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1.Einleitung 

1.1 Hypophysen-Adenylat-Cyclase-aktivierendes Polypeptid 

(engl. ĂPituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptideò 

[PACAP]) und seine Rezeptoren  

 

1.1.1 Entdeckung und erste Beschreibung von PACAP und VIP 

 
PACAP wurde erstmals 1989 von Miyata et al. (Miyata, et al., 1989) 

beschrieben als ein 38 Aminosäuren (AS) großes Polypeptid, das aus dem 

Hypothalamus eines Schafes isoliert werden konnte. Das Neuropeptid 

PACAP stimuliert die Adenylatcyclase (AC) und führt dadurch über eine 

Erhöhung des zyklischen Adenosin-3ó-Monophosphat (engl. cyclic adenosine 

3ô-monophosphate; cAMP) zu einer erheblichen Steigerung der Freisetzung 

der hypophysialen Hormone. Daher auch die Namensgebung Pituitary 

Adenylate Cyclase-Activating polypeptide (Rawlings, 1994). Aufgrund der 

sehr ähnlichen Struktur wurde PACAP zur Familie der Sekretin/Glukagon/VIP 

-Peptide zugeordnet (Rawlings, 1994). Das Vasoaktive intestinale Polypeptid 

(engl. vasoactive intestinal polypeptide; VIP) konnte erstmals 1990 aus 

Rinderdarm isoliert werden (Said & Mutt, 1970). 

VIP besteht aus 28 AS und wirkt vor allem an den Gefäßen im Körper 

vasodilatierend, weshalb auch die Namensgebung erfolgte (Said & Mutt, 

1970). Hohe VIP Konzentrationen existieren im zentralen Nervensystem 

sowie sympathischen Ganglien (Said & Rosenberg, 1976). VIP ist ein 

wichtiger Modulator des Zellwachstums, der Zelldifferenzierung und des 

Überlebens von Neuronen während der Entstehung im sympathischen 

Nervensystem (Klimaschewski, 1997). Des Weiteren ist VIP am Glukose-

Stoffwechsel im zerebralen Cortex sowie den Astrozyten beteiligt (Sorg & 

Magistretti, 1992). VIP führt ï ebenso wie PACAP - in der Hypophyse zu 

einer Freisetzung von hypophysären Hormonen, insbesondere von Prolactin 

( Lam & Srivastava , 1990). Darüber hinaus fungiert VIP als Modulator für 

Immunreaktionen und hat einen Einfluss auf Entzündungszellen wie 

Makrophagen und Monozyten (Delgado , et al., 1999a). 
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Die N-terminale Sequenz von PACAP zeigte eine 68% Übereinstimmung mit 

der des VIP. Die übereinstimmende AS-Sequenz: Arg-Lys-Gln-Met-Ala-Val-

Lys-Lys-Tyr-Leu deutet auf einen engen Bezug zwischen PACAP38 und VIP 

hin (Abbildung 1). Bezüglich der intrinsischen Aktivität der AC jedoch gab es 

Unterschiede zwischen VIP und PACAP. Die intrinsiche Aktivität der AC war 

bei dem neu entdeckten Polypeptid ca.1000fach höher, ähnlich hoch, wie 

beim Corticotropin Releasing factor (CRF). Die Vasodepressor-Aktivität von 

VIP und PACAP38 verhält sich ähnlich (Miyata, et al., 1990).  

 

Abbildung 1: Aminosäuresequenzen der verschiedenen Polypeptide der PACAP/VIP-Sekretin-

GHRH Superfamilie beim Menschen. Mit ĂïĂ markiert sind AS, welche identisch sind mit denen 
des PACAP38 (aus: (Vaudry, et al., 2009); modifiziert). 

 

1.1.2 PACAP und seine Funktionen 

 

Die höchste PACAP Konzentration findet sich im Hypothalamus, jedoch sind 

auch niedrigere PACAP Konzentrationen im gesamten Zentralnervensystem 

nachzuweisen (Harmar, et al., 1998). Zudem ist PACAP auch im peripheren 

Nervensystem und in fast jeder anderen Gewebeart lokalisiert und verfügt 

über unzählige Effekte im Körper, so kontrolliert es z.B. die Ausschüttung von 

Neurotransmittern, ist an Vasodilatation, Bronchodilatation sowie der 

Darmmotilität beteiligt. Des Weiteren führt es zu einer erhöhten  Freisetzung 

von Insulin/Histamin, ist ein wichtiger Immunmodulator und unter anderem an 

der Zellproliferation beteiligt (Vaudry, et al., 2009). Aktuelle Studien vermuten 

zudem, dass PACAP über eine Modulation der Funktion nozizeptiver 

Neurone des Trigeminocervicalen Systems eine essenzielle Rolle in der 

Pathophysiologie der Migräne spielt ( Edvinsson, et al., 2018). Somit handelt 

es sich bei PACAP um eines der in den vergangenen Jahren am häufigsten 
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untersuchten Neuropeptide überhaupt (Vaudry, et al., 2009). Im Jahre 1990 

konnte durch Reinigung von PACAP38 eine kürzere Form des PACAP mit 

den N-terminalen 1-27 gleichen AS isoliert werden. Es wurde als PACAP27 

bezeichnet; die intrinsische Aktivität der AC ist bei PACAP27 gleich hoch wie 

die bei PACAP38 (Miyata, et al., 1990). 

1.1.2.1 Genetik  

 

Das humane PACAP-Gen wurde 1992 erstmals von Hosoya et. al. 

beschrieben (Hosoya, et al., 1992). Das aus 5 Exons und 4 Introns 

bestehende Gen befindet sich auf Chromosom 18 in der p11-Region 

(Hosoya, et al., 1992). Die 18p11-Region ist häufig mit vererbbaren 

Erkrankungen assoziiert, v.a. mit Holoprosencephalie und psychiatrischen 

Erkrankungen, weshalb vermutet wird, dass PACAP aufgrund der 

Genlokalisation in diesem Bereich eine wichtige Rolle in der Entwicklung des 

Gehirns spielt (Hosoya, et al., 1992; Vaudry, et al., 2009). Die anderen Gene 

der Peptide der Sekretin/Glukagon/VIP -Familie sind nicht auf Chromosom 

18 lokalisiert, das Gen des sehr ähnlichen VIP liegt auf Chromosom 6 in der 

Region q26-q27 (Hosoya, et al., 1992). Die PACAP precursor cDNA kodiert 

für ein prepro-PACAP, welches 176 AS lang ist und zudem ein 24 AS-langes 

Signalpeptid enthält (Hosoya, et al., 1992). In allen untersuchten Lebewesen 

war PACAP38 in der C-terminalen Domäne des Vorläufer-Proteins lokalisiert. 

Zudem konnte ein weiteres 29 AS-langes Peptid beschrieben werden, 

welches im Vergleich zu PACAP38 weiter in Richtung des N-Terminus 

lokalisiert war (Ohkubo , et al., 1992). Dieses 29 AS-lange Peptid hat eine 

ähnliche Struktur wie PACAP27 und wurde als PACAP-related-Peptid (PRP) 

bezeichnet (Vaudry, et al., 2009). Exon 4 kodiert die Sequenz für das PRP, 

während PACAP38 durch das Exon 5 kodiert wird (Abbildung 2). Aus den 

Vorläuferpeptiden von PACAP38 [Pro-PACAP (131-168)] und PACAP27 

[Pro-PACAP (131-151)] wurden durch posttranslationale Prozessierung die 

Polpeptide PACAP38 bzw. PACAP27 generiert (Vaudry, et al., 2009). 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der posttranslationalen Prozessierung des prepro-

PACAP  in der Ratte. SP= Signalpeptid, PAM = peptidyl-glycine-amidating monooxygenase; PC1 
= prohormone convertase 1, 2, or 4; (aus: (Vaudry, et al., 2009); modifiziert). 

 

1.1.2.2 Gen-Expression 
  

Die PACAP Promotor-Region beim Menschen beinhaltet zwei cAMP-

sensitive-Elemente (engl. cAMP-response-like Elements; CRE) und ein 12-

O-tetradecanoylphorbol-13-acetate-sensitives Element (Dollé, et al., 1990; 

Bodner , et al., 1988)(Abbildung 3). Weitere Untersuchungen der Promotor 

Region zeigten, dass PACAP konstitutiv exprimiert wird und dass die 

Transkription des PACAP Gens durch die Anwesenheit von cAMP, 

Dexamethason, Progesteron und auch durch PACAP selbst verstärkt werden 

kann (Suzuki , et al., 1994; Ha , et al., 2000; Hashimoto , et al., 2000; Chi-

Wei , et al., 2007; Yang , et al., 2007). Die 5´flankierende Region enthält des 

Weiteren zwei neuronale einschränkende Silencer-ähnliche Elemente, 

welche gegebenenfalls insbesondere in der Neuronen spezifischen PACAP 

Expression involviert sein könnten (Sugawara , et al., 2004; Lee & Suk, 

2004). 
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Abbildung 3: Darstellung des PACAP-Gens (ADCYAP1) und der PACAP mRNA inklusive der 

fünf Exons (grüne Balken) und der Promotorregion. Die Anteile von Exon 4 bzw. 5, die für das 

PRP bzw. PACAP codieren, sind rot schraffiert dargestellt. In gelb sind die Bindestellen für die 

verschiedenen Transkriptionsfaktoren wie GHF-1 (Ăgrowth hormon factor-1ñ), TRE (Ă12-O-

tetradecanoylphorbol 13-acetate response elementñ), CRE (ĂcAMP response elementñ) 

dargestellt (aus: (Vaudry, et al., 2009); modifiziert). 

 

1.1.2.3 Struktur 

 

Bei Untersuchungen des Seefroschs oder Grünfroschs Rana ridibunda der 

Familie Ranidae wurde erstmals die Primärstruktur von PACAP definiert 

(Chartrel , et al., 1991). Aufgrund der ähnlichen Primärstruktur (Abbildung 1) 

gehört PACAP zu der VIP-Glukagon-GRF-Sekretin Superfamilie (Miyata, et 

al., 1990). Konfirmationsanalysen mittels Kernspinresonanzspektroskopie 

(NMR Spektroskopie) von PACAP haben ergeben, dass die 

Sekundärstruktur von PACAP27 vor allem aus verschieden langen helikalen 

Konfirmationen aufgebaut ist. An die 8 AS lange N-terminale Sequenz 

schließen sich 4 Domänen an. Die erste Domäne besteht aus einer ɓ-

Schleife (AS 9 bis 12),  die drei weiteren Domänen (AS 12-14; AS 15-20; AS 

22-24) bilden helikale Strukturen aus (Inooka , et al., 1992). Die Struktur von 

PACAP38 ähnelt der Struktur von PACAP27 weist jedoch am C-Terminus 

(AS 28-38) eine weitere kurze Helix auf,  welche in Richtung des N-Terminus 

gebeugt ist  (Wray , et al., 1993). Der biologisch aktive Abschnitt der beiden 

Peptidhormone PACAP38 und PACAP27, mit dem sie an die Rezeptoren 

binden, scheint das N-terminale Ende der Moleküle zu sein (Gonzalez, et al., 

1998). Die AS 6-38 von PACAP38 sind hierbei die potentesten Agonisten an 
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den Rezeptoren (Robberecht, et al., 1992). Das C-terminale Ende von 

PACAP38 und PACAP27 scheint jedoch in der Erkennung der 

Rezeptorbindungsstelle von PAC1/VPAC nur eine unterstützende Rolle zu 

spielen (Vandermeers, et al., 1992). 

1.1.3 PACAP-Rezeptoren  

 

Der erste Rezeptor für VIP und PACAP konnte 1992 erstmals aus 

Lungengewebe von Ratten isoliert werden (Ishihara , et al., 1992). Im Verlauf 

konnten grundsätzlich zwei verschiedene Rezeptor-Systeme für PACAP 

definiert werden, wobei diese sich vor allem in ihrer Affinität für VIP und 

PACAP unterscheiden (Shivers , et al., 1991). Die Rezeptoren sind Teil der 

Sekretin-Rezeptor Familie und sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die 

durch 7 Transmembrandomänen an der Oberfläche der Zielzellen verankert 

sind (Spengler, et al., 1993; Svoboda, et al., 1993; Hosoya, et al., 1993). Die 

Rezeptoren werden vermutlich von den meisten Gewebetypen im Körper 

exprimiert, kommen jedoch in unterschiedlicher Menge vor (Tatsuno , et al., 

1990; Nguyen , et al., 1993). 

1.1.3.1 Typ-I (PAC1) 

 

Der erste PACAP selektive Rezeptor konnte 1993 erstmals in einer 

Azinuszell-Karzinomreihe aus dem Pankreas von Ratten isoliert und 

exprimiert werden (Pisegna & Wank , 1993). Dieser Rezeptor der PACAP-

Typ-I-Rezeptor oder PVR1 (Rawlings , et al., 1995) wird in der Nomenklatur 

von Hamar et al. als PAC1-Rezeptor definiert (Harmar, et al., 1998). Der 

PAC1-Rezeptor bindet nahezu selektiv mit einer sehr hohen Affinität  

PACAP-27 und PACAP-38, jedoch nur sehr schwach VIP, was ihn von den 

PACAP-Typ-II-Rezeptoren unterscheidet (Cauvin , et al., 1990). Typ I- 

Rezeptoren können weiterhin in Typ IA- und Typ IB-Rezeptoren 

unterschieden werden. Typ IA-Rezeptoren sind dadurch charakterisiert, dass 

sie PACAP-27 und PACAP-38 mit einer ähnlich hohen Affinität binden, 

während Typ IB-Rezeptoren eine 100-1000-Fach höhere Affinität für PACAP-

38 haben (Cauvin, et al., 1991; Shivers , et al., 1991; Tatsuno , et al., 1990). 

Der PAC1 Rezeptor bzw. dessen mRNA wird hauptsächlich im ZNS und hier 
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vor allem im Bulbus olfactorius, Thalamus, Hypothalamus, Gyrus dentatus 

des Hippocampus und den Granulozyten des Kleinhirns exprimiert (Spengler, 

et al., 1993; Hashimoto , et al., 1996). Aber auch in peripheren Organen wird 

der PAC1-Rezeptor exprimiert, z.B. im Nebennierenmark (Moller & Sundler , 

1996). 

1.1.3.2 Typ-II 

 

Die Rezeptoren der Typ-II-Gruppe wurden zunächst nur als Rezeptoren für 

VIP beschrieben und als VIP1 Rezeptoren bezeichnet (Lutz , et al., 1993). Im 

Verlauf konnte eine ebenso hohe Affinität für PACAP und weitere Peptide 

nachgewiesen werden und man bezeichnete ihn als VPAC1-Rezeptor 

(Harmar, et al., 1998). Der VPAC1-Rezeptor bzw. seine mRNA wird im ZNS 

und hier vor allem im Zerebralen Kortex und im Hippocampus exprimiert, 

(Ishihara , et al., 1992; Usdin , et al., 1994), aber auch in peripheren 

Organen, wie bsw. Leber und Lunge (Sreedharan , et al., 1995; Usdin , et al., 

1994; Ishihara , et al., 1992) und T-Lymphozyten, konnte er nachgewiesen 

werden (Delgado , et al., 1996a). 1993 konnte dann ein zweiter Rezeptor mit 

vergleichbaren Affinitäten für VIP und PACAP aus dem Bulbus olfactorius 

von Ratten isoliert werden (Lutz , et al., 1993; Usdin , et al., 1994) und als 

VPAC2-Rezeptor definiert werden (Harmar, et al., 1998). Eine starke 

Expression zeigt der VPAC2-Rezeptor im ZNS vor allem im Thalamus, 

Nucleus suprachiasmaticus, Hippocampus, Hirnstamm, Rückenmark und 

den dorsalen Nervenwurzeln (Sheward , et al., 1995; Usdin , et al., 1994). In 

den peripheren Organen ist er vor allem im Pankreas, in Skelettmuskulatur, 

Herz, Niere, Fettgewebe, Magen und Hoden präsent (Adamou , et al., 1995; 

Krempels , et al., 1995; Usdin , et al., 1994; Wei & Mojsov , 1996). VPAC 1 

und VPAC 2 werden aufgrund der ähnlichen Eigenschaften hinsichtlich der 

Bindungsfähigkeiten zu PACAP und VIP zusammengefasst zu der Gruppe 

der Typ-II-PACAP-Rezeptoren (Harmar, et al., 1998). 

1.1.3.3 Genetik  

 

Das humane PAC1-Rezeptor-Gen ist auf Chromosom 7 in der p15-Region 

lokalisiert (Brabet, et al., 1996). Es umfasst bei der Maus 50kb und wird in 18 
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Exon-Regionen unterteilt (Aino , H; Hashimoto, H; Ogawa , N; Nishino , A; 

Yamamoto, K; Nogi , H; Nagata , S; Baba, A, 1995). Die Organisation der 

Intron- und Exon-Regionen des PAC1-Rezeptor-Gens haben eine große 

Ähnlichkeit mit der, der anderen Mitglieder der Sekretin-Rezeptor Familie 

(Vaudry, et al., 2009). Eine TATA Box DNA-Sequenz befindet sich nicht in 

der Promotor Region, dafür aber eine CCAAT Box und zwei weitere Protein-

1-Bindestellen, welche als Transkriptionsaktivatoren fungieren (Dynan & 

Tjian , 1983; Skak & Michelsen , 1999). Das humane VPAC1-Gen ist in der 

p22-Region des Chromosoms 3 lokalisiert (Sreedharan , et al., 1995). Es 

besteht aus 22kb mit 13 Exons, die in ihrer Größe zwischen 42 bis 1400 

Basenpaaren variieren. Es wurde erstmals aus Zellen eines Adenokarzinoms 

isoliert (Sreedharan , et al., 1995; Pei, 1997). Das Gen des humanen 

VPAC2-Rezeptors befindet sich auf Chromosom 7 in der Region q36.3. 

(Mackay , et al., 1996). Es ist mit 117 kb deutlich größer als das VPAC1-

Rezeptor-Gen, umfasst jedoch die gleiche Menge an Exons (Lutz , et al., 

1999). 

1.1.3.4 Struktur  

 

Die PAC1-Rezeptor-cDNA-Sequenz konnte erstmalig aus einer Azinuszell-

Karzinom-Zellreihe des Pankreas isoliert werden. Sie kodiert für ein 495-AS 

langes Protein mit 7 Transmembrandomänen (Pisegna & Wank , 1993). Der 

PAC1-Rezeptor gehört zur Familie der Klasse-B-Rezeptoren, gleichzusetzen 

mit der Klasse 2 der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Bei allen 

Rezeptoren der B-Familie spielt die N-terminale Ektodomäne eine 

elementare Rolle in der Erkennung und Bindung des Liganden (Couvineau & 

Laburthe, 2012; Laburthe & Couvineau , 2002; Laburthe , et al., 2007). Der 

Rezeptor beinhaltet eine so genannte ĂSushi-Domªneñ, welche aus zwei 

antiparallelen ɓ-Faltblattstrukturen besteht und zwischen den aromatischen 

Ringen zweier Tryptophanreste lokalisiert ist (Grace , et al., 2004). Die 

Aktivierung des Rezeptors erfolgt durch Bindung und exakte Positionierung 

des Liganden. Das Peptidhormon interagiert über seine zentralen Ŭ-Helices 

und das C-terminale Ende mit der sushi-Domäne in der N-terminalen 

Ektodomäne (n-ted) des Rezeptors (Abbildung 4). Durch diese Interaktion 

wird das Peptidhormon PACAP automatisch mit seinem N-terminalen Ende 



 
    

9 
 

so positioniert, dass es in Kontakt mit der Transmembranregion des 

Rezeptors ist und diesen aktiviert (Laburthe & Couvineau , 2002; Laburthe , 

et al., 2007; Couvineau & Laburthe, 2012). 

 

Abbildung 4: Darstellung der Interaktion eines Neuropeptids (hier VIP) mit dem VPAC1-

Rezeptor. Die N-terminale Ektodomäne (blau)  des Rezeptors interagiert mit den zentralen 
Strukturen des Peptidhormon VIP (grün) und positioniert so das N-terminale Ende von VIP an 
die transmembranären Anteile (TM1) des Rezeptorproteins, wodurch es aktiviert wird (aus 
(Couvineau & Laburthe , 2012); modifiziert). 

 

Verschiedene Varianten des PAC1-Rezeptors entstehen durch Alternative 

Spleißvarianten der dritten intrazellulären Schleife (Spengler, et al., 1993). 

Die verschieden Varianten unterscheiden sich vor allem durch das Fehlen 

(kurze Variante) oder Vorhandensein der Exons Ăhipñ und Ăhopñ. In 

Abhängigkeit von Ihnen verändern sich die Rezeptoreigenschaften, was 

einen Einfluss auf den Ablauf der weiteren intrazellulären Signalkaskade hat 

(Journot , et al., 1994). So hat zum Beispiel ein Vorhandensein von Ăhipñ zur 

Folge, dass die Funktion der AC beeinträchtigt wird und die Aktivierung der 

Phospholipase C ausbleibt (Vaudry, et al., 2009). 
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Die VPAC1-Rezeptor-cDNA kodiert für ein 495 AS langes und 52 kDa 

schweres  Protein, wobei 50 % der AS-Sequenz mit der des PAC1-

Rezeptors übereinstimmt (Sreedharan, et al., 1993). Die cDNA des VPAC2-

Rezeptors kodiert für ein etwas kleineres, 438 AS langes und 49,5 kDa 

schweres Protein (Adamou , et al., 1995). 

Diese zwei Rezeptor-Subtypen sind hauptsächlich mit G-Protein-

gekoppelten- Rezeptoren der Gruppe GS  verbunden und stimulieren 

dadurch die AC (Laburthe , et al., 2007). Es gibt jedoch auch einige 

Rezeptoren, die über die Fähigkeit verfügen, durch eine Steigerung der 

intrazellulären Kalziumkonzentration eine intrazelluläre Signalkaskade 

auszulösen (Dickson & Finlayson, 2009). 

1.1.3.5 Exkurs G-Protein-gekoppelte Rezeptoren  

 

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren können eine große Anzahl 

unterschiedlicher intrazellulärer Signalwege aktivieren, sie stellen somit die 

größte Rezeptorfamilie dar (Rassow, et al., 2012). Sie bestehen aus einem 

Rezeptor, einem aus drei Teilen bestehenden G-Protein und aus einem 

Effektor-Molekül. Der Rezeptor ist aus 7 Transmembrandomänen aufgebaut. 

Durch die Bindung eines Hormons an die extrazelluläre N-terminale Region 

des Rezeptors kommt es durch eine Konformationsänderung des Rezeptors 

zu einer hochaffinen Bindung des Rezeptors an das G-Protein, welches 

dadurch aktiviert wird (Rassow, et al., 2012)(Abbildung 5). Durch die 

Aktivierung des G-Proteins, welches aus einer a-;  b-  und  g- Untereinheit 

besteht, kann die a-Untereinheit vom Rezeptor abdiffundieren und die 

Effektormoleküle aktivieren (Rassow, et al., 2012). 
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Abbildung 5: ĂSchematische Darstellung der G-Protein-vermittelten Signaltransduktionñ (aus: 
(Rassow, et al., 2012); modifiziert). 

Es gibt verschiedene G-Proteine, die unterschiedlichste Effektor Moleküle 

aktivieren. Am häufigsten sind die Gas , Gq und Gi-Proteine. Die Aktivierung 

eines Gas-G-Protein-Rezeptors führt über die aktivierte a-Untereinheit zur 

Aktivierung einer AC, welche zu einer Steigerung des Second messengers 

cAMP führt. cAMP wiederum aktiviert die Proteinkinase A (Abbildung 6), 

welche dann unter anderem die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren sowie 

die Regulation von Ionenkanälen oder Schlüsselenzymen bewirkt (Rassow, 

et al., 2012). 

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Aktivierung und Funktionen der Proteinkinase A 
(aus (Rassow, et al., 2012); modifiziert).  
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Gi-gekoppelte G-Protein-Rezeptoren führen wiederum zu einer Hemmung 

der AC. Die Aktivierung eines Gq-gekoppelten Rezeptors führt über die 

aktivierte a-Untereinheit zu einer Aktivierung der Phospholipase Cɓ 

(Abbildung 7). Diese katalysiert die Hydrolyse des Phospholipids 

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2). Als Reaktionsprodukte 

entstehen dabei die Second messenger Diacylglycerin (DAG) und Inositol-

1,4,5-trisphosphat (IP3), welche innerhalb der Zelle weitere 

Regulationsmechanismen in Gang setzen.  

 

 

 

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Wirkweise von Gq-gekoppelten Rezeptoren (aus: 

(Rassow, et al., 2012); modifiziert). Die aktivierte Phospholipase Cɓ hydrolysiert das 
Membranlipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2), wodurch die beiden Second 
Messenger Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG) entstehen. 

 

1.1.3.6 Wirkung von PACAP über G-Protein gekoppelte Rezeptoren 

 

Die intrazellulären Mechanismen, über die PACAP seine Funktionen 

vermittelt, konnten in einer Studie über die neurotrophen Effekte von PACAP 

in kultivierten Granulozyten verdeutlicht werden. PACAP bindet hier an 

einen Gas-Rezeptor, der zu einer Aktivierung der AC führt, welche dann den 

sogenannten Ăsecond messengerñ cAMP produziert. Der 

Konzentrationsanstieg von cAMP führt wiederum zur Aktivierung einer 

Proteinkinase A (PKA). Die Proteinkinase A bewirkt dann eine 

Phosphorylierung einer MAP-Kinase (Villalba , et al., 1997), was über die 

Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren eine verstärkte Expression von 

c-fos-Genen bewirkt, welche neurotrophe Effekte haben (Vaudry , et al., 
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1998b; Vaudry, et al., 1998a). Über einen Gq-vermittelten G-Protein-

Rezeptor greift PACAP zudem über eine Erhöhung des intrazellulären 

Kalziumspiegels (Gonzalez, et al., 1996; Mei, 1999)  in Prozesse der 

Apoptose ein (Colom , et al., 1998; Krebs , 1998; Kobayashi & Mori , 1998). 

1.1.4 Funktion 

 

In mehreren Studien konnten regulatorische Effekte von PACAP auf das 

Immunsystem nachgewiesen werden: So zeigten zum Beispiel Delgado et al. 

1999, dass eine durch Lipopolysaccharide (LPS) von Bakterien ausgelöste 

TNFŬ-Produktion durch PACAP inhibiert werden kann (Delgado , et al., 

1999a). Es wird vermutet, dass PACAP unter zytotoxischem Stress die 

Produktion des Entzündungsmediators TNFŬ reguliert, somit als protektiver 

Mediator fungiert und dadurch die Entzündungs- bzw. Schock-Reaktion 

reduzieren kann (Delgado , et al., 1999a). Gleichzeitig verbessert PACAP bei 

durch LPS-aktivierten Makrophagen die Produktion von anti-

inflammatorischen Botenstoffen wie IL-10 (Delgado , et al., 1999b). Des 

Weiteren stimuliert PACAP in kultivierten Mast-Zellen die Sekretion von 

Histamin (Schmidt-Choudhury, et al., 1999a; Schmidt-Choudhury , et al., 

1999b) und Freisetzung von Serotonin (Seebeck, et al., 1998). Ferner 

verringert PACAP die Chemotaxis von Thymozyten und Lymphozyten aus 

der Milz über die Aktivierung eines Proteinkinase-A-Signalweges (Delgado, 

et al., 1995; Garrido, et al., 1996). Aufgrund ihrer vielseitigen Effekte sind 

PACAP und VIP von hohem Interesse im Bereich der Forschung für neue 

anti-inflammatorische Wirkstoffe (Delgado , et al., 1996b; Delgado , et al., 

2000; Abad , et al., 2006; Gonzalez-Rey , et al., 2007; Tan , et al., 2009).  

Die größte Anzahl an PACAP-enthaltenden Neuronen im zentralen 

Nervensystem befindet sich im Hypothalamus (Arimura A, 1992; Arimura & 

Shiota, 1995). Über den Nucleus suprachiasmaticus im Bereich des 

Hypothalamus ist PACAP beispielsweise an der Regulation der circadianen 

Rhythmik beteiligt (Hannibal , et al., 2001; Hannibal, et al., 2008; Kawaguchi , 

et al., 2003; Colwell , et al., 2004). PACAP moduliert die Aktivität von vielen 

unterschiedlichen Neuronenpopulationen im Bereich des Hypothalamus. 

Zum Beispiel führt PACAP zu einer erhöhten Freisetzung von Oxytocin und 
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Vasopressin in der Neurohypophyse (Lutz-Bucher , et al., 1996). PACAP hat 

noch viele andere Funktionen im zentralen Nervensystem. Unter anderem ist 

es involviert in der Kontrolle vieler menschlicher Verhaltensweisen, wie zum 

Beispiel unser Essverhalten (Matsuda & Maruyama , 2007). Weitere Studien 

konnten einen Einfluss von PACAP auf das psychomotorische Verhalten 

zeigen: So geht man davon aus, dass es auch bei der Entstehung von 

Angstverhalten, sowie bei chronischen Stresssyndromen eine Rolle spielt 

(Legradi , et al., 2007; Otto , et al., 2001; Hammack , et al., 2010). PACAP 

übt neurotrophe Effekte auf viele verschiedene Zelltypen aus, (Shioda , et al., 

2006) beispielsweise verhindert PACAP den programmierten Zelltod bei 

zerebellären Granulozyten (Gonzalez , et al., 1997) und soll zudem an der 

Hirnentwicklung (Basille , et al., 1994; Basille, et al., 1993) beteiligt sein. Im 

Rahmen einer zerebralen Ischämie verringert PACAP den Zelltod der 

Neuronen (Ohtaki , et al., 2006) und dies sogar noch einige Stunden nach 

dem ischämischen Ereignis (Reglodi, et al., 2000). 

PACAP entfaltet in der Peripherie je nach Rezeptortyp und Gewebe sehr 

unterschiedliche Wirkungen. So konnte zum Beispiel nachgewiesen werden, 

dass PACAP eine stimulierende Wirkung auf die Katecholamin-Sekretion der 

Nebennieren hat (Douglas, et al., 2008; Watanabe , et al., 1992). Die 

Rezeptoren von PACAP konnten in nahezu allen exokrinen Drüsen des 

Körpers (Gottschall , et al., 1990; Lam , et al., 1990) und insbesondere auch 

im Gastrointestinaltrakt gefunden werden (Ozawa , et al., 1997). PACAP und 

seine Rezeptoren konnten ebenso an unterschiedlichen Orten des 

respiratorischen Systems nachgewiesen werden. PACAP wirkt hier 

beispielweise über die Relaxation von glatter Muskulatur (Araki & Takagi , 

1992) in der Trachea bronchodilatierend (Lindén , et al., 1999). 

Eine hohe Dichte an PACAP-Rezeptoren konnte ebenso in arteriellen 

Gefäßen nachgewiesen werden (Amenta, et al., 1991; Nandha , et al., 1991). 

Generell werden viele Gefäßwände im Körper durch Nervenfasern innerviert 

die PACAP als Neuropeptid ausschütten (Köves , et al., 1990; Cardell , et al., 

1991). Obwohl es auch durch eine Katecholaminausschüttung an 

hypertensiven Reaktionen beteiligt ist, (Ishizuka , et al., 1992)  ist PACAP wie 

VIP vor allem ein Vasodilatator (Hirata, et al., 1985; Ross-Ascuitto , et al., 
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1993). Die Auslösung einer Vasodilatation an den Gefäßen durch PACAP 

konnte in den Gefäßsystemen verschiedenster Organe nachgewiesen 

werden wie zum Beispiel in der Lunge (Minkes , et al., 1992; Foda , et al., 

1995; Cheng , et al., 1993), im Gehirn (Anzai, et al., 1995; Tong , et al., 

1993), im Pankreas (Bertrand , et al., 1996; Ito, et al., 1998) oder in der Haut 

(Wallengren, 1997). Die Erhöhung des cAMP-Spiegels durch PACAP ist am 

ehesten die Grundlage des vasodilatatorischen Effekts (Steer, 1976; 

Korenman & Krall , 1977; Farah, 1983), aber auch die Modulation von L-Typ-

Kalzium-Kanälen (Markhotina , et al., 2007) oder die erhöhte Freisetzung von 

Prostaglandinen (Anzai, et al., 1995) spielen eine Rolle. 

1.1.4.1 Funktion im Zusammenhang mit Atherosklerose 

 

Chang et. al. haben 1997 den Einfluss von PACAP auf Endothelzellen und 

Glattmuskelzellen unter normalen Umständen und unter 

hypercholesterinämischen Umständen untersucht: Die Ergebnisse legten 

nahe, dass PACAP bei Endothel- (EC) bzw. Glattmuskelzellen (SMC) die 

Bildung von Lipidperoxiden und morphologische Veränderungen, die durch 

Hyperlipidämie induziert wurden, signifikant verminderte (Chang, 1997). 

Zudem konnte gezeigt werden, dass PACAP signifikant die Produktion von 

anti-Atherosklerose-Proteinen durch EC steigerte und die Proliferation von 

SMC verhinderte (Chang, 1997). EC und SMC spielen eine zentrale Rolle bei 

der Entstehung und Progression atherosklerotischer Läsionen, z. B. bei 

ApoE-defizienten (ApoE-/-) Mäusen.  
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1.2 Apolipoprotein E und Lipidstoffwechsel  

 

Der Mensch nimmt neben Kohlenhydraten, Proteinen und Ballaststoffen 

täglich Fette in Form von Cholesterin, Triacylglyceriden (TAG) und 

Fettsäuren (FS) zu sich. Zum Lipidmetabolismus gehören die Synthese und 

die Zerlegung der Lipide. Triacylglycerine bestehen aus drei mit einem 

Glycerin veresterten Fettsäuren und dienen im menschlichen Organismus als 

Energiespeicher. Die weiteren Aufgaben der Lipide sind vielfältig, 

beispielsweise fungieren sie als Strukturkomponenten in Zellen (z.B. 

Cholesterin in Membranen) und bilden Vorläufer für weitere Zellprodukte 

(z.B. Cholesterin für die Produktion von Steroidhormonen) (Mahley, et al., 

1984). Aufgrund der hydrophoben Charakteristik der Lipide, werden sie im 

wässrigen Milieu des Blutes über Lipoproteine zwischen Darm, Leber und 

Peripherie transportiert (Mahley, et al., 1984; Schoeler & Caesar, 2019; 

Corvilain, 1997).  

 

1.2.1 Lipoproteine 

 

Aggregate aus Lipiden und Proteinen des Blutplasmas werden als 

Lipoproteine bezeichnet. Ihre Funktion besteht darin, die hydrophoben Lipide 

im wässrigen Milieu des Blutes zu transportieren ( Rassow, et al., 2012). 

Lipoproteine bestehen im Inneren aus dem hydrophoben Lipidkern, welcher 

TAGs, fettlösliche Vitamine oder Cholesterinester enthält (Abbildung 8). In 

der hydrophilen Hülle befinden sich vor allem Apolipoproteine, Phospholipide 

und freies Cholesterin.  
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Abbildung 8: Aufbau und Struktur eines Lipoproteins mit hydrophiler Hülle (bestehend aus 

Phospholipiden,  Apolipoproteinen und freiem Cholesterin) und hydrophobem Kern mit 

Triacylglyceriden und Cholesterinestern (aus:  (Chen , et al., 2010); modifiziert). 

Aufgrund von Unterschieden im Lipid- bzw. Proteinanteil und damit 

einhergehender Dichteunterschiede werden die Lipoproteine in fünf 

Lipoproteinklassen eingeteilt (Tabelle 1).  

 

Klasse Apolipo- 
proteine 

Durch-
messer 
(nm) 

TAG-
Anteil 

Dichte 
(g/ml) 

Elektrophorese-
eigenschaften 

Chylomikronen ApoB-48 

ApoC-2 

ApoE 

75-500nm ~90% <0,95g/ml Wandern nicht  

VLDL ApoB-100 

ApoC-2 

30-70nm 55% Ca. 

0,95g/ml 

Prä-ß-Fraktion 

IDL ApoB-100 20-30nm 20% 1,01-

1,02g/ml 

ß-Fraktion 

LDL ApoB-100 20nm 6% 1,02-

1,06g/ml 

ß-Fraktion 

HDL ApoA-1 

ApoE 

<10nm 4% Bis zu 

1,2g/ml 

Ŭ-Fraktion 

      
Tabelle 1: Lipoproteinklassen: Apolipoproteine, Durchmesser, TAG-Anteil, Dichte, 

Elektrophoreseeigenschaften (aus: ( Rassow, et al., 2012), modifiziert). 
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Apolipoproteine (Tabelle 2) stabilisieren die Lipoproteine und vermitteln unter 

anderem die Bindung an die Lipoprotein-Rezeptoren der Zielzellen und 

aktivieren den Abbau der Lipoproteine an den Zielzellen durch Enzyme.  

 

Apolipo-

protein 

Lipoprotein Plasmakonzentrati

on (mg/ml) 

Funktion Assoziierte 

Erkrankungen 

A-I HDL/CHK 1,0-1,2    Aktiviert 

LCAT 

Tangier-

Krankheit, 

Atherosklerose 

A-II HDL / CHK 0,3-0,5   

A-IV HDL / CHK 0,16   

B-100 LDL / CHK / 

VLDL 

0,7-0,1 Rezeptor-

vermittelter 

LDL-Abbau 

Abetalipo-

proteinämie, 

Atherosklerose 

B-48   CHK-

Bildung  

 

C-I HDL / CHK / 

VLDL 

0,04-0,06 Aktiviert 

LCAT 

 

C-II HDL / CHK / 

VLDL 

0,03-0,05 Aktiviert die 

Lipoprotein-

lipase 

Familiäre-Typ-I 

Hyperlipo-

proteinämie 

C-III HDL / CHK / 

VLDL 

0,12-0,14 Hemmt 

Abbau 

TAG-reicher 

Lipide 

ApoAI-ApoCIII-

Defizienz 

ApoE LDL / HDL / 

CHK 

0,025-0,050 Rezeptor 

vermittelter 

Abbau 

ApoE-

tragender 

Lipoproteine 

Familiäre Typ-

III-Hyperlipo-

proteinämie 

Tabelle 2: Übersicht der Apolipoproteine: Lipoproteine, Plasmakonzentration, Funktion und 

assoziierte Krankheitsbilder (aus (Gotto , 1990); modifiziert). 
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1.2.2 Aufnahme und Transport exogener Lipide 

 

Über unsere Nahrung nehmen wir täglich ca. 100 g Lipide auf. Diese 

bestehen zu 90% aus TAG, die anderen 10% bilden vor allem Membranlipide 

und fettlösliche Vitamine (Rassow, et al., 2012). Die Lipide werden bereits 

beginnend im Magen emulgiert und im Duodenum wird die Emulgierung 

vollendet. Dabei spielen Gallensäuren eine wichtige Rolle. Sie wirken als 

Detergenzien oder Tenside, welche die Oberflächenspannung des Wassers 

beträchtlich herabsetzen und so Lipide aus der Nahrung lösen und sie 

emulgieren. Anschließend werden die TAG durch die Pankreaslipase zu 2-

Monoacylglyceriden, freien FS und Glycerin gespalten (Rassow, et al., 2012). 

Kurzkettige Fettsäuren können spontan in die äußere Schicht der 

Enterozytenmembran eingelagert werden und gelangen über einen 

sogenannten ĂFlip-Flopñ- Mechanismus in die innere Schicht der Membran 

(Rassow, et al., 2012). Langkettige Fettsäuren, Cholesterin und Glycerin 

gelangen hauptsächlich mittels Tranportproteinen in die apikale 

Enterozytenmembran (Behrends, et al., 2012; Rassow, et al., 2012). Das 

bekannteste Transportprotein für Fettsäuren ist dabei das Fettsäure-

Transportprotein 1 (engl. fatty acid transport protein 1, FATP1) (Doege & 

Stahl , 2006). Cholesterin wird vor allem über das Transportprotein Niemann- 

Pick C 1 like 1 (NPC1L 1) resorbiert. Glycerin gelangt über den Aquaporin 

AQP1-Transporter in die apikale Membran der Enterozyten (Rassow, et al., 

2012). Anschließend werden aus den Lipolyseprodukten im 

Endoplasmatischen Retikulum (ER) erneute TAG synthetisiert (Pan & 

Hussain , 2012). Die TAG verbinden sich zusammen mit den anderen 

Lipiden zu Vesikel-ähnlichen Prä-Chylomikronen. Im ER lagern sich die 

Apolipoproteine ApoB-48 und ApoAI an die Protein-Lipid-Komplexe an 

(Siddiqi, et al., 2010). Im Anschluss gelangen die Chylomikronen über den 

Golgi-Apparat an die basolaterale Enterozytenmembran und werden an die 

Lymphflüssigkeit abgegeben (Rassow, et al., 2012). Über den Ductus 

thoracicus gelangen die Chylomikronen dann in den Blutkreislauf. Glycerin, 

welches nicht für die TAG Synthese verwendet wurde, sowie kurzkettige FS 

gelangen an der basolateralen Enterozytenmembran direkt ins Blut. 

Chylomikronen sind die Lipoproteine mit der niedrigsten Dichte (Tabelle 1) 
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aufgrund ihres hohen (>90%) TAG-Anteils. Im Blutkreislauf nehmen die 

Chylomikronen von den Lipoproteinen mit hoher Dichte (engl. High Density 

Lipoproteinen, HDL) die Apolipoproteine ApoCI, ApoCII und ApoE auf 

(Ramasamy, 2014). ApoCI verhindert den frühzeitigen Abbau der 

Chylomikronen (Shachter, 2001). ApoCII interagiert mit der Lipoproteinlipase 

an den Endothelzellen der Blutkapillaren. Diese spaltet die TAGs in Gylcerin 

und Fettsäuren. Das Glycerin wird mit dem Blut weiter in die Leber 

transportiert und die Fettsäuren werden von den Zielzellen aufgenommen. 

Die Chylomikronen werden nach dem Verlust ihrer TAG als Remnants 

bezeichnet und bestehen nun hauptsächlich aus Cholesterin. Sie gelangen 

mit dem Blutkreislauf in die Leber und werden dort ApoE-vermittelt 

aufgenommen (Rassow, et al., 2012) (Abbildung 9). 

 

 

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Transports exogener Lipide (aus: (Deutsche 

Gesellschaft zur Bekämpfung von Fettstoffwechselstörungen, 2017); modifiziert). 

1.2.3 Bildung und Transport endogener Lipide 

 

In der Leber synthetisierte TAG und Cholesterin werden zusammen in 

Lipoproteinen mit einer höheren Dichte als die der Chylomikronen 

transportiert. Dennoch haben sie den zweit höchsten TAG Anteil und damit 

eine sehr geringe Dichte, was ihren Namen ĂLipoproteine mit sehr niedriger 

Dichteñ (engl. Very Low Density Lipoprotein, VLDL) erklärt. Das Cholesterin 
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liegt in den VLDL vorwiegend als Cholesterinester vor. Während der 

Entstehung lagert sich in der Leber das Apolipoprotein ApoB-100 an ( 

Rassow, et al., 2012). Ähnlich wie bei den Chylomikronen lagern sich im 

Blutkreislauf weitere Apolipoproteine wie bsw. ApoCII an die VLDL 

(Shachter, 2001). Dieses aktiviert erneut die an den Endothelzellen 

befindliche Lipoproteinlipase, welche die TAG hydrolysiert. So verliert VLDL 

langsam seine TAG und der Anteil des Cholesterins steigt. VLDLs werden so 

schrittweise über die Zwischenstufe des Lipoprotein mit mittlerer Dichte 

(engl. Intermediate Densitiy Lipoprotein, IDL) zu Lipoproteinen mit niedriger 

Dichte (engl. Low Density Lipoproteinen, LDL) ( Rassow, et al., 2012). In den 

LDL befindet sich noch ein geringer Anteil an nicht verestertem Cholesterin, 

dieses wird durch die Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAT), welche 

sich während der Zirkulation im Blut an die LDL anlagert, schließlich verestert 

(Francone , et al., 1989). Bis auf ApoB-100 haben die LDL alle 

Apolipoproteine verloren. Sie bestehen nun aus einem hohen Anteil (bis zu 

50%) an Cholesterin und dienen dazu, das Cholesterin im Körper zu 

verteilen. Hierfür ist der LDL-Rezeptor wichtig, welcher von sämtlichen Zellen 

des Körpers gebildet wird. Über ApoB-100 interagiert LDL mit dem LDL-

Rezeptor und im Anschluss wird das gesamte LDL Partikel endozytiert ( 

Rassow, et al., 2012). 

1.2.4 Cholesterintransport 

 

Im Rahmen eines Cholesterinüberangebots können die Zellen in peripheren 

Geweben Phospholipide und Cholesterin an HDL im Blut abgeben. Das 

Apolipoprotein ApoAI, welches von Leber und Darm gebildet und ins Blut 

abgegeben wird, nimmt die Phospholipide von peripheren Geweben auf. Der 

Komplex formt sich zu einem scheibenförmigen prä-ɓ-HDL (Dullaart & van 

Tol , 2001; Rassow, et al., 2012). Im Anschluss lagert sich in die 

Phospholipide des prä-ɓ-HDL das überschüssige Cholesterin der peripheren 

Zellen ein. Dies erfolgt über das in der Plasmamembran der Zellen 

lokalisierte ABCA1 (engl. ATP-binding cassette transporter A1) -Protein 

(Yokoyama, 2005). Während der Zirkulation im Blutkreislauf aktiviert das 

Apolipoprotein ApoAI die LCAT und damit die Veresterung des neu 

aufgenommenen Cholesterins. Im Anschluss akkumulieren die 
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Cholesterinester im Inneren des Partikels und es entstehen runde Ăreifeñ Ŭ-

HDL ( Rassow, et al., 2012). Die reifen HDL nehmen im Blutkreislauf weitere 

Apolipoproteine insbesondere ApoE auf. Um das überschüssige (Abbildung 

10) Cholesterin wieder an die Zielzelle abzugeben, binden die HDL an 

ĂScavenger Receptor Class B Type 1ñ (SR-B1) der Zielzellen. Dabei ist das 

Vorhandensein von ApoAI und ApoE obligat. Hepatozyten nehmen die 

Cholesterinester auf und geben sie an die Gallenflüssigkeit ab, über welche 

sie aus dem Körper eliminiert werden (Rassow, et al., 2012). 

 

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Stoffwechsels der Lipoproteine. SR-B1: 

Scavanger-Receptor Class B type 1; ACAT: Acetyl-CoA-Acetyltransferase; ABCA1: ATP-binding 
Cassette Transporter A1; AQP: Aquaporin; FAT, FATP: Transportproteine für Fettsäuren in der 
Plasmamembran; LPL: Lipoproteinlipase der Endothelzellen. (aus (Rassow, et al., 2012); 
modifiziert). 

 

1.2.5 Apolipoproteine 

1.2.5.1 Apolipoprotein A 

 

Die Gruppe der Apolipoproteine A beinhaltet ApoAI, ApoAII, ApoAIV und 

ApoAV. ApoAI wird von der Leber und vom Dünndarm gebildet. ApoAI 

kommt zu 70 % gebunden an HDL vor (Yan, et al., 2019), findet sich aber 

auch in Chylomikronen. Bei Gesunden liegen sie in einer 
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Plasmakonzentration von ca. 100-150 mg/dl vor (Fidge, et al., 1980). 

Strukturell ist ApoAI aus einer Polypeptidkette aufgebaut, bestehend aus 243 

Aminosäuren, wovon über 50 % eine Ŭ-Helix ausbilden (Yan, et al., 2019). 

ApoAI spielt eine sehr wichtige Rolle im reversen Cholesterintransport, vor 

allem über die Interaktion mit dem ABCA-I Transporter, die Aktivierung von 

LCAT und die Bindung an den hepatischen SR-B1-Rezeptor ( Mei & 

Atkinson, 2015). ApoAII wird ausschließlich von der Leber synthetisiert. Es 

stellt nach ApoAI die nächstgrößte Proteinkomponente der HDL dar. Es 

besteht aus zwei identischen Polypeptidketten, welche über eine 

Disulfidbrücke verbunden sind. Die Plasmakonzentration des ApoAII beträgt 

ca. 40mg/dl (Pownall, et al., 2015). ApoAII bindet ähnlich wie ApoAI Lipide 

und dient als Aktivator der hepatischen TAG-Lipase (Gotto , 1990). ApoAIV 

wird im Gastrointestialtrakt gebildet und anschließend in die Lymphflüssigkeit 

sezerniert. Es kommt in Verbindung mit HDL und Chylomikronen vor, liegt 

aber vor allem als freies Apolipoprotein im Blutkreislauf vor ( Wang, et al., 

2015). Die Plasmakonzentration beträgt hierbei bei Gesunden ca. 15 mg/dl 

(Fidge, et al., 1980).  

ApoAIV werden verschiedenste Funktionen zugeschrieben, vor allem eine 

anti-inflammatorische, anti-oxidative aber auch, durch Beteiligung am 

reversen Cholesterintransport, eine anti-atherosklerotische Wirkung ( Wang, 

et al., 2015). ApoAV wird vor allem in der Leber synthetisiert. Die 

Plasmakonzentration von ApoAV ist mit 100-200 µg/l  im Vergleich zu den 

anderen Apolipoproteinen deutlich niedriger. Es stimuliert vor allem die 

Lipoproteinlipase und führt zu deutlich niedrigeren Triacylglyceridleveln im 

Blut. Es ist ebenso ein Ligand des LDL-Rezeptors und trägt zur Elimination 

TAG-reicher Lipoproteine bei (Blade, et al., 2011). 

1.2.5.2 Apolipoprotein B 

 

Es existieren 2 Formen des Apolipoproteins B, welche von dem gleichen Gen 

kodiert werden. ApoB-48, welches zu 48 % in seinem Amino-Terminus 

identisch ist mit der zweiten Form ApoB-100 (Whitfield, et al., 2004). ApoB-

48 wird von den Enterozyten synthetisiert ist elementar für die Produktion der 

Chylomikronen in den Enterozyten. ApoB-48 hat eine Plasmakonzentration 
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von ca. 0,39 mg/dl (Sakai, et al., 2003). ApoB-100 wird in der Leber 

synthetisiert und ist ein wichtiger Bestandteil von Chylomikronen, VLDL, IDL 

und LDL. ApoB-100 ist essenziell für die Interaktion des LDL mit dem LDL-

Rezeptor. Hierbei interagieren vor allem die Arginin- und Lysin- Reste des 

ApoB-100 mit dem Rezeptor (Weisgraber , et al., 1978). So werden ca. drei 

Viertel des LDL ApoB-100 vermittelt in der Leber abgebaut (Goldstein & 

Brown , 1977). ApoB-100 hat bei Gesunden eine Plasmakonzentration von 

80-100 mg/dl (Assmann, 1982). 

 

1.2.5.3 Apolipoprotein C 

 

ApoCI, ApoCII und ApoCIII werden alle drei in der Leber synthetisiert und 

sind Bestandteile von HDL, VLDL und Chylomikronen (Gotto , 1990). Die 

Plasmakonzentration von ApoCI beträgt 6 mg/dl (Curry, et al., 1981). ApoCI 

aktiviert die LCAT und ist damit an der Veresterung und am Stoffwechsel des 

Cholesterins beteiligt (Rassow, et al., 2012). Die Plasmakonzentration von 

ApoCII beträgt 4 mg/dl (Nestel & Fidge , 1982). ApoCII aktiviert die an den 

Endothelzellen der Blutgefäße lokalisierte Lipoproteinlipase und ist daher am 

Abbau der TAG-reichen Chylomikronen und VLDL beteiligt (Rassow, et al., 

2012). ApoCII und ApoCIII sollen jedoch ebenso zu einem geringen Anteil 

die LCAT aktivieren (Mahley, et al., 1984). Die Plasmakonzentration von 

ApoCIII beträgt 12mg/dl und ist damit deutlich höher als die von ApoCI und 

ApoCII (Nestel & Fidge , 1982). ApoCIII soll des Weiteren eine frühzeitige 

Aufnahme von Remnants in der Leber verhindern (Gotto , 1990). 

1.2.5.4 Apolipoprotein D 

 

Apolipoprotein D ist ein kleines 29 kDa großes Glykoprotein (Rassart, et al., 

2000). Bisher wurde nur eine Form des Apolipoportein D beschrieben. ApoD 

wird zum größten Teil in der Leber, aber auch im ZNS, Jejunum und in den 

Nebennieren gebildet (Drayna , et al., 1986). ApoD bildet einen Komplex mit 

HDL und dem Cholesterinester-Transfer-Protein (CETP), welches auch Lipid-

Transfer-Protein (LTP) genannt wird. Das CETP vermittelt den Austausch 

von Cholesterinestern und TAG zwischen HDL und den Lipoproteinen 
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niedrigerer Dichte (Gotto , 1990). Studien legten nahe, dass ApoD vor allem 

elementar ist für die Regulation des TAG-Metabolismus, die Funktion der 

Neuronen und dass es vor oxidativem Stress schützt (Tsukamotoa, et al., 

2016). 

1.2.6 Apolipoprotein E  

1.2.6.1 ApoE- Isoformen und Funktion des ApoE 

 

Apolipoprotein E ist Bestandteil von Chylomikronen, Chylomikronen-

Remnants, VLDL und HDL. Die Plasmakonzentration von ApoE liegt bei 

Gesunden bei 3-7 mg/dl, kann aber bei Patienten mit Hyperlipidämie 

insbesondere Typ III bis zu 60 mg/dl betragen (Mahley, et al., 1984). Sechs 

ApoE-Isoformen konnten identifiziert werden. Darunter werden drei 

Homozygote Formen E4/4, E3/3 und E2/2 von drei heterozygoten Formen 

E4/3, E4/2 und E3/2 unterschieden. Die am häufigsten in Studien 

verwendete und mit 60% am häufigsten auftretende Form ist E3/3. Sie wird 

auch als Normvariante bezeichnet (Havel, 1982; Mahley, et al., 1984). Die 

Isoform ApoE2 wird vor allem mit Hypertriglyceridämien assoziiert, während 

die Isoform ApoE4 mit höheren Cholesterinwerten in Verbindung zu stehen 

scheint (Utermann, et al., 1984). Die homozygote Isoform E2/2 wurde mit 

dem Auftreten der Hyperlipoproteinämie TypIII assoziiert (Mahley, et al., 

1984). ApoE wird vor allem in der Leber synthetisiert, wobei auch andere 

Bildungsorte wie das Gehirn, die Nebenniere oder auch Makrophagen 

identifiziert werden konnten (Gotto , 1990). ApoE ist eines der am meisten 

untersuchten Apolipoproteine und hat unzählige Funktionen. ApoE bindet vor 

allem an den LDL-Rezeptor und an den SR-B1-Rezeptor und ist damit ein 

wichtiger Bestandteil des Lipoproteinmetabolismus vor allem des reversen 

Cholesterintransports (Gotto , 1990). Das überschüssige Cholesterin wird 

mittels HDL zur Leber transportiert und dort über die ApoE-SR-B1 Bindung 

aufgenommen um im Anschluss über die Gallenflüssigkeit ausgeschieden zu 

werden ( Rassow, et al., 2012). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass 

die LDL-Rezeptor Affinität bei ApoE-angereicherten HDL ca. 20-25-fach 

stärker war als die bei LDL (Innerarity & Mahley , 1978). Die Isoform ApoE2 

bindet den LDL-Rezeptor aufgrund einer veränderten Aminosäuresequenz im 
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Vergleich zur Normvariante ApoE3 fehlerhaft (Weisgraber, et al., 1982). Dies 

steht im Zusammenhang mit dem Auftreten der Hyperlipoproteinämie Typ III 

(Mahley, et al., 1984). ApoE4 fördert im Gehirn die Bildung und Ablagerung 

von Amyloid-plaques und ist an der Pathogenese der Alzheimer-Demenz 

beteiligt (Holtzman , et al., 2000). Aber nicht nur bei Alzheimer sondern auch 

bei anderen neurologischen Erkrankungen wie der frontotemporalen 

Demenz, M. Parkinson oder dem ischämischem Schlaganfall stellt ApoE4 

einen genetischen Risikofaktor dar (Mahley, 2016). 

1.2.6.2 Genetik und Struktur 

 

Das ApoE-Gen ist am 5´Ende des Chromosom 19 lokalisiert, benachbart zu 

den Genen von ApoCI, ApoCI-Pseudogen, ApoCII, ApoCIV und des LDL-

Rezeptors (Francke , et al., 1984). Das ApoE-Gen besteht aus vier Exons 

und drei Introns (Zannis , et al., 1984). Die Isoform E4 entsteht durch eine 

Mutation der ersten Base des Codons für die AS an Position 112. Die 

Isoform E2 entsteht durch eine Mutation der ersten Base des Codons für die 

AS an Position 158 (Breslow , et al., 1982; Mahley, 2016). ApoE ist ein 299 

AS großes und 34 kDa schweres Protein. Es besteht aus 2 Hauptdomänen, 

die über eine Brücke aus ca. 20-30AS miteinander verbunden werden. Die 

N´-Terminale Domäne (AS 1-191) beinhaltet die LDL-Rezeptor-bindende- 

Region (AS 136-150). Die Tertiärstruktur der N´-terminalen Domäne besteht, 

wie in Abbildung 11 dargestellt (Abbildung 11), aus 4 Helices, welche 

antiparallel angeordnet sind (Mahley, 2016). ApoE3 und ApoE4 haben eine 

ähnlich starke LDL-Rezeptor Affinität. ApoE2 dagegen hat durch den 

Austausch von Cystein statt Arginin an Stelle 158 im Bereich der LDL-

Rezeptor-bindenden Region eine niedrigere LDL-Rezeptoraffinität. Das C´-

terminale Ende (AS 225-299) besteht aus einer Ŭ-Helix, welche eine Lipid-

bindende Region enthält (Mahley, 2016). 
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Abbildung 11: Tertiärstruktur von ApoE3, N´-Terminale Region mit 4 Helices und LDL-
Rezeptor-Bindungs-Region, Hinge-region und C´-terminale Region mit Lipid-Bindungs-Region 
(aus (Mahley, 2016); modifiziert). 

 

1.2.6.3 ApoE und Atherosklerose 

 

Atherosklerose ist eine progressive, inflammatorische Erkrankung bei der es 

zur Ablagerung von Lipiden und konsekutiver Einwanderung von Leukozyten 

in den Gefäßwänden ï respektive des subendothelialen Raums - des 

arteriellen Gefäßsystems kommt. Der langjährige Prozess geht mit 

pathologischen Gefäßwandveränderungen (Lumenstenosen), insbesondere 

der Intima von großen und mittelgroßen arteriellen Gefäßen einher. Im 

Verlauf der Erkrankung kommt es durch die Ablagerungen von Lipiden, 

Kohlenhydraten, Blutprodukten, fibrösem Gewebe sowie Kalzium und durch 

die Einwanderung von Leukozyten und im Verlauf auch SMC zur Entstehung 

von atherosklerotischen Plaques in den Gefäßwänden, was nach und nach 

das Lumen der Gefäße einengt. Diese Plaques können über Jahre stabil 

bleiben, können aber auch plötzlich instabil werden, einreißen und 

thrombembolische Ereignisse verursachen ( Veseli, et al., 2017). Spätfolgen 

der Atherosklerose wie Myokardinfarkt oder Schlaganfall zählen in der 

Gruppe der kardiovaskulären Ereignisse als häufigste Todesursache der 

westlichen Welt (Ross, 1993). Zu den bekannten Risikofaktoren gehören 

LDL-Cholesterin-Erhöhung, arterielle Hypertonie, Nikotinabusus, Diabetes 
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mellitus, Lipoprotein(a)-Erhöhung, Adipositas und viele mehr unter anderem 

viele genetische Faktoren (Herold, 2015). Erhöhte Serum-LDL-Level stellen 

einen der wichtigsten Risikofaktoren für die Entwicklung der Atherosklerose 

dar. An Stellen hoher mechanischer Belastung in den Gefäßen resultiert eine 

Endotheldysfunktion mit erhöhter Endothelpermeabilität für Lipoproteine und 

Monozyten. LDL-Partikel gelangen vom Gefäßlumen in den subendothelialen 

Raum. Hier akkumulieren sie als oxidativ modifizierte LDL (oxLDL). Dies 

führt, wie in Abbildung 12 zu sehen, zu einer inflammatorischen Reaktion in 

der Gefäßwand und zu einer Überproduktion chemotaktischer Proteine wie 

z.B. dem Monozytenattraktionsprotein-1 (engl. Monocyte chemoattractant 

protein-1, MCP-1) sowie von Adhäsionsmolekülen wie dem vasculäre 

Zelladhäsionsmolekül-1 (engl. Vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1), 

E-selectin und P-selectin ( Veseli, et al., 2017). Diese Adhäsionsmoleküle 

spielen eine wesentliche Rolle in der lokalen Rekrutierung und Einwanderung 

von Monozyten (Dong , et al., 1998). Die Monozyten differenzieren in der 

Gefäßwand zu Makrophagen und nehmen über Scavenger-Rezeptoren (SR) 

das oxLDL auf und differenzieren weiter zu sogenannten Schaumzellen 

(Yamada , et al., 1998). Diese Schaumzellen sind maßgeblich an der Bildung 

von gelblichen, streifenförmigen Frühläsionen beteiligt, die man als Ăfettige 

Streifenñ (engl. Fatty streaks) bezeichnet (Alahmadi & Ramji , 2022). Die 

inflammatorische Zellantwort bewirkt ebenso, dass weitere Monozyten und 

ansässige T-Lymphozyten aktiviert werden. Diese stimulieren die SMC aus 

der Tunica media in den subendothelialen Raum zu wandern und dort zu 

proliferieren ( Veseli, et al., 2017). 
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der Prozesse im Rahmen der Plaquebildung in einer 

arteriellen Gefäßwand (aus: (Ruparelia, et al., 2017); modifiziert). 

 

Fortgeschrittene Plaques bestehen aus einem großen nekrotischen Kern, 

Lipiden, Makrophagen, SMC und Neovaskularisationen. Eine fibröse Kappe 

trennt sie vom Blutfluss im Gefäß. Kommt es zu einer Ruptur der fibrösen 

Kappe (Abbildung 13) kann diese eine intraluminale thrombotische 

Auflagerung verursachen mit der Gefahr für kardiovaskuläre Ereignisse ( 

Veseli, et al., 2017). 
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Abbildung 13: Plaqueruptur und Thrombusbildung (aus (Libby, et al., 2011), modifiziert). 

ApoE wurde bereits früh durch die Funktion im Bereich des 

Lipoproteinmetabolismus und des reversen Cholesterintransports ein 

Einfluss auf die pathogenetischen Prozesse der Atherosklerose 

zugeschrieben. 1992 erfolgten erstmals in zwei Laboren Untersuchungen an 

ApoE-/--knockout Mäusen ( Plump, et al., 1992; Piedrahita, et al., 1992). Es 

konnte gezeigt werden, dass bei den ApoE-/--Mäusen mit Normalfütterung 

deutlich erhöhte Plasmacholesterinlevel von 400-600 mg/dl im Vergleich zu 

den Wildtyp-Mäusen (75-110 mg/dl) auftraten. Dies ist vor allem auf eine 

Erhöhung der VLDL-Partikel zurückzuführen ( Veseli, et al., 2017). 

Atherosklerotische Prozesse, die analog zu fortgeschrittenen menschlichen 

Läsionen ablaufen, finden sich auch im Truncus brachiocephalicus (TB) von 

ApoE-/--Mäusen (Rosenfeld, et al., 2000). Das gesamte Spektrum 

atherosklerotischer Läsionen kann in ApoE-/--Mäusen nachgewiesen werden 

(Jawien , et al., 2004). Monozyten-Einwanderung kann bereits bei 6 Wochen 

alten ApoE-/--Mäusen beobachtet werden und nach ca. 8 Wochen können 

Schaumzellen detektiert werden. Bei nur 15-20 Wochen alten ApoE-/--

Mäusen konnten Plaques aus SMCs, extrazellulärer Matrix, nekrotischem 

Kern und einer fibrösen Kappe detektiert werden (Nakashima, et al., 1994). 

Bei einer Fütterung der Tiere entsprechend der fettreichen Ernährung der 

westlichen Welt waren die Plaques zu den gleichen Zeitpunkten 3-4-fach 

größer als bei Normalfütterung ( Veseli, et al., 2017). Zudem konnte gezeigt 

werden, dass bereits niedrige ApoE-Spiegel ein Voranschreiten 

atherosklerotischer Läsionen aufzuhalten bzw. zumindest verlangsamen zu 
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scheinen, ohne dabei den Plasma-Cholesterin-Spiegel zu verändern 

(Thorngate , et al., 2000). ApoE bindet an den endothelialen ApoE-Rezeptor 

2 und kann damit die Thrombozytenaggregation inhibieren (Riddell , et al., 

1997). Über die Bindung an den Rezeptor wird auch die endotheliale 

Expression des für die Einwanderung der Monozyten wichtigen 

Adhäsionsmoleküls VCAM-1 gehemmt (Sacre , et al., 2003).  

 

1.3 Skelettmuskulatur ï M. soleus und M. gastrocnemius 

1.3.1 Anatomie und Gefäßversorgung  

 

Die Skelettmuskulatur stellt ein komplexes Gebilde aus verschiedensten 

Strukturen dar. Eine Skelettmuskelfaser ist im Durchmesser ca. 60 µm groß 

und kann bis zu 20cm lang sein. Charakteristisch für die Muskelfasern sind, 

dass sie multiple Zellkerne haben und aus kleinsten kontraktilen 

Myofilamenten Aktin und Myosin aufgebaut sind. Über sie erfolgt die bewusst 

herbeigeführte Bewegung des Skeletts. Die motorische Endplatte stellt die 

synaptische Verbindung zwischen Ŭ-Motoneuron und Skelettmuskel dar. 

Über sie führt jedes Aktionspotenzial eines somatischen Nerven zu einer 

Kontraktion im Muskel und ermöglicht präzise Muskelbewegungen (Rassow, 

et al., 2012). 

M. soleus und M. gastrocnemius werden als M. triceps surae 

zusammengefasst (Abbildung 14). Gemeinsamer Ansatz bildet die 

Achillessehne am Tuber calcanei. Die Funktion des M. gastrocnemius 

besteht in der Beugung des Kniegelenks, sowie der Plantarflexion/Supination 

in den Sprunggelenken, während M. soleus ausschließlich auf die 

Sprunggelenke wirkt. Gemeinsam erbringen sie als M. triceps surae etwa 

90% der gesamten Beugeleistung im oberen Sprunggelenk. Innerviert 

werden sie über den N. tibialis aus dem N. ischiadicus. Arteriell werden die 

Muskeln vor allem aus Ästen der A. tibialis posterior aus der A. poplitea (aus 

der A. femoralis) versorgt. 
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Abbildung 14: (A) 3D-Rekonstruktion der Wadenmuskultur einer Maus. (B) Laterale und (C) 
mediale Ansichten. (D) Laterale Ansicht nach Entfernung der Mm. Gastrocnemicii. LG = lateraler 
gastrocnemius; MG = medialer gastrocnemius; PL = plantaris; S = soleus; TA = tibialis anterior 
(aus: (Zhang, et al., 2008); modifiziert). 

 

1.3.2 Histologie 

 

Skelettmuskelfasern bestehen jeweils aus einer einzelnen Zelle mit vielen 

randständigen Zellkernen. Histologisch zeigen sich mit der Hämatoxylin-

Eosin-Färbung kräftig angefärbte eosinophile Muskelzellen, welche im 

Querschnitt aus einem relativ großen vieleckigen Zellkörper bestehen. Je 

nach Anschnitt mit mehr oder weniger randständigen Zellkernen.  

Aufgrund unterschiedlicher Anforderungen an Skelettmuskelfasern werden 

diese weiterhin in unterschiedliche Fasertypen unterteilt. Eine 

Hauptunterscheidung besteht  in der Art der Kontraktion, hier werden 

langanhaltende Typ I Fasern (ĂSlow-Twitchñ-Fasern) von Typ II Fasern 

(ĂFast-Twitchñ-Fasern)  mit kurzen, kraftvollen Kontraktionen unterschieden 

(Amboss, 2019). 
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Anhand der schweren Kette des Myosins (engl. myosin heavy chain, MyHC) 

können aufgrund unterschiedlich hoher ATPase-Aktivitäten der einzelnen 

Muskelfasern weitere Subtypen der Typ II-Fasern unterschieden werden 

(Karatzaferi, C; de Haan , A; Ferguson, R.A.; van Mechelen , W.; Sargeant, 

A.J., 2001). 

1.3.3 Atrophie 

 

Unter Atrophie versteht man den Rückgang des Gewebes durch 

Verkleinerung des Zellinhaltes bei gleichbleibender Zellzahl. Der Zellinhalt 

verkleinert sich insbesondere durch einen Verlust an Proteinen, 

Zellorganellen und Zytoplasma (Bonaldo & Sandri , 2013). Dies äußert sich 

in der Muskulatur durch eine Verringerung der Querschnittsfläche der 

einzelnen Muskelfasern sowie in einer insgesamt verringerten Muskelmasse 

(Nicks , et al., 1989). Es gibt physiologische Formen der Atrophie wie die 

Altersatrophie und Involutionsatrophie, aber auch pathologische Formen der 

Atrophie. Hier wird unterschieden zwischen einer generalisierten Atrophie, 

wie z.B. bei Kachexie oder einer lokalisierten Atrophie (Amboss, 2019). 

Unterschiedliche Ursachen können zu einer lokalisierten Atrophie an der 

Skelettmuskulatur führen. Beispielsweise kann eine Immobilisierung oder 

Denervierung zu einer Muskelatrophie führen (Bodine , et al., 2001). 

1.3.4 Skelettmuskulatur und Atherosklerose  

 

Lange Zeit war das Hauptaugenmerk bei Atherosklerose auf das Körperfett 

und andere Risikofaktoren gerichtet. In den letzten Jahren jedoch wurde die 

Rolle der Skelettmuskultur in Bezug auf  deren Einfluss auf das metabolische 

Syndrom immer häufiger untersucht. Immer mehr Studien suggerieren, dass 

ein altersbedingter Verlust an Muskelmasse eine Schüsselrolle und ein 

wichtige Ursache für ernsthafte metabolische Dysregulationen bei älteren 

Menschen sein könnte (Vella, et al., 2020). Die Studie von Vella et al. 

untersuchte den Zusammenhang der abdominellen Muskelmasse mit 

multiplen Atherosklerose-relevanten Proteinen. Hier zeigte sich bei einer 

hohen Muskelmasse überwiegend niedrigere Lipid-level, sodass die 

Skelettmuskultur eventuell einen protektiven Effekt auf die Entwicklung der 
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Atherosklerose haben könnte (Vella, et al., 2020). Einen ähnlichen Effekt 

zeigte eine weitere Studie, bei der eine geringe Muskelmasse negativ mit 

dem Auftreten einer Koronararteriensklerose korrelierte ( Ko, et al., 2016). 

Atherosklerose wiederum, welche bereits in peripheren Gefäßen vorhanden 

ist, führt zu Veränderungen der Skelettmuskulatur. Es zeigte sich in der 

Muskulatur von Patienten, welche unter arterieller Verschlusskrankheit der 

Extremitäten litten, ein erhöhter oxidativer Stress, Muskelfaserdegeneration, 

Fibrose sowie eine verringerte Kapillarisierung der Muskelfasern ( Sfyri & 

Matsakas, 2017). 

1.3.5 Skelettmuskulatur und ApoE/PACAP 

 

Im Allgemeinen ist die Bedeutung von PACAP und ApoE in Bezug auf die 

Skelettmuskulatur bisher kaum erforscht. Es konnte jedoch bereits gezeigt 

werden, dass ApoE-/--Mäuse im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen ein geringeres 

Körpergewicht, weniger Fettmasse und geringere Triacylglyceridspiegel in 

der Skelettmuskulatur aufweisen (Wang, et al., 2012). Da PACAP bei glatten 

Muskelzellen die Bildung von Lipidperoxiden und die morphologischen 

Veränderungen, die durch Hyperlipidämie (ApoE-/-) verursacht wurden, 

signifikant verminderte (Chang, 1997) ist nun von großem Interesse, ob 

PACAP/PAC1 auch einen Einfluss auf Morphologie und Genexpression der 

Skelettmuskulatur hat.  
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1.4 Ziele und Fragestellung der Arbeit. 

 

In der Arbeit soll der Einfluss einer PACAP Defizienz, sowie Defizienz seines 

Rezeptors PAC1 auf mögliche strukturelle und molekulare Veränderungen 

der Skelettmuskulatur (M. soleus und M. gastrocnemius) bei ApoE-/--Mäusen 

unter Standardfütterung (SF) untersucht werden. Vor allem soll dabei der 

Einfluss einer PACAP- bzw. PAC1-Defizienz auf Morphologie, 

Kapillarisierung, sowie die Expression Inflammations- / Apoptose- / Atrophie- 

/ Atherosklerose-relevanter Proteine/Zytokine in der Skelettmuskulatur 

analysiert werden.  

Für die Untersuchungen wurden ApoE-/--defiziente Mäuse mit PACAP 

knockout (PACAP-/-) bzw. PAC1 knockout (PAC1-/-)-Mäusen (Hamelink, et 

al., 2002) gekreuzt, sodass drei Maus-Genotypen für unsere 

Untersuchungen zur Verfügung stehen: 1. ApoE-/- - (Kontrolle); 2. PACAP-/- 

/ApoE-/- -; 3. PAC1-/- / ApoE-/- -Mäuse. Die Mäuse der drei Genotypen 

erhielten 30 Wochen SF.  

 

Den 30 Wochen alten ApoE-/- - bzw. PACAP-/- / ApoE-/-- bzw PAC1-/- / ApoE-/--

Mäusen wurden Mm. soleus/gastrocnemius entnommen, asserviert und die 

oben genannten Parameter mit Übersichtsfärbungen und Immunhistochemie 

untersucht, sowie die Konzentrationen von Aminosäuren- bzw. Glutathion in 

der Skelettmuskulatur gemessen. Außerdem wurden im Blut  aller 

Mausgenotypen die Plasmatriglycerid-, sowie -Cholesterinkonzentrationen 

gemessen. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 
 

Geräte Hersteller 

Adventure Pro AV2102 C Ohaus Corporation, Pine Brook, NJ, 
USA 

Biochrom 30 Plus Aminosäure- 
Analysator                                      

Fa. Biochrom, Cambridge, UK 

Feinwaage Typ HGT No.142014 Zürich E. Mettler , Mettler-Toledo, 
Gießen, Deutschland 

Inkubator Heraeus B5042 Thermo Scientific by Thermo Fisher 
Scientific  Inc. Waltham, USA 

Kamera Axiocam Hrc.  Carl Zeiss AG, Oberkochen, 
Deutschland 

Kryostat Hyrax  C 60 Carl Zeiss AG, Oberkochen, 
Deutschland  

Magnetrührer IKAMAG® RET-GS, 
beheizt 

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, 
Staufen, Deutschland  

Mikroskop Leitz  Leitz, Wetzlar, Deutschland 
Mikroskop Olympus BH2 Fa. Olympus, Hamburg , 

Deutschland 
Mikroskop Axio Imager M2 Carl Zeiss AG, Oberkochen, 

Deutschland  
Multipipette plus Fa. Eppendorf AG, Hamburg, 

Deutschland  
pH-Meter 766 Calimatic  Knick Elektronische Messgeräte 

GmbH & Co. KG, Berlin, 
Deutschland  

Pipetman Classic P10, 
P20,P100,P200,P1000 

Gilson Inc. , Middleton, USA 

Spektralphotometer TECAN Sunrise Fa. Tecan, Männedorf, Schweiz  
Thermomixer 5437 Eppendorf AG, Wesseling-Berzdorf, 

Deutschland 
Vortex-Rührer Fa. Cenco, Breda, Niederlande  
Waage K7 Fa. Mettler, Zürich, Schweiz 
Zentrifuge Perfect Spin P PEQLAB Biotechnologie GmbH, 

Erlangen, Deutschland 
Tabelle 3: Liste der verwendeten Geräte 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien  
 

Material Hersteller 

Combitips plus 0,5ml Eppendorf AG, Hamburg, 
Deutschland 

Deckgläser, 24 x 32 mm  Gerhard Menzel GmbH, 
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Braunschweig, Deutschland  
Disposable Microtome Blades 
SEC35e 

Microm International GmbH, Walldorf, 
Deutschland 

Einmalspritze Omnifix 20 Duo B.Braun Melsungen AG, 
Melsungen,Deutschland 

Erlenmeyerkolben Fa. Schott, Mainz, Deutschland 
Glass strips 6.4x400x25mm Leica Microsystems CMS GmbH, 

Wetzlar, Deutschland  
Messkolben Fa. Schott, Mainz, Deutschland 
Messzylinder Fa. IDL, Nidderau, Deutschland 
Microcentrifuge Tube 0,5ml Brandtech Scientific Inc., Essex, UK 
Objektträger (OT) mit Mattrand Gerhard Menzel GmbH, 

Braunschweig, Deutschland  
Pipetten Fa. Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland   
Safe Seal Micro Tube 1,5ml SARSTEDT AG & Co., Nümbrecht, 

Deutschland 
VWR Microscope slides ECN 631-
1551 

VWR Radnor, Pennsylvania, USA 

Tabelle 4: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien 

 

2.1.3 Reagenzien und Substanzen  
 

Reagenzien/Substanzen Hersteller 

Adenosin-5´-triphosphat Dinatriumsalz 
Hydrat (ATP), Grad I, Ó 99 % 

Sigma-Aldrich Co. LLC, ST. Louis, 
USA 

Albumin-Standard-Ampullen (2mg/ml) 
mit BSA (Rinderserumalbumin) 

Sigma-Aldrich Co. LLC, ST. Louis, 
USA  

Ammoniumsulfid-Lösung, 21 % in H20 Fluka Analytical®, Honeywell® NJ, 
USA 

Ampuwa®, Wasser für 
Injektionszwecke 

Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, 
Deutschland 

BCA Protein Assay Kit PierceÊ 
 

Thermo Scientific, Schwerte, 
Deutschland 

Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl2) Sigma-Aldrich Co. LLC, ST. Louis, 
USA 

Cholesterin-Cholesteryl Ester 
Quantification Assay Kit (ab65359) 

Fa. Abcam plc, Cambridge, UK 

Cobalt(II)-chlorid Hexahydrat (Cl2Co · 6 
H2O) 

Carl Roth GmbH &Co. KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

D-(+)-Galactose>99% (G0750) Sigma-Aldrich Co. LLC, ST. Louis, 
USA 

DAB =3-3ó Diamino benzidine 
tetrahydrochlorid hydrate >97,5% 

Sigma-Aldrich Co. LLC, ST. Louis, 
USA 

di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat 
(Na2HPO4·2 H20) 

Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

Eosin G Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 
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Essigsäure 100% Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland,  

Ethanol 70% AppliChem GmbH, Darmstadt , 
Deutschland 

Ethanol 96% Sigma-Aldrich Co. LLC, ST. Louis, 
USA 

Gelatine gepulvert  Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

Glycin  Merck KGaA , Darmstadt, 
Deutschland 

Hämalaunlösung sauer nach Mayer 
Carl  

Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Heparin-Natrium Liquemine R 25000 Fa. Roche, Mannheim, Deutschland 
IsopropanolÓ99,7% AppliChem GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 
Natriumchlorid ( NaCl) >99,8% Carl Roth GmbH &Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland 
Normalfutter LASQC Diet Rot 16  Fa. LASvendi, Soest, Deutschland  
Normales Schweineserum Sigma-Aldrich Co. LLC, ST. Louis, 

USA 
Kaisers Glyceringelatine 
(Eindeckmittel) 

Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

Kaliumchlorid (KCl) Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

Kaliumchrom-III-sulfat (KCr(SO4)2) 
reinst. 

Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland 

Kaliumdihydrogenphosphat
 (KH2PO4) 

Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

Kaliumhydroxid (KOH) Plätzchen, rein J.T Baker, Avantor Center Valley, 
PA, USA 

Lectin von Bandeiraea simplicifolia, 
Isolectin B4, Peroxidase-konjugiert 
(L5391) 

Sigma-Aldrich Co. LLC, ST. Louis, 
USA 

Paraformaldehyd (PFA) Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland 
Roti® Histokit Carl Roth GmbH &Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland 
Streptavidin-Biotinylated Horseradish 
Peroxidase Complex RPN1051V 

GE Healthcare Life Services, 
Freiburg, Deutschland 

Tissue-Tek® 
 

Fa. Sakura Finetek Europe B.V., 
Alphen aan den Rijn, Niederlande 

Triglyceride Quantification Assay Kit 
ab65336 

Fa. Abcam plc, Cambridge, UK 

Triton X-100 Sigma-Aldrich Co. LLC, ST. Louis, 
USA 

Wasserstoffperoxid 30% Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

Xylol(Isomere)>98%, rein Carl Roth GmbH &Co. KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

Ŭ - Bungarotoxin, Biotin XX-konjugiert 
B1196 

Life Technologies GmbH, 
Darmstadt, Deutschland 

Tabelle 5: Liste der verwendeten Substanzen und Reagenzien 
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2.1.4 Antikörper 

Antikörper Be-
schreibung 

Katalog-
Nummer 

Firma Konzen-
tration 

Primär-
antikörper 

    

Anti-
Cyclooxygenas
e 2 

Polyklonaler 
Kaninchen 
anti-Cyclo-
oxygenase-2-
AK 

Ab 
15197 

Fa. Abcam 
plc., 
Cambridge, UK 

1:100 

Anti-IL-1ß Polyklonaler 
Kaninchen 
anti-IL-1ß-AK 

Ab9722 Fa. Abcam 
plc., 
Cambridge, UK 

1:100 

Anti-MOMA-2 Polyklonaler 
Ratten anti-
MOMA-2-Ak 

MCA519
G 

BIORAD, 
Oxford, UK  

1:25 

Anti-MuRF-1 
(H145) 

Polyklonaler 
Kaninchen 
anti-MuRF-
1(H145)- AK 

Sc-
32920 

Fa. Santa Cruz 
Biotechnology  
Inc.,Dallas, 
USA 

1:100 

Sekundär-
antikörper 

    

Anti-Kaninchen 
IgG 

Polyklonaler 
POD-
konjugierter 
Ziege anti-
Kaninchen 
AK 

ZRH115
8 

Fa.LINARIS 
Biotechnologis
che Produkte 
GmbH, 
Dossenheim, 
Deutschland 

1:200 
 

Anti-Ratte IgG Polyklonaler 
POD-
konjugierter 
Ziege anti-
Ratte AK 

STAR11
4P 

BIORAD, 
Oxford, UK 

1:200 

Tabelle 6: Liste der verwendeten Primär- und Sekundärantikörper mit den zugehörigen 

Verdünnungen 

 

2.1.5 Software 
 

Anwendung / Gerät Software Hersteller 

Graphische 
Darstellungen 

Microsoft Exel 2010  Microsoft Corporation, 
Redmond, USA 

Lichtmikroskopische 
Aufnahmen 

AxioVisioin Release 
4.8.2 

Carl Zeiss AG, 
Oberkochen, 
Deutschland 

Lichtmikroskopische 
Auswertung 

ImageJ.exe National Institutes of 
Health, USA 

Statistische Analyse  Sigma Plot 12.0 Systat Software, Inc., 
Chicago, USA 

Tabelle 7: Liste der verwendeten Software 
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2.2 Methoden  

2.2.1 Tiere  

 

Es wurden jeweils 30-Wochen alte Mäuse des C57BL/6-Stamms verwendet, 

bei denen entweder 1) das ApoE-Gen (ApoE-/-), 2) das PACAP- und das 

ApoE-Gen (PACAP-/- / ApoE-/-) bzw. 3) das PAC1- und das ApoE-Gen 

(PAC1-/- / ApoE-/-) ausgeschaltet wurde. ApoE-/--Mäuse dienten als Kontrolle 

für die Doppel-Knockouts. Der Tierversuchsantrag wurde vom 

Regierungspräsidium Gießen genehmigt (Aktenzeichen 

V5419c2015h01MR20/26 Nr.21/2014). 

2.2.2 Materialgewinnung und Materialvorbereitung  

 

In der vorliegenden Arbeit standen folgende drei verschiedene Maus-

Genotypen für Untersuchungszwecke zur Verfügung:1.) ApoE-/- (n=5), 2.) 

PACAP-/- / ApoE-/- (n=5), 3.) PAC1-/- /ApoE-/- (n=5). Alle 15 männlichen Tiere 

erhielten Standardfütterung (SF) (Ŭ DEBW20060, LASQC Diet Rod16, 

LASvendi GmbH, Soest, Deutschland). Durch Punktion des linken Ventrikels 

des Herzens der Tiere konnte Blut entnommen werden. Die zellulären 

Blutbestandteile des entnommenen Heparin-Blutes wurden abzentrifugiert 

[10min. bei 3000 Upm. (1000 x g)] und anschließend freies Plasma-

Cholesterin bzw. Cholesterinester photometrisch (ɚmax= 570nm) bestimmt. 

Zusätzlich wurden die Triacylglyceridspiegel photometrisch gemessen. Die 

Bestimmung der Blutfettwerte (Cholesterol/cholesteryl ester quantitation 

assay kit [ab 65359], Triglyceride quantification assay kit [ab 65336]; Abcam, 

Cambridge, UK) erfolgte durch Mitarbeiter*innen der Arbeitsgruppe Kinscherf 

im Institut für Anatomie und Zellbiologie in Marburg. Zusätzlich wurden bei 

den Mäusen der M. triceps surae (M. soleus und M. gastrocnemius) 

freipräpariert, entnommen und für (immun)histochemische und 

molekularbiologische Untersuchungen asserviert. 
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Materialvorbereitung für (Immun)histochemische und molekularbiologische 

Untersuchungen: 

1. Nach Entnahme des Gewebes erfolgte die Einbettung der 

Gewebeproben (M. triceps surae) auf Tissue-TEK® 

2. Schockgefrieren mit Flüssigstickstoff-gekühltem Isopentan (2-

Methylbutan) und Lagerung bei -80 °C. 

3. Anfertigung von 8 ɛm dicken Muskelquerschnitten f¿r die 

(Immun)histochemie mit Hilfe eines Kryostaten (Zeiss Hydrax C60) bei 

-20 °C. Es wurden Chromalaun-Gelatine-beschichtete Objektträger 

genutzt und je drei Schnitte aufgetragen. 

4. Während der Anfertigung der Gewebeschnitte wurden regelmäßig zur 

Überprüfung der Schnittebene Übersichtsfärbungen mit Hämatoxylin-

Eosin (HE) durchgeführt.  

5. Anschließend Konservierung der Gewebeschnitte bei -80 °C. 

 

Anfertigung der Chromalaun-Gelatine beschichteten Objektträger: 

1. 1 g Gelatine gepulvert abwiegen und mit 100ml A. dest. bei 40° C mit 

dem Magnetrührer auflösen 

2. Lösen von 0,1g Kaliumchrom-III-sulfat in 30ml A. dest. bei 40° C 

3. Gelatine und Chrom auf einem Magnetrührer mischen und mit A. dest. 

auf 200ml auffüllen 

4. Auftragen der Gelatine-Lösung auf die Objektträger. 

5. Trocknen der Objektträger bei Raumtemperatur. 
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2.2.3 Färbungen  

2.2.3.1 Hämatoxylin-Eosin (HE) 

 

Zur Überprüfung der horizontalen Schnittebene und Orientierung im 

Präparat, wurde von den mit Hilfe des Ultrakryotoms hergestellten 

Kryoschnitten regelmäßig HE-Färbungen angefertigt (Abbildung 15). 

 

Abbildung 15: HE-Färbung zur Übersicht eines Präparats. Grün markiert: M. gastrocnemius; 

rot markiert: M. soleus; gelb markiert: M. plantaris 

 

Durchführung: 

1. Zur Färbung der Zellkerne erfolgte die Inkubation der Präparate für 30 

Sekunden in Hämalaun-Lösung nach Mayer. 

2. Bläuen der Kerne für fünf Minuten unter fließendem Leitungswasser. 

3. Zur Färbung des Zytoplasmas erfolgte die Inkubation der 

Muskelschnitte für drei Minuten in 0,1 % wässrigen Eosin G. 

4. Waschen der Muskelschnitte auf den OT für drei Minuten in einer 

Küvette mit A. dest. 
















































































































































