

ergibt sich eine Major-Allelfrequenz von 0,9886 und eine Minor-Allelfrequenz von 

0,0114, alle gefundenen Patienten waren jeweils heterozygot für diese Mutation und 

hatten keine weitere Mutation an Position -93 oder an einer anderen Stelle der un-

tersuchten Sequenzen. 
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Diese von uns gefundenen Frequenzen sind weitestgehend identisch mit den von 

Yang et al berichteten, die diesen SNP erstmals sowohl bei Patienten mit FCHL als 

auch in einem KHK-Kollektiv und bei gesunden Kontrollpersonen beschrieben (Yang 

et al., 1996). In-vitro-Experimente durch diese Arbeitsgruppe wiesen keinen Einfluss 

dieses SNP auf die Aktivität des LPL-Promotors in Myoblasten und Monozyten 

nach. Es gibt bislang keine Daten zu in-vivo Auswirkungen. Da -95G/T in unmittel-

barer Nachbarschaft zu -93T/G liegt und für diesen sehr wohl funktionelle Auswir-

kungen beschrieben wurden (s.u.), sollten weitere Studien unternommen werden, 

um -95G/T weiter zu untersuchen. 

 

Beobachtungen zur Auswirkung von -95G/T in unserer Studie 

Wir konnten insgesamt aufgrund der kleinen Gruppengröße keine statistisch signifi-

kanten Unterschiede für die untersuchten Lipidparameter sowie das KHK-Risiko 

zwischen Mutations-Allelträgern und Wildtyp-Allelträgern sehen, bei einigen Lipidpa-

rametern war allerdings ein eindeutiger Trend zu beobachten.  

Die Triglyzeride der -95T-Allelträger lagen sowohl in der Fall- als auch in der Kon-

trollgruppe niedriger als bei den -95G-Allelträgern, nur ein einziger Patient der Kon-

trollgruppe hatte dabei höhere Triglyzeride als der -95G-Durchschnitt, die anderen 5 

hatten jeweils niedrigere. Vergleicht man alle Mutations-Allelträger mit den Wildtyp-

Allelträgern aus beiden Gruppen, so sind die Triglyzeride mit 126,67±45,01 vs. 

158,21±89,78 mg/dl ebenfalls niedriger (n.s.). 

Auch bezüglich der Cholesterin-Werte war der beobachtete Trend in beiden Grup-

pen jeweils gleich. -95T-Allelträger hatten sowohl in der Kontrollgruppe als auch in 

der Fallgruppe jeweils ein erhöhtes Gesamt-Cholesterin sowie LDL-Cholesterin und 

HDL-Cholesterin gegenüber -95G-Allelträgern. Betrachtet man auch hier alle 6 Mu-

tations-Allelträger gemeinsam, so ist das Gesamt-Cholesterin mit 216,67±52,03 

vs.185,77±46,43 mg/dl erhöht (n.s.). Beim LDL-Cholesterin hatten 5 der 6 -95T-

Allelträger ein höheres Cholesterin, einer allerdings mit 66 mg/dl ein deutlich niedri-

geres (138±43,21 vs. 112,52±39,38 mg/dl, n.s.). Auch beim HDL-Cholesterin war 

der Wert bei 5 der Mutations-Allelträger höher als beim Durchschnitt der Wildtyp-

Allelträger (53,33±7,81 vs. 42,27±14,15 mg/dl, mit p=0,058 nahe an der Signifi-

kanz). 

Die KHK-Prävalenz war bei den 6 Mutations-Allelträgern mit 66,67% nahezu gleich 

wie bei den Wildtyp-Allelträgern mit 65,91%. Die erniedrigten Triglyzeride sowie das 

erhöhte HDL-Cholesterin sind zwar eher mit einem erniedrigten KHK-Risiko assozi-

iert, allerdings waren auch das Gesamt-Cholesterin sowie das LDL-Cholesterin bei 
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den Mutations-Allelträgern erhöht, das einen der Hauptrisikofaktoren für die Ent-

wicklung einer Atherosklerose darstellt  

 

Insgesamt lässt sich aus unseren Daten ableiten, dass das Allel -95T zumindest bei 

unseren Patienten tendenziell mit erniedrigten Triglyzeriden und erhöhtem HDL-

Cholesterin assoziiert ist, so dass die Vermutung nahe liegt, dass diese Mutation die 

Promotor-Aktivität der Lipoproteinlipase fördert. Um statistisch signifikante Werte zur 

Stützung dieser Hypothese zu erreichen, sollte die Studie an einer größeren Patien-

tenzahl weitergeführt werden, außerdem erscheinen weitere in-vitro Untersuchun-

gen sinnvoll. 

 

 

5.3.3 Mutation -93T/G des Lipoproteinlipase Promotors 

Allelfrequenzen 

Die Mutation -93T/G im Lipoproteinlipase-Promotor konnte insgesamt 8 mal in unse-

rem Kollektiv nachgewiesen werden, 6 mal in der Fallgruppe und 2 mal in der Kon-

trollgruppe (p=0,151, n.s.). Insgesamt ergibt sich daraus eine Allelfrequenz von 

0,9848 für das Major-Allel und 0,0152 für das Minor-Allel in der Gesamtgruppe. In 

der Fallgruppe betrug die Major-Allelfrequenz 0,9776, in Minor-Allelfrequenz 0,0224; 

in der Kontrollgruppe ergaben sich die Werte Major-Allelfrequenz 0,9923 und Minor-

Allelfrequenz 0,0077. 

Diese von uns gefunden Häufigkeiten entsprechen weitestgehend denen, die in 

zahlreichen Papern beschrieben wurden, ist allerdings niedriger als von uns erwar-

tet, da vielfach beschrieben ist, dass das Allel -93G mit einem erhöhten KHK-Risiko 

assoziiert ist (Kastelein et al., 1998; Wittrup et al., 1999; Hokanson, 1999; Sagoo et 

al., 2008) und wir ein Kollektiv mit relativ hoher KHK-Prävalenz untersucht haben.  

Die Minor-Allelfrequenz variiert deutlich zwischen den verschiedenen ethnischen 

Gruppen, am häufigsten kommt -93G bei Menschen afrikanischen Ursprungs vor, 

bei denen bis zu 76,4% Träger dieses Allels sind (Ehrenborg et al., 1997). Bei Men-

schen karibischen Ursprungs beträgt die Minor-Allelfrequenz zwischen 0,104 und 

0,407 (Hall et al., 2000; Smith et al., 2010), bei Asiaten 0,00 bis 0,0442 (Ehrenborg 

et al., 1997; Hall et al., 2000). Bei Menschen kaukasischer Abstammung werden 

Minor-Allelfrequenzen von 0,0145 bis 0,052 angegeben (Wittrup et al., 1999; Hall et 

al., 2000; Sagoo et al., 2008), so dass wir uns mit unserem Kollektiv eher am unte-

ren Rand der vorbeschriebenen Frequenz-Häufigkeit bewegen. 
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Das Ur-Allel scheint -93G zu sein, dieses ist auch konserviert in anderen Spezies, 

im Laufe der Menschheitsentwicklung vom afrikanischen Kontinent aus kam es zu 

den unterschiedlichen Allelfrequenzen, die heute zu beobachten sind (Yang et al., 

1996; Ehrenborg et al., 1997; Hall et al., 1997). 

 

Vorbeschriebene Auswirkungen des SNP -93T/G in der Literatur 

Der SNP an Position -93 des Lipoproteinlipase Promotors ist damit ein recht häufi-

ger SNP, der im Gegensatz zu einigen anderen SNPs in allen bisher untersuchten 

ethnischen Bevölkerungsgruppen gefunden wurde. Erstmals beschrieben wurde er 

1995, in-vitro Untersuchungen zeigten eine um ca. 50% erniedrigte Promotor-

Aktivität, die auf eine gestörte Bindung der Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3 an 

das in unmittelbarer Nachbarschaft liegende SRE-Element zurückzuführen sei 

(Yang et al., 1995; Yang und Deeb, 1998). Untersuchungen in einer anderen Ar-

beitsgruppe kurze Zeit später zeigten in-vitro dagegen eine erhöhte Promotor-

Aktivität durch das Allel -93G, bedingt durch Bindung eines noch nicht identifizierten 

Transkriptionsfaktors an -93G, aber nicht an -93T (Hall et al., 1997). Eine mögliche 

Erklärung für diese widersprüchlichen Ergebnisse ist die Verwendung unterschiedli-

cher Zellen mit jeweils unterschiedlichen Expressionsmustern für die In-vitro-

Experimente, Yang et al arbeiteten mit Monozyten und Myoblasten, Hall et al mit 

glatten Muskel- und Nebennierenzellen (Talmud et al., 1998). Sowohl eine erhöhte 

als auch eine erniedrigte Promotor-Aktivität und damit verbunden mehr oder weni-

ger LPL ist mit in der Literatur veröffentlichten Daten vereinbar (s.u.), so dass weite-

re Studien zu dieser Problematik sinnvoll erscheinen. 

In der kaukasischen Bevölkerung besteht eine starke Genkopplung des SNP -93T/G 

mit einem weiteren Basenaustausch im Lipoproteinlipase Gen an Position 280 

(Yang et al., 1995; Kastelein et al., 1998; Hall et al., 2000), bei Asiaten und Afrika-

nern ist diese Kopplung ebenfalls zu beobachten, allerdings deutlich schwächer 

ausgeprägt (Ehrenborg et al., 1997). Die Substitution des Wildtyp-Allels G an Positi-

on 280 durch ein A im Exon 2 führt zu einem Aminosäureaustausch im fertigen LPL-

Enzym, an Position 9 wird anstelle eines Aspartat ein Asparagin eingebaut, 

Asp9Asn (D9N) (Mailly et al., 1995). Menschen mit der 9N-Variante haben gegen-

über 9D-Trägern erhöhte Triglyzeride und ein erniedrigtes HDL-Cholesterin, bedingt 

durch eine Funktionsstörung der LPL (Mailly et al., 1995; Gerdes et al., 1997; 

Wittrup et al., 1999; Sagoo et al., 2008). 

 

Aufgrund dieser Genkopplung ist es in kaukasischen Bevölkerung schwierig, den 

alleinigen Einfluss von -93G zu beobachten, daher gibt es in vielen publizierten Stu-
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dien widersprüchliche Ergebnisse, insbesondere, wenn nicht erwähnt wurde, ob 

neben -93G auch die andere Mutation untersucht wurde. Bei kaukasischen Patien-

ten, die heterozygot für beide Mutationen waren, wurden in einigen Studien signifi-

kant höhere Triglyzeride sowie bei Männern ein deutlich erhöhtes KHK-Risiko ge-

funden, kein statistischer Unterschied bestand in Bezug auf HDL-Cholesterin, Ge-

samt-Cholesterin oder BMI (Wittrup et al., 1999). In derselben Studie hatten auch 

Patienten mit nur -93G oder einer homozygoten Mutation an beiden Positionen ten-

denziell erhöhte Triglyzeride, allerdings war aufgrund der geringen Fallzahlen keine 

statistische Signifikanz zu beobachten. Das KHK-Risiko wurde durch Auftreten des 

ApoE-Polymorphismus Apo E2/3 oder Apo E3/4 von 1,6 auf 2,5 erhöht, allerdings 

gab es auch hier aufgrund der geringen Fallzahlen keine statistische Signifikanz 

(Wittrup et al., 2006).  

In anderen Studien an kaukasischen oder afrikanischen KHK-Patienten und gesun-

den Kontrollgruppen wurde bei doppelt-heterozygoten Patienten weder erhöhte 

Triglyzeride noch ein erhöhtes KHK-Risiko nachgewiesen (Talmud et al., 1998; Fe-

rencak et al., 2003; Rios et al., 2003), dafür aber ein signifikant erhöhtes Gesamt-

Cholesterin und niedrigeres HDL-Cholesterin (Kastelein et al., 1998). 

 

Da die Genkopplung der beiden Mutationen bei Menschen afrikanischer Abstam-

mung deutlich geringer ist, können in diesen Populationen der Einfluss des Allels -

93G ohne 9N besser als in kaukasischen Populationen untersucht werden. Men-

schen afrikanischer Herkunft mit nur -93G hatten signifikant niedrigere Triglyzeride, 

ein Unterschied bzgl. HDL- oder LDL-Cholesterin ließ sich nicht signifikant nachwei-

sen (Ehrenborg et al., 1997; Talmud et al., 1998). Bei insgesamt sehr niedrigem 

Triglyzerid-Spiegel in der untersuchten Population war allerdings kein signifikanter 

Unterschied bzgl. der Nüchtern-Triglyzeride bei alleiniger Betrachtung der Mutation  

-93 nachweisbar (Hall et al., 2000), so dass die Theorie entstand, dass das Allel  

-93G vor allem eine Rolle spielt in der Steigerung der Expression der Lipoproteinli-

pase nach Mahlzeiten, wenn die Triglyzerid-Spiegel nahrungsbedingt ansteigen. 

Des weiteren scheint die Triglyzerid-senkende Wirkung des Allels -93G in Zusam-

menhang mit dem BMI der betroffenen Patienten zu stehen, bei kaukasischen Pati-

enten mit einem BMI < 26 kg/m2 konnte kein signifikanter Unterschied im Triglyze-

rid-Spiegel zwischen einfach- oder doppelt-heterozygoten Mutationsträger und Wild-

typen nachgewiesen werden, bei Patienten mit einem BMI > 26,5 kg/m2 führte das 

alleinige Allel -93G zu signifikant niedrigeren Triglyzeriden während doppelt-

heterozygote Patienten signifikant höhere Triglyzeride als Wildtyp-Allelträger hatten 

(Hall et al., 1997). In derselben Studie wurde außerdem beobachtet, dass Wildtyp-
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Allelträger mit einem BMI <26,5 kg/m2 um 25% niedrigere Triglyzeride hatten als 

Wildtyp-Allelträger mit BMI >26,5 kg/m2, bei doppelt-heterozygoten Allel-Träger wa-

ren die Triglyzeride in der Gruppe mit dem höheren BMI um 40% höher als in der 

Gruppe mit niedrigem BMI. Die Steigerung war signifikant und ein weiterer Hinweis 

darauf, dass das Allel -93G mit oder ohne Kombination mit 9N je nach BMI des Pa-

tienten unterschiedlich starke Auswirkung auf den Triglyzerid-Spiegel hat. In einer 

asiatischen Population aus Indien war das Allel -93G signifikant assoziiert mit der 

Entwicklung einer Adipositas (Odds ratio 1,766), nicht aber mit Diabetes mellitus 

Typ II (Radha et al., 2007). 

Das Allel -93G ist bei den meisten untersuchten Patienten mit erniedrigten Triglyze-

riden assoziiert, wenn es mit dem Wildtyp-Allel 9D auftritt. Bei doppelt-

heterozygoten Menschen scheint dagegen insgesamt der Triglyzerid-steigernde 

Effekt von 9N den Triglyzerid-senkenden Effekt von -93G zu übersteigen. Patienten 

mit nur 9N ohne -93G werden nur sehr selten gefunden, so dass alleinige Aussagen 

über diese Variante schwer getroffen werden können. Vermutlich führt bei doppelt-

heterozygoten Menschen die durch -93G gesteigerte Expression des defekten Pro-

teins zu den insgesamt gesteigerten Triglyzeriden, diese wiederum könnten den 

erhöhten BMI und das erhöhte Adipositas-Risiko erklären (Hall et al., 1997; Talmud 

et al., 1998).  

 

Eine Kombination des Allels -93G mit der Mutation S19W im Apolipoprotein A5 führ-

te zu signifikant erhöhtem BMI sowie Taillen- und Hüftumfang gegenüber Wildtyp-

Allelträgern, die Mutation -93G (ohne Aussage bezüglich D9N) allein führte lediglich 

zu erniedrigtem HDL-Cholesterin, ansonsten waren keine signifikanten Veränderun-

gen nachweisbar (Smith et al., 2010). Da die Patienten dieser Studie mit einem 

durchschnittlichen BMI von ca. 31 kg/m2 sehr kräftig waren, ist es nicht auszu-

schließen, dass das erniedrigte HDL-Cholesterin eher auf diesen Umstand zurück-

zuführen ist als auf die Mutation. Insgesamt hatten in dieser Studie doppelt-

heterozygote Patienten eine Odds ratio von 4,02 für die Entwicklung einer extremem 

Adipositas mit einem BMI > 40 kg/m2, keine erhöhte Odds ratio bestand für einen 

BMI >30 kg/m2. 

 

Beobachtungen zur Auswirkung von -93G in unserer Studie 

Die Mutation -93T/G wurde in dieser Studie insgesamt 6x in der Fallgruppe gefun-

den (Trägerfrequenz 4,5%), in der Kontrollgruppe gab es nur 2 Allel-Träger (Träger-

frequenz 1,5%, n.s.), es handelte sich jeweils um heterozygote Genotypen ohne 

Mutationen an Position -95. Diese Verteilung entspricht von der Tendenz her den 
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Beobachtungen von Kastelein et al, in deren Studie die Mutations-Trägerfrequenz 

bei Patienten mit Triglyzeriden >171,23 mg/dl mit 5,9% deutlich höher lag als in der 

Gruppe mit Triglyzeriden <171,23 mg/dl mit 3,1% (Kastelein et al., 1998). 

 

Für unsere Mutations-Allelträger bzgl. -93K lagen in unserer Arbeitsgruppe die In-

formationen bzgl. des Gen-Status D9N im LPL-Gen sowie S19W im Apo A5-Gen 

und der Apo E- Allelstatus vor. Obwohl es sich um ein Kollektiv kaukasischen Ur-

sprungs handelt, in dem -93G in der Regel gekoppelt an LPL 9N auftritt, war diese 

Koppelung bei unseren Mutations-Allelträger nur in 50% zu beobachten.  

Wir hatten in unserem Kollektiv insgesamt 2 Patienten mit Triglyceriden <150mg/dl 

die lediglich die Mutation -93 G aufwiesen, 2 Patienten mit Triglyceriden > 150mg/dl  

die lediglich die Mutation -93G aufwiesen sowie 4 Patienten mit Triglyceriden > 

150mg/dl, die heterozygot sowohl für -93G als auch für 9N waren.  

Im Apo A5-Genprodukt waren alle unsere Mutations-Allelträger homozygot für den 

Wildtyp 19S, siehe hierzu Tabelle 45. 

 

Tabelle 45: ApoE-, LPL D9N- und Apo A5 S19W-Status bei den Mut- Allelträgern des 

SNP -93K 

Mut-

Allelträger 

Apo E Allele LPL D9N Apo A5 S19W 

1 (FG) 3/3 9N heterozygot 19S homozygot 

2 (FG) 3/3 9N heterozygot 19S homozygot 

3 (FG) 2/4 9D homozygot 19S homozygot 

4 (FG) 2/3 9D homozgot 19S homozygot 

5 (FG) 3/3 9N heterozygot 19S homozygot 

6 (FG) 4/4 9N heterozygot 19S homozygot 

7 (KG) 3/3 9D homozygot 19S homozygot 

8 (KG) 3/3 9D homozygot 19S homozygot 

 

Die niedrige Fallzahl in den einzelnen Gruppen lässt leider keine statistische Unter-

suchung zu, so dass lediglich eine beschreibende Statistik durchgeführt wird, die 

schließende Statistik bezieht sich jeweils auf die Gesamtheit der Mutations-

Allelträger. 

 

In der Fallgruppe hatten die doppelt-heterozygoten Mutationsträger tatsächlich wie 

zu erwarten im Durchschnitt höhere Triglyzeride als homozygote Träger des Wild-
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typ-Allels (265,25±11,43 vs. 218,60±82,98 mg/dl), die beiden lediglich für -93G hete-

rozygoten Mutationsträger hatten mit 155 mg/dl und 240 mg/dl niedrigere Triglyceri-

de als der Durchschnitt der doppelt-heterozygoten. 

Die beiden Mutations-Allelträger der Kontrollgruppe hatten niedrigere Triglyzeride 

als die -93T-Allelträger und bestätigten damit die Theorie, dass die alleinige Folge 

von -93G durchschnittlich niedrigere Triglyceride bedeutet, zudem wurde von Hall et 

al beschrieben, dass die Auswirkungen des SNPs auf den Triglyzerid-Stoffwechsel 

bei Patienten mit insgesamt eher niedrigeren Triglyzeriden schwierig zu beobachten 

sind (Hall et al., 2000). Betrachtet man alle 8 Mutations-Allelträger gemeinsam und 

vergleicht sie mit allen Wildtyp-Allelträgern beider Gruppen, so sind die Triglyzeride 

mit 203,13±109,67 vs. 156,07±88,26 mg/dl zwar insgesamt erhöht (n.s.), einzeln 

betrachtet haben allerdings die 4 doppelt-heterozygoten Mutations-Allelträger im 

Durchschnitt mit 265±111,43mg/dl höhere Triglyceride als die lediglich für -93G he-

terozygoten Mut-Allelträger mit 141,25±73,75mg/dl, wobei diese Zahlen natürlich 

durch die Zuordnung der Patienten zu Fall- und Kontrollgruppe mit beeinflusst wer-

den. 

Der durchschnittliche BMI der Mut-Allelträger der Fallgruppe war niedriger als der 

der Wt-Allelträger (22,13±1,98 vs. 22,83±1,63 kg/m2, n.s.), auch hier ergab sich kei-

ne statistische Signifikanz, die 4 doppelt-heterozygoten Mut-Allelträger hatten einen 

durchschnittlichen BMI von 22,08±2,56 kg/m2. 

In der Kontrollgruppe hatten beide Mutations-Allelträger einen erhöhten BMI gegen-

über dem Durchschnitt der homozygoten Wildtyp-Allelträger (24,56±0,09 vs. 

22,94±1,52 kg/m2), eine Signifikanz-Berechnung war aufgrund der geringen Daten-

zahl nicht sinnvoll. Bei Betrachtung des Gesamtkollektivs war der BMI der Wildtyp-

Allelträger mit 22,88±1,57 kg/m2 etwas höher als der der Mutations-Allelträger mit 

22,74±2,01 kg/m2 (n.s.). 

Insgesamt konnten wir aufgrund unserer Daten die These, dass das Allel -93G mit 

einem höheren BMI assoziiert ist als das Allel -93T (Radha et al., 2007) nicht unter-

stützen. Es gibt nach unseren Kenntnissen in der Literatur allerdings noch keine 

vergleichbare Studie, in der normalgewichtige Patienten auf Auswirkungen des SNP 

auf ihren BMI untersucht wurden, so dass direkte Vergleiche nicht möglich sind. 

Die Aussage, dass doppelt-heterozygote Patienten ein erhöhtes KHK-Risiko hätten 

(Wittrup et al., 1999), ließ sich in unserer Studie ebenfalls nicht bestätigen, unsere 4 

doppelt-heterozygoten Mutations-Allelträger hatten mit 25% gegenüber 67,97% so-

gar deutlich seltener eine KHK. Es ist nicht auszuschließen, dass dies lediglich 

durch unsere geringen Fallzahlen bedingt ist, besonders bei den -93G-Allelträgern 

könnten einige wenige zusätzliche Patienten das Ergebnis massiv verändern, zu-
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sätzlich wurden einige Confounder wie z.B. Diabetes mellitus, Hypertonie oder Alter 

in diesen Berechnungen nicht berücksichtigt. 

 

Nach Auswertung unserer Daten können wir keinen funktionell relevanten Einfluss 

des SNP -93T/G auf die Expression der Lipoproteinlipase nachweisen, weder in 

positive noch in negative Richtung. Hierfür gibt es mehrere denkbare Ursachen: Die 

Daten bzgl. des ApoE-Status sowie des LPL-Status an Position 9 lag uns lediglich 

bei den Mutations-Allelträger vor und wich teilweise stark von den zu erwartenden 

Werten ab, über die Wildtyp-Allelträger lagen uns keine Daten vor, so dass wir die-

sen Einfluss nicht sicher beurteilen können. Zudem hatte unser gesamtes Kollektiv 

einen eher niedrigen BMI (< 25 kg/m2), bei solchen Patienten ist der Einfluss der 

Mutationen auf den Triglyzerid-Stoffwechsel anscheinend geringer als bei Patienten 

mit höherem BMI (Hall et al., 1997). Des weiteren war unser Kollektiv relativ klein, 

so dass statistisch signifikante Werte bei der niedriger als erwarteten Allelfrequenz, 

die teilweise keine schließende Statistik zuließ, schwer zu erreichen sind. Weiterhin 

ist zu bedenken, dass ein Großteil unseres Kollektivs unter lipidsenkender Medikati-

on steht, so dass man die hier gefunden Werte nicht ohne weiteres mit denen in der 

Literatur veröffentlichten Werten vergleichen darf, in denen sehr häufig gesunde 

Probanden untersucht wurden. Man sollte daher in einer weiteren Studie gezielt 

sowohl nach der Mutation -93T/G als auch nach der an Position 9 und dem ApoE 

Polymorphismus bei einer größeren Patientenzahl in Kollektiv der Marburger KHK-

Präventions-Allianz forschen, um statistisch signifikante Ergebnisse für dieses Kol-

lektiv zu erhalten.  

 

 

5.3.4 Funktionen der Lipoproteinlipase, Wirkung in verschie-

denen Geweben und Beeinflussung durch gefundene 

SNPs 

Die Lipoproteinlipase hat zahlreiche verschiedene Funktionen, sowohl katalytische 

als auch nicht-katalytische. Ihre Hauptfunktion ist die Hydrolyse von Triglyzeriden 

aus VLDL und Chylomikronen nach deren Apolipoprotein E-vermittelten Bindung an 

den VLDL-Rezeptor (Goldberg, 1996; Tacken et al., 2001) mit anschließender Auf-

nahme der freien Fettsäuren und Übertragung frei werdender Lipide auf andere Li-

poproteinklassen. Dadurch wird der Triglyzerid-Spiegel im Blut gesenkt sowie der 

HDL-Cholesterin-Spiegel erhöht, so dass die LPL insgesamt eher atheroprotektive 

Wirkung hat. Eine erniedrigte LPL-Aktivität ist nachgewiesenermaßen assoziiert mit 
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einem verstärkten Auftreten von Angina Pectoris bei Patienten mit vorbekannter 

KHK (Kastelein et al., 2000), eine erhöhte LPL-Aktivität, z.B. durch die Mutation 

S447X im Exon 9, führt zu einer erniedrigten Odds ratio für die Entwicklung einer 

KHK (Sagoo et al., 2008). 

In atherosklerotischen Plaques wird die Lipoproteinlipase in Makrophagen und glat-

ten Muskelzellen synthetisiert (Yla-Herttuala et al., 1991), die Hydrolyse von Trigly-

zerid-reichen Lipoproteinen führt hier zu einer lokal sehr hohen Konzentration von 

RLPs. Diese können die Permeabilität der Endothelwände verändern und so das 

Eindringen von LDL-Partikeln und TRL erleichtern (Eiselein et al., 2007), die dort 

ihrer atherogene Wirkung entfalten, u.a. begünstigt durch Retention in der suben-

dothelialen Matrix durch die LPL (Saxena et al., 1992). In atherosklerotischen Pla-

ques führt eine gesteigerte LPL-Aktivität somit vermutlich eher zur Verstärkung der 

atherogenen Wirkung. 

Die Expression der Lipoproteinlipase in den Makrophagen der atherosklerotischen 

Plaques wird durch zahlreiche Zytokine und Lipopolysaccharide reguliert, es exis-

tiert vermutlich ein zellspezifischer Regulationsmechanismus (Mead et al., 1999). Zu 

einem ähnlichen Schluss führen auch die unterschiedlichen in-vitro Ergebnisse be-

züglich der Auswirkung des SNP -93T/G auf die Promotoraktivität (Yang et al., 

1996; Hall et al., 1997; Talmud et al., 1998). Nach unserem Wissen gibt es bislang 

keine Studien, die sich gezielt mit der Bedeutung von SNPs in regulatorischen Ele-

menten der LPL vor dem Hintergrund dieser zellspezifischen Regulierung beschäfti-

gen, die für die Bedeutung der LPL in der Entwicklung der Atherosklerose eine ent-

scheidende Rolle spielt. Es erscheint uns daher sinnvoll, weitere Untersuchungen 

zur Auswirkungen der einzeln SNPs auf die Aktivität des Promotors in verschiede-

nen Zellen sowohl in-vitro als auch in-vivo durch Messung der LPL-Aktivität durch-

zuführen, sowie Studien zur Progression der KHK bei Patienten mit und ohne den 

gefunden SNPs zu beginnen. 

 

 

5.4 Schlussfolgerung 

Goudriaan et al zeigten 2001, dass ein Fehlen des VLDL-Rezeptors bei Mäusen 

dazu führte, dass diese trotz deutlich erhöhter Triglyzeride unter hochkalorischer 

Ernährung keine Adipositas entwickelten (Goudriaan et al., 2001). Der VLDL-

Rezeptor ist zusammen mit der Lipoproteinlipase, dem Apolipoprotein E und dem 

Apolipoprotein C-II beteiligt an der Hydrolyse von Triglyzeriden und Aufnahme der 

freien Fettsäuren in die Zellen (Tacken et al., 2001; Takahashi et al., 2004). Ein 
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Fehlen des VLDL-Rezeptors führt zu verminderter Triglyzerid-Hydrolyse, dadurch 

gesteigerten Triglyzerid-Spiegeln sowie verminderte Entstehung von freien Fettsäu-

ren, die als Speicherfett Grundlage der Adipositas bilden. Ziel dieser Arbeit war es, 

genregulatorische Elemente von 2 weiteren an diesem Prozess beteiligten Protei-

nen auf Mutationen zu untersuchen, die durch Veränderung der Expression einen 

ähnlichen oder genau komplementären Effekt hervorrufen wie das beschriebene 

Fehlen des VLDL-Rezeptors. 

In den genregulatorischen Sequenzen HCR1, HCR2, ME1 und ME2 des Apolipopro-

tein E konnten wir keinerlei SNPs nachweisen, ein deutliches Zeichen für die Kon-

servierung dieser Elemente und deren Bedeutung für die Expression des Apoli-

poprotein E, das für den Lipidstoffwechsel von sehr großer Bedeutung ist. 

Im Promotor der Lipoproteinlipase konnten wir 2 SNPs nachweisen, -95G/T und -

93T/G. -95T führte zu leicht erniedrigten Triglyzeriden und einem leicht erhöhten 

HDL-Cholesterin gegenüber -95G, so dass eine Verstärkung der Promotor-Aktivität 

durch das Allel -95T möglich scheint. Der BMI der Mutations-Allelträger unterschied 

sich nur minimal von dem der Wildtyp-Allelträger und war somit durch die Mutation 

nicht beeinflusst. 

Das Allel -93G führte gegenüber dem Wildtyp-Allel -93T bei unserem Kollektiv zu 

erhöhten Triglyzeriden. Da eine starke Genkopplung mit dem Aminosäureaustausch 

D9N in kaukasischen Bevölkerungen beschrieben ist, der zu erhöhten Triglyzeriden 

führt, ist diese Beobachtung vermutlich darauf zurückzuführen, dass die meisten 

unserer Patienten neben -93G auch Träger von 9N waren. In der Literatur wird 

meist eine erhöhte Promotor-Aktivität durch -93G beschrieben, die insgesamt zu 

erniedrigten Triglyzeriden bei Patienten führt, bei denen keine Kopplung mit 9N vor-

liegt (Ehrenborg et al., 1997; Hall et al., 1997; Sagoo et al., 2008). Der BMI unseres 

Kollektives wurde von der Mutation kaum beeinflusst, in anderen Studien führt -93G 

dagegen zu einem erhöhten Adipositas Risiko, allerdings geht aus der Studie nicht 

hervor, ob die untersuchten Patienten an Aminosäureposition 9 ein Asparagin oder 

ein Aspartat hatten (Radha et al., 2007). 

Beide gefundenen SNPs scheinen also die Promotoraktivität der Lipoproteinlipase 

eher zu erhöhen als zu erniedrigen, durch verstärkte Hydrolyse der Triglyzeride 

sinkt der Triglyzerid-Spiegel im Blut.  

 

Zusammengefasst konnten wir keine Mutationen nachweisen, die die Expression 

der Lipoproteinlipase oder des Apolipoprotein E erniedrigen und damit als Erklärung 

dienen könnten, warum in der Fallgruppe unserer Untersuchung Patienten mit ho-

hen Triglyzeriden im Blut einen normalen BMI vorweisen. 
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6 Zusammenfassung 

Durch Atherosklerose bedingte Kardiovaskuläre Erkrankungen sind die Haupttodes-

ursache in der westlichen Welt. Neben der familiären Disposition, dem Geschlecht 

und dem Lebensalter gibt es zahlreiche beeinflussbare Risikofaktoren für diese Er-

krankungen. Zusätzlich zum Nikotin-Konsum, der arteriellen Hypertonie und dem 

Diabetes mellitus Typ II spielen dabei vor allem die Lipidparameter wie der Choles-

terin- und der Triglyzerid-Spiegel eine entscheidende Rolle.  

Ziel dieser Arbeit war es, genregulatorische Elemente der Lipoproteinlipase und des 

Apolipoprotein E, die beide eine entscheidende Rolle bei der Hydrolyse von Trigly-

zeriden spielen, auf Mutationen zu untersuchen, die die Expression dieser Proteine 

verändern und somit Einfluss auf den Triglyzerid-Spiegel ausüben.  

Apolipoprotein E vermittelt die Bindung von Triglyzerid-reichen Lipoproteinen an den 

VLDL-Rezeptor, die Lipoproteinlipase senkt durch Hydrolyse von Triglyzeriden den 

Triglyzerid-Spiegel im Blut und erhöht gleichzeitig durch Unterstützung der Übertra-

gung von diversen Lipiden den HDL-Cholesterin-Spiegel. Beide Effekte sind verant-

wortlich für die insgesamt eher atheroprotektive Wirkung der Lipoproteinlipase im 

Gefäßbett. 

In atherosklerotischen Plaques dagegen entwickelt die LPL atherogene Wirkung, 

durch Erhöhung der RLP-Konzentration werden die Endothel-Eigenschaften verän-

dert und LDL- und VLDL-Partikel werden in der subendothelialen Matrix der Plaques 

zurückgehalten, wo sie entscheidend zur Entwicklung der Atherosklerose beitragen. 

Die Expression der LPL wird durch ihren Promotor gesteuert, die Expression des 

Apolipoprotein E in der Leber wird durch die Hepatic Control Regions (HCR) 1 und 2 

kontrolliert, in reifen Makrophagen und Adipozyten durch die Multienhancer (ME) 1 

und 2. 

 

Wir untersuchten diese Sequenzen in der DNA von 264 Patienten mit einem BMI 

< 25 kg/m2 des Kollektivs der Marburger KHK-Präventions-Allianz, 134 Patienten 

hatten erhöhte Triglyzeride (> 150 mg/dl), 130 hatten normale Triglyzeride (< 150 

mg/dl). Die Sequenzen wurden zunächst durch eine PCR amplifiziert und anschlie-

ßend in der DGGE auf Mutationen gescreent, auffällige Proben sowie unauffällige 

Proben als Kontrolle wurden sequenziert. Aus den Daten der Marburger KHK-

Präventions-Allianz entnahmen wir die Lipidprofile, den BMI sowie den Koronarsta-

tus und einige weitere Risikofaktoren der Patienten und werteten sie statistisch auf 

Unterschiede zwischen Mutations- und Wildtyp-Allelträgern aus. 
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In den regulatorischen Elementen des Apolipoprotein E konnten wir keine Mutatio-

nen nachweisen, diese Sequenzen scheinen stark konserviert zu sein, auch in der 

Literatur werden keine funktionell relevanten SNPs beschrieben. 

Im Promotor der LPL fanden wir 2 bereits in der Literatur vorbeschriebene SNPs,  

-93T/G und -95G/T. 

-95G/T hatte in der Literatur bei In-vitro-Untersuchungen keine Auswirkungen auf 

die Aktivität des LPL-Promotors, über die Auswirkungen in-vivo gibt es keine Berich-

te. Bei unseren insgesamt 6 Patienten, die diesen SNP vorwiesen, war das Allel  

-95T assoziiert mit erniedrigten Triglyzeriden und einem leicht erhöhten HDL-

Cholesterin (n.s.), beides Hinweise auf eine erhöhte Promotor-Aktivität, kein Unter-

schied konnte beobachtete werden bezüglich der KHK-Prävalenz. 

Über -93T/G gibt es in der Literatur widersprüchliche Aussagen, sowohl eine erhöh-

te als auch eine erniedrigte Promotor-Aktivität sind beschrieben. In unserem Kollek-

tiv konnten wir diesen SNP 8 mal nachweisen, 6x bei Patienten mit Triglyzeriden 

> 150 mg/dl, 2 mal bei Patienten mit Triglyzeriden < 150 mg/dl. Tendenziell haben 

unsere Patienten mit -93G-Allel erhöhte Triglyzeride, so wie es auch in einigen Stu-

dien beschrieben wurde, das erhöhte KHK-Risiko sowie das erniedrigte HDL-

Cholesterin konnten wir bei unseren Patienten nicht nachweisen, genauso wenig 

wie eine Prädisposition für einen höheren BMI. 

 

Obwohl in den letzten Jahren intensiv über die Bedeutung des Apolipoprotein E und 

der Lipoproteinlipase für den Triglyzerid-Stoffwechsel und das KHK-Risiko geforscht 

wurde, bleiben immer noch viele Fragen offen, die es in weiteren Studien und Funk-

tionsuntersuchungen zu klären gilt. 
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7 Abstract 

Cardiovascular diseases caused by atherosclerosis are the major causes of death in 

the western world. Beside a positive family history, gender and age there are many 

other risk factors, that can be influenced by mankind. Next to smoking, high blood 

pressure and Diabetes mellitus these are especially serum cholesterol- and Trigly-

zerid-level. 

Lipoprotein lipase and apolipoprotein E are important factors for the hydrolysis of 

Triglyzerides and in that way they have a big influence on Triglyzerid-level. Aim of 

this study was to screen certain gene-regulatory sequences of these proteins for 

mutations that have influence on their expression. 

Apolipoprotein E mediates the binding of Triglyzerid-rich-lipoproteins to the VLDL-

receptor. Lipoprotein lipase lowers Triglyzerid-levels in serum through hydrolysis 

and raises HDL-level by supporting the exchange of other lipids between lipopro-

teins. These two effects are responsible for the atheroprotective impact of this en-

zyme. 

In atherosclerotic plaques lipoprotein lipase has atherogenic impact by the increase 

of the amount of remnant lipoproteins which change the endothelial characteristics. 

LDL and VLDL are kept to the subendothelial matrix and support the progress of 

atherosclerosis. 

The expression of lipoprotein lipase is controlled by its promoter, the expression of 

apolipoprotein E in the liver requires 2 hepatic control regions (HCR1 and HCR2), 

expression in mature macrophages and adipocytes requires multinenhancer (ME1 

and ME2). 

We studied these sequences in the DNA of 264 patients with an BMI < 25 kg/m2 

from the Marburger KHK-Präventions-Allianz. 134 of them had elevated Triglyzeri-

des (> 150 mg/dl), 130 had normal Triglyzerid-levels (< 150 mg/dl). The sequences 

were first amplified using PCR and then screened for mutations by DGGE, suspici-

ous probes were sequenced. 

From the data of the Marburger KHK-Präventions-Allianz we took the lipid levels, 

BMI and the result of the coronary angiography as well as some other risk factors 

and made a statistical analysis between wildtyp- and mutation-patients. 

Within the regulatory elements of apolipoprotein E we could not find any mutation, 

the sequences seem to be strongly conserved, even in literature there are no impor-

tant mutations described. 

Within the promoter of the lipoprotein lipase we found 2 already described SNPs,  

-93T/G and -95G/T. 
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Described studies of -95G/T showed no influence of this SNP on promoter-activity in 

vitro, and statements on in-vivo-experiments could not be found. In our study we 

found six carriers of this mutations, the -95T-Allel was associated with lower Trigly-

zerid-level and moderate elevated HDL-level. Both effects can be seen as hints that  

-95T eventually increases the promoter-activity. We could not find any differences 

relating to risk of developing coronary heart disease. 

Different effects of -93T/G are described in literature, an increased activity as well as 

a lowered activity. Within our study we had 8 patients with this mutation, two of them 

had Triglyzerides > 150 mg/dl, two < 150 mg/dl. There was a trend of slightly eleva-

ted Triglyzerides as described in other studies, the elevated risk of coronary heart 

disease and lower HDL-levels as well as an higher BMI could not be confirmed with 

our data. 

Also there has been lots of research concerning apolipoprotein E and lipoprotein 

lipase and their influence on Triglyzerid-level and CHD, there still remain lots of o-

pen questions that need to be cleared by further studies. 
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9 Anhang 

9.1 Abkürzungsverzeichnis 

ACAT    Acyl-Cholesterin-Acyltransferase 

ACB    Aorto-coronarer-Bypass 

Apo    Apolipoprotein 

APS    Ammoniumperoxidsulfat 

ARIC    Atherosclerosis Risk in Communities 

Asn    Asparagin 

Asp    Aspartat 

bp    Basenpaare 

CARDIA   Coronary Artery Risk Developement in Young Adults 

C/EBP    CAAT-element-binding protein 

CD    Cluster of Differentiation 

Ce    Cholesterinester 

CETP    Cholesterylester-Transferprotein 

Ch    Cholesterin 

CM    Chylomikrone 

D    Aspartat 

DGGE    Denaturierende Gradienten Gel Elektrophorese 

DMSO    Dimethylsulfoxid 

EDTA    Ethylendiamintetraacetat 

FCHL    familiäre kombinierte Hyperlipidämie 

FS    Fettsäuren 

FFS    Freie Fettsäuren 

GENOA   Genetic Epidemiology Network of Arteriopathy 

GR    Glukokortikoid-Rezeptor 

HCR    Hepatic Control Region 

HDL    High Density Lipoprotein 

HL    Hepatische Lipase 

HLP    Hyperlipoproteinämie 

HWI    Hinterwandinfarkt 

IDL    Intermediate Density Lipoprotein 

IFN    Interferon 

IL    Interleukin 

KHK    Koronare Herzkrankheit 
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LCAT    Lecithin Cholesterin Acytransferase 

LDL    Low Density Lipoprotein 

LDLR    LDL-Rezeptor 

LPL    Lipoproteinlipase 

LRP    LDL-Rezeptor related protein 

LXR    Liver X Receptor 

MCP    Monocyte chemoattractant protein 

ME    Multienhancer 

MTP    Mikrosomales Triglyzerid-Transferprotein 

Mut.    Mutante 

N    Asparagin 

n.s.    nicht signifikant 

NTP    Nukleosid-Triphosphat 

pAVK    periphere arterielle Verschlusskrankheit 

PL    Phospholipide 

PLTP    Phospholipid Transferprotein 

PPAR    Peroxisom-Prolifertor-aktivierter Rezeptor 

PPRE    Peroxisome-Prolifertor-Responsive-Element 

PROCAM-Studie  Prospective Cardiovascular Münster-Studie 

RLP    Remnant Lipoproteins 

Rpm    Rounds per minute 

SDS    Sodiumdodecylsulfat 

SNP    Single Nucleotide Polymorphism 

SRE    sterol-regulatory-element 

TAE-Puffer   Tris-Acetat-EDTA-Puffer 

TBP    TATA-Bindeprotein 

Temed    Tetramethylethylendiamin 

TG    Triglyzeride 

TNF    Tumor-Nekrose-Faktor 

TRL    Triglyzerid-reiche Lipoproteine 

VCAM    vascular cell adhesion molecule 

VLDL    Very Low Density Lipoprotein 

VLDLR   VLDL-Rezeptor 

VWI    Vorderwandinfarkt 

Wt    Wildtyp 
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