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Kurzfassung 

 

 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die intrazellulären Regulationsmechanismen der 

Apo(a) Transkription mit besonderem Augenmerk auf die intrazellulären Rezeptoren 

FXR und CAR ein wenig besser zu verstehen. In vitro wurden der Einfluss von 1,4-

bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)]benzen (TCPOBOP), ein Agonist für den CAR-

Rezeptor, und Stanozolol, ein AR Agonist, an primären Hepatozyten von YAC-

Apo(a)-transgenen Mäusen untersucht. Stanozolol konnte die Apo(a) Expression 

verringern, während TCPOBOP in vitro keine Wirkung zeigte. In vivo erhöhte jedoch 

TCPOBOP die Apo(a) Plasmaspiegel von transgenen Mäusen signifikant. 

In weiteren Experimenten wurde die Rolle des FX-Rezeptors in der Regulation des 

Apo(a) in vivo untersucht, indem ein transgener Apo(a) Mausstamm mit einem FXR 

k.o. Mausstamm gekreuzt und einem Fütterungsexperiment mit dem FXR-Agonisten, 

Cholsäure unterzogen wurde. Dabei zeigte sich, dass Mäuse, die sowohl Apo(a) 

transgen, als auch FXR k.o. sind, deutlich höhere Apo(a) Plasmaspiegel aufweisen 

als normale Apo(a) transgene Mäuse, wobei dieser Effekt bei den Männchen beson-

ders deutlich erkennbar ist. Die Fütterung mit Gallensäuren senkte bei jenen Mäu-

sen, die sowohl Apo(a) transgen, als auch FXR k.o. sind, die Apo(a) Plasmaspiegel 

nur auf 50 % des Ausgangswertes, während bei normalen Apo(a) transgenen Mäu-

sen eine Senkung auf ca. 10 % des Ausgangswertes erreicht werden konnten. 
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Abstract 
 

 

The aim of this thesis was to elucidate the mechanisms of apo(a) regulation with 

special attention to the intracellular receptors FXR and CAR. In vitro the effects of 

TCPOBOP, a CAR agonist and stanozolol, an AR agonist on cultures of primary 

YAC-apo(a)-transgenic mouse hepatocytes have been examined. Stanozolol was 

able to reduce the apo(a) expression, whereas 1,4-bis[2-(3,5-

dichloropyridyloxy)]benzene (TCPOBOP) did not show any effects in vitro. In vivo 

however, TCPOBOP led to an increase of apo(a) plasma levels in transgenic mice. 

Moreover, to investigate the role of FXR in the regulation of apo(a), YAC-apo(a)-

transgenic mice were crossed with FXR-knockout mice. The resulting mice, which 

were transgenic for apo(a) in addition to FXR knock out, had distinctively higher 

apo(a) plasma levels than normal apo(a) transgenic mice, especially the male ones. 

These apo(a) transgenic FXR k.o. mice were used in a feeding experiment with 

cholic acid, a FXR agonist. Cholic acid was able to reduce apo(a) plasma levels in 

normal apo(a) transgenic mice to 10 % and in apo(a) double transgenic FXR k.o. 

mice only to 50 % of the starting  value. 
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1 Einleitung 

1.1 Entdeckung und Struktur des Lipoprotein(a) [Lp(a)] 

Lp(a) wurde zum ersten Mal von Berg (1963) beschrieben. Es kommt nur im Blut-

plasma von Menschen, einigen Primaten (Makino et al. 1991) und im Igel (Laplaud et 

al. 1988) vor.  

Lipoprotein(a) gehört zur Gruppe der „Low-densitiy lipoproteins“ (LDL), den Lipopro-

teinen mit geringer Dichte, die reich an Cholesterin und Cholsterinestern sind. Das 

wichtigste und charakteristische Apolipoprotein des LDL ist das Apolipoprotein B-100 

[ApoB-100]. (Nelson und Cox 2001) 

Lp(a) ist ein modifiziertes LDL-Partikel, bei dem das ApoB-100 durch eine einzige 

Disulfidbrücke mit einem weiteren Apolipoprotein, dem Apolipoprotein(a) [Apo(a)] 

verbunden ist. Die Disulfidbrücke besteht zwischen dem einzigen freien Cystin des 

Apo(a), Cys-4057 und dem Cys-4326 des ApoB-100 des LDL.  

 

 
Abbildung 1: Diese Abbildung zeigt ein LDL Partikel mit dem 

Apolipoprotein(a), das sich wie eine Kette um das LDL legt. Man 

erkennt auch die Wiederholungssequenzen des Kringel-4 Motivs. 
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Die Bildung dieser Disulfidbrücke findet nicht intrazellulär statt, sondern erst in der 

Blutbahn (Dieplinger und Utermann 1999 und Koschinsky und Marcovina 2004). 

Chemisch gesehen besteht Lp(a) aus 30 % Protein, 10 % Kohlenhydraten, 37 % 

Cholesterin und Cholesterinester, 18 % Phospholipiden und 5 % Triglyceriden. 

Apo(a) besitzt eine relativ große Ähnlichkeit zu Plasminogen durch seine repetitiven 

Sequenzen, die sogenannten Kringel (engl. „kringles“) (McLean et al. 1987), aber 

auch durch seine endständige Proteasedomäne. Alleine im Menschen gibt es über 

30 verschiedene Isoformen, die sich durch die unterschiedliche Anzahl an repetie-

renden Kringel-4 Domänen unterscheiden, was zu einem extremen Größenpoly-

morphismus des Lipoproteins führt. (Lackner et al. 1993) 

 

 
Abbildung 2: Apolipoprotein(a) und die Homologie zu Plasminogen. Die 

Abbildung zeigt oben einen Vergleich der cDNA (revers transkribierte mRNA 

als Abbild der Proteinaufbaus) von Plasminogen und Apo(a) mit den Wie-

derholungssequenzen der Kringel-4 Domänen. Unten zeigt die Abbildung 

einen Vergleich der fertigen Proteinstruktur von Plasminogen und Apo(a). 

Man beachte die Schnittstelle (nur Plasminogen weist eine auf) des Plasmi-

nogenaktivators (t-PA), der Plasminogen in das fibrinolytische Plasmin um-

wandelt.  
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1.2 Physiologisches zum Lipoprotein(a) 

Trotz vieler, teilweise kontroversieller Vermutungen bleibt die physiologische Funkti-

on des Lp(a) weiterhin unklar. Es ist jedoch auffallend, dass der Lp(a) Plasmaspiegel 

im Laufe des Lebens zunimmt und dass Personen mit hohen Lp(a) Spiegeln weniger 

häufig an Krebs erkranken. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass dieses Li-

poprotein möglicherweise einen protektiven Effekt vor Krebserkrankungen besitzt. 

Außerdem besitzt Lp(a) Eigenschaften, die die Entstehung von Thromben fördern. 

(Caplice et al. 2001). 

Einen Hinweis auf entzündungsfördernde Wirkungen von Apolipoprotein(a) gibt es  

bei Busso et al. (2001), die Apo(a) in der Synovialflüssigkeit von entzündeten Gelen-

ken finden, wobei das Apo(a) aus dem Blut stammen muss, da keine Expression von 

Apo(a) in den das Gelenk umgebenden Geweben gefunden werden konnte.  

 

1.2.1 Lp(a) und Arteriosklerose 

Erste Vermutungen, dass Lp(a) starke  atherogene Wirkungen haben  könnte, gab es 

bereits in den 70er Jahren. Bestätigt wurden diese Vermutungen durch umfangreiche 

Studien. 

So zeigten Kostner et al. (1981), dass Patienten mit Lp(a) Werten über 50 mg/dl ein 

2,3 faches relatives Risiko besitzen einen Myocardinfarkt zu erleiden. Marcovina et 

al. (2003) zeigten schließlich, dass das KHK Risiko bei Personen mit erhöhten Lp(a)-

Plasmaspiegeln (> 30 mg/dl) mehr als verdoppelt ist.  

Die Lp(a) Plasmaspiegel schwanken in der Bevölkerung zwischen <1 und 1000 mg/l, 

der Durchschnittswert liegt bei ca. 5-20 mg/dl. Der Lp(a) Spiegel einzelner Personen 

erscheint  gut reguliert und im Laufe des Lebens relativ konstant gehalten, wobei er 

im Alter allerdings zunimmt. 

 

1.2.2 Lp(a) und Tumorerkrankungen  

Die Wirkung des Lp(a) gegen Tumorerkrankungen wird bereits lange vermutet. Ei-

nerseits gibt es Hinweise, dass Personen, die an Tumorerkrankungen leiden, höhere 

Lp(a) Plasmaspiegel besitzen. In Studien von Wright et al. (1989) zeigte sich, dass 

der Lp(a) Plasmaspiegel von Krebspatienten verglichen mit denen von Kontrollpati-
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enten eine Ungleichverteilung aufweist. Ebenso stellten Kim et al. (2003) bei Nackt-

mäusen fest, dass Apo(a) das Wachstum von Coloncarcinomen hemmt. Der Anstieg 

von Lp(a) im Alter könnte auch ein Hinweis darauf sein, dass Personen entweder im 

Alter einen höheren Schutz benötigen oder dass Personen mit höheren Lp(a) Plas-

maspiegeln älter werden, weil sie ein geringeres Risiko besitzen an Krebs zu erkran-

ken. Andererseits zeigten Trieu et al. (1999) neben diesen statistischen Beobachtun-

gen, dass besonders jene Isoformen mit höherem Molekulargewicht und vielen Krin-

gel-4 Wiederholungssequenzen in der Lage sind, das Zellwachstum von LL/2 Lun-

genkrebszellen in Mäusen zu verringern. Seine Studie mit je 6 Mäusen dauerte 15 

Tage. In jenen Mäusen, die Apo(a) exprimierten wuchs der Tumor nur zur halben 

Größe (600 statt 1200 mm³). Trieu fand außerdem eine verminderte Angiogenese 

und führte das geringere Tumorwachstum auf diese zurück.  

Die Hemmung der Angiogenese ist allerdings ein umstrittener Punkt, da in anderen 

Studien gerade diese widerlegt wird. So findet z.B. Lou et al. (1998) keinen Einfluss 

von Apo(a) auf das Gefäßwachstum. 

 

1.2.3 Lp(a) und Thrombose 

Kann erhöhtes Lipoprotein(a) die Entstehung von Thrombose fördern? Die Ausei-

nandersetzung mit dieser Frage ist nicht nur in bezug auf die tiefe Beinvenenthrom-

bose und ihrer Komplikation, der Lungenembolie interessant, sondern auch deshalb, 

weil der Verschluss arterieller Gefäße oft auf dem Boden einer bereits bestehenden 

Arteriosklerose stattfindet. Falls Lipoprotein(a) die Bildung von Blutgerinnseln also 

fördert, könnte dies die Bedeutung von Lipoprotein(a) als zusätzlichen Risikofaktor 

bei der Arteriosklerose besser verständlich machen. 

Tatsächlich gibt es einige Studien, die diese Ansicht unterstützen. So konnten Capli-

ce et al. (2001) zeigen, dass das Apoprotein(a) in der Lage ist an TFPI („tissue factor 

pathway inhibitor“, Hemmer des Faktors VII in der Blutgerinnung) zu binden und die-

sen dadurch zu hemmen.  

So wirkt Apoprotein(a) sowohl prothrombotisch, indem es die Blutgerinnung durch 

Hemmung eines Inhibitors (TFPI) fördert, als auch antithrombolytisch durch die 

Hemmung der Wirkungen von Plasminogen.  

Plasminogen ist die Vorstufe des Plasmin, einer gerinnselauflösenden Fibrinprotea-

se. Plasminogen muss sich vor seiner Aktivierung an das Fibrin des Blutgerinnsels 
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binden und kann dann durch den ebenfalls dort gebundenen Gefäßwand Plasmin 

Aktivator (tPA) in Plasmin umgewandelt werden. 

Außerdem aktiviert Apo(a) den Inhibitor des Plasminogenaktivators (PAI). 

Die sowohl prothrombotischen als auch antithrombolytischen Eigenschaften könnten 

in der Tat die Entstehung von Komplikationen, die meist auf Verschlüssen bereits 

geschädigter Gefäße beruhen, bei der Arteriosklerose fördern. 

 

 

Abbildung 3: Lipoprotein(a) wirkt durch seine Ähnlichkeit zu Plasmino-

gen über mehrere Wege prothrombotisch. Einerseits hemmt es die Bin-

dung von Plasminogen an seinen spezifischen Rezeptor und auch an das 

Fibrin des Blutgerinnsels, andererseits aktiviert es den Plasminogeaktiva-

torinhibitor 1 (PAI-1), der durch Hemmung des Gefäßwand Plasminoge-

naktivators (t-PA) die Umwandlung von Plasminogen zu Plasmin, der fibri-

nolytischen Protease, bremst. 

 

1.3 Einflüsse auf den Lp(a)-Plasmaspiegel 

Es wurde beobachtet, dass Menschen die an Gallenstau (Cholestase) leiden, durch-

wegs niedrige Lp(a) Werte besitzen. Nach Beseitigung der Ursache des Gallenstaus 

gehen die Werte wieder auf die ursprüngliche Höhe zurück. Dies ist ein möglicher 

Hinweis darauf, dass die Apo(a) Transkription durch Rezeptoren für Gallensäuren 

reguliert wird. 
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Ebenso wurde beobachtet, dass Personen, die sich unter einer antiepileptischen 

Therapie mit Valproinsäure befinden, höhere Lp(a) Werte besitzen als vor Therapie-

beginn. 

Es wurden bereits viele Behandlungsversuche unternommen, die meisten davon 

durch Diäten oder Lipidsenker, wie zum Beispiel Statine. Gerade die Statine jedoch 

besitzen unvorhersehbare Wirkung auf den Lp(a) Spiegel. Zum Teil wird er von ihnen 

sogar erhöht (Kostner et al. 1989). 

Nicotinsäure und deren Derivate erniedrigen den Lp(a) Plasmaspiegel bis zu 30%, 

werden jedoch wegen ihrer Nebenwirkungen wenig eingesetzt. Auch durch anabole 

Steroide kann der Lp(a) Spiegel gesenkt werden, was jedoch auf Grund der Neben-

wirkungen gerade im Herzkreislaufsystem keine verwendbare Behandlungsmöglich-

keit erhöhter Lp(a) Werte darstellt (Kostner 2005). 

 

1.4 Regulation der Apo(a) Transkription 

Promotorstudien zeigen, dass der Apo(a) Promotor unter vielen anderen 4 Bin-

dungsstellen für HNF1a, 2 Bindungsstellen für CAR und eine Bindungsstelle für FXR 

aufweist. Die Regulation von Apo(a) durch HNF1a ist schon lange bekannt (Wade et 

al. 1994).  

 

1.5 CAR (constitutive androgen receptor) 

Der erste Rezeptor dieser Gruppe wurde im Menschen gefunden und CARα oder 

hCAR genannt. Erst später wurde CARβ der Maus entdeckt. (mCAR). Das Verhältnis 

dieser beiden Rezeptoren zueinander ist allerdings unklar. 

Die Homologie zwischen CARα (hCAR) und CARβ (mCAR) beträgt nämlich nur 88%. 

Dies ist im Vergleich zu den meisten anderen Rezeptoren relativ niedrig.  

 

Normalerweise werden in Versuchen zwei verschiedene Aktivatoren, nämlich Phe-

nobarbital für hCAR und 1,4-bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)]benzene (TCPOBOP) für 

mCAR, eingesetzt.  

Der Name CAR stammt von der Hypothese ab, dass dieser Rezeptor konstitutive 

Aktivität (d.h. Aktivität im nicht ligandengebundenen Zustand) besitzt. Man fand näm-
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lich überraschenderweise, dass CAR durch die Androgene Androstenol und Andro-

stanol gehemmt wird. Dasselbe gilt auch für alle anderen Androgene, wie zum Bei-

spiel Testosteron. Die in Laborversuchen eingesetzten Substanzen Phenobarbital 

(für hCAR) und TCPOBOP (für mCAR) sind jedoch Aktivatoren von CAR. (Laudet 

und Gronemeyer 2002) 

TCPOBOP erwies sich in Versuchen als der beste Aktivator von mCAR (Tzamelli et 

al. 2000) 

 

1.6 FXR (farnesoid x receptor) 

Dieser Rezeptor, der sich schließlich als der nukleäre  Rezeptor für Gallensäuren 

herausstellte, wurde ursprünglich nach seiner Eigenschaft benannt, dass Farnesoide 

an ihn binden und ihn aktivieren können. Farnesoide sind Vorstufen des Cholesterins 

und der Gallensäuren. (Nelson und Cox 2001) 

 

Nach seiner Funktion ist FXR ein Rezeptor für Gallensäuren weil er die Expression 

des Cholesterin 7α-Hydroxylase (Cyp7A) Gens hemmt. Cyp7A ist das Schlüsselen-

zym für die Gallensäurensynthese. Außerdem aktiviert FXR die Expression von 

IBABP (ileal bile acid binding protein), das für den Transport der Gallensäuren vom 

Magen-Darm-Trakt zur Leber verantwortlich ist. 

Zunächst konnte keine direkte Bindung der Aktivatoren beschrieben werden, woraus 

der Schluss gezogen wurde, dass der physiologische Ligand von FXR möglicherwei-

se eine Substanz aus dem Farnesoidmetabolismus sein könnte. Ein Zwischenpro-

dukt aus diesem Stoffwechselweg ist tatsächlich in der Lage FXR zu aktivieren, wor-

aus gefolgert wurde, dass FXR Teil des Signaltransduktionsweges für die Kontrolle 

der Cholesterinbiosynthese sein könnte. 

Man fand heraus, dass alle Gallensäuren selektive Aktivatoren von FXR vermittelter 

Transkription sind und dass die Gallensäurekonzentrationen in Leber und Darm aus-

reichend sind, um FXR zu aktivieren. (Laudet und Gronemeyer 2002) 

Außerdem besitzen Mäuse, deren FXR Gen ausgeschalten wurde (FXR knock out, 

FXR k.o. Mäuse) keinen normalen Glucosestoffwechsel mehr. Dies konnten Ma et al. 

(2006) zeigen. Die Mäuse besitzen erhöhte Glucose Serumspiegel und eine abnor-

me Insulin- und Glucosetoleranz. 
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Li et al. (2006) fanden heraus, dass FXR auch im Gewebe der Gefäßwände expri-

miert wird und dass Aktivierung von FXR entzündungshemmend auf die glatten Ge-

fäßmuskelzellen wirkt und außerdem deren Wanderung hemmt. 

Neuere Forschungsarbeiten zeigen, dass FXR die normale Leberregeneration regu-

liert und die Leber vor Krebsentstehung schützt. (Wang et al. 2008) 

 

Gallensäuren sind in der Lage die FXR vermittelten Reaktionen in der Zelle hervorzu-

rufen, allerdings scheint die Bindung der verschiedenen Gallensäuren (Chenodeso-

xycholsäure, Desoxycholsäure, Cholsäure, Ursodesoxycholsäure und Lithocholsäu-

re) unterschiedliche Konformationen von FXR mit Aktivierung von unterschiedlichen 

Zielgenen hervorzurufen. (Lew et al. 2004) 

 

In einer Studie unserer eigenen Arbeitsgruppe aus dem Jahr 2002 wurde festgestellt, 

dass Menschen, die durch Gallenstau erhöhte Gallensäurekonzentrationen in Blut 

und Leber besitzen, viel niedrigere Apo(a) Plasmaspiegel haben. Nachdem die glei-

che Beobachtung auch bei transgenen Mäusen, die mit Gallensäuren gefüttert wur-

den, gemacht werden konnte, liegt der Verdacht nahe, dass die Apo(a) Regulation 

FXR vermittelt ist. 

 

1.7 Ziel der Arbeit 

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die intrazellulären Regulationsmechanismen der 

Apo(a) Transkription besser zu verstehen, um daraus möglicherweise eine Therapie 

für Patienten mit erhöhtem Lp(a) Spiegel ableiten zu können. Besonderes Augen-

merk soll in dieser Arbeit auf die intrazellulären Rezeptoren FXR und CAR gelegt 

werden. 

 

Um die Wirkung von Androgenen zu untersuchen, wird zunächst in vitro ein Vorver-

such mit Stanozolol gemacht, von dem eine Senkung der Apo(a) Transkription erwar-

tet wird. 

Um die Rolle von CAR als konstitutivem Androgenrezeptor besser zu verstehen, soll 

in vitro eine Zellkultur von Apo(a) transgenen Mäusehepatozyten mit dem mCAR-

Agonisten TCPOBOP in verschiedenen Konzentrationen und für unterschiedlich lan-
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ge Zeitdauer behandelt werden. Schließlich sollen in vivo Versuchen Apo(a) transge-

ne Mäuse einem Fütterungsexperiment mit TCPOBOP unter ständiger Kontrolle der 

Apo(a) Spiegel im Blutplasma unterzogen werden. 

Letztlich soll noch in vivo die Rolle des FX Rezeptors in der Regulation des Apo(a) 

untersucht werden, indem zunächst ein transgener Apo(a) Mausstamm mit einem 

FXR k.o. Mausstamm gekreuzt und anschließend einem Fütterungsexperiment mit 

FXR-Agonisten, nämlich Cholsäure unterzogen wird. 
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2 Materialien und Methoden 

2.1 Rationale der Versuchsansätze 

Da Apo(a), wie oben erwähnt, außer vom Menschen nur von einigen wenigen Tierar-

ten gebildet wird, ist es schwierig, mögliche Modellorganismen zu finden, um Labor-

untersuchungen durchführen zu können. Menschliche immortalisierte Zelllinien sind 

ebenfalls keine guten Studienobjekte, da sie kein Apo(a) mehr produzieren. Die 

Apo(a) Translation der Zellen hört nämlich nach ca. 2-3 Tagen in Kultur auf.  

Das klassische Tiermodell, die Maus, besitzt kein Lp(a). Es gibt allerdings transgene 

Mäuse, die im Anschluss auch näher beschrieben werden sollen, die das Apolipopro-

tein(a) produzieren und ins Blut sezernieren, wo es frei, also an kein anderes Protein 

gebunden, vorkommt. Beim Menschen wird das Apo(a) translatiert und sezerniert 

und es verbindet sich erst in der Blutbahn mit dem LDL, um das Lp(a) zu bilden 

(Dieplinger und Utermann 1999). Ebenso wie beim Menschen findet auch bei der 

transgenen Maus die meiste Apo(a) Translation in der Leber, genauer gesagt in den 

Hepatozyten statt. Dies ist deshalb der Fall, weil für die Transkription eines bestimm-

ten Gens die Sequenz des Promotorabschnittes entscheidend ist und die Proteine 

und intrazellulären Rezeptoren, die an diesen binden, teilweise sehr spezifisch für 

bestimmte Zellarten des Organismus sind. Diese Proteine sind innerhalb verschiede-

ner Säugetierspezies doch so ähnlich, dass auch in der transgenen Maus in der sel-

ben Zellart wie beim Menschen die Translation des Apo(a) Gens stattfindet (Leber, 

Hoden). Übrigens gibt es auch transgene Hasen; auch diese besitzen die meiste 

Apo(a) Expression in Leber und Hoden (Rouy et al. 1997). Dass jene Proteine, die 

an die Promotorsequenz binden, bei der Maus doch etwas anders sind als die 

menschlichen, zeigt sich zum Beispiel in der Tatsache, dass die weiblichen Mäuse 

bis zu zehnmal höhere Apo(a)-Werte aufweisen können (bis zu 20 mg/dl) als ihre 

männlichen Artgenossen (meist < 2 mg/dl). Allerdings schwankt dieser Wert mit dem 

Zyklus, was ein weiterer Hinweis darauf ist, dass der hohe Wert der Mäuseweibchen 

mit den weiblichen Geschlechtshormonen zusammenhängt. Der Zyklus dauert bei 

der Maus drei Tage, außerdem sind die Apo(a)-Spiegel selbst bei Geschwistern oft 

sehr unterschiedlich, was randomisierte in vivo Experimente natürlich erschwert. 
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Um nun die Vergleichbarkeit bei der Behandlung mit verschiedenen pharmakologi-

schen Substanzen zu erhöhen, wäre es natürlich von Vorteil auch in vitro und somit 

in der Zellkultur einen passenden Modellorganismus zu besitzen. Leider produziert, 

wie oben erwähnt, keine der bekannten Zelllinien Apo(a).  

Kürzlich wurde auch die Möglichkeit der Verwendung von menschlichen Leberschei-

ben aus Operationspräparaten publiziert. (Jung et al. 2006) Diese zeichnen sich 

durch den Erhalt der physiologischen Leberstruktur und große Stabilität in der  

Genexpression aus, sind allerdings sehr schwierig zu bekommen. 

Darum wurde nun der Versuch unternommen, Hepatozyten von transgenen Mäusen 

als Primärzellkultur zu kultivieren und als Modellorganismus für verschiedene phar-

makologische Substanzen zu verwenden. 

 

2.2 Mäusestämme 

Im folgenden Abschnitt sollen die verwendeten Mäusestämme näher charakterisiert 

und ihre ursprüngliche Entstehung beschrieben werden. 

 

2.2.1 Transgene YAC-Apo(a) Maus 

Dieser Mausstamm hat ein zusätzliches künstliches Hefechromosom (Yeast artificial 

chromosome) in seinem Genom, das sowohl das menschliche Apo(a) Gen als auch 

den menschlichen Promotor trägt. (Aquati et al. 1999)  

Die Methode des künstlichen Hefechromosomes gibt es bereits seit 1987. (Burke 

1987). Das Prinzip besteht darin, ein bestimmtes Gen gemeinsam mit seinem Regu-

altionsabschnitt, dem Promotor, in einem künstlichen Chromosom in Hefezellen ein-

zubringen und dort zu vervielfältigen (Hefe teilt sich rasch).  

Schedl (1992) erzeugte transgene Mäuse, indem er die in den Hefezellen vervielfäl-

tigte DNA in die Vorkerne von Maus-Eizellen durch Mikroinjektion einbrachte. Die so 

behandelten Eizellen wurden in den Uterus weiblicher Mäuse implantiert und die ent-

standenen Nachkommen auf die Aktivität des zusätzlichen Gens geprüft und danach 

weitergezüchtet. Entscheidend verbessert wurde dieses Verfahren durch eine neue 

Reinigungstechnik (Schedl 1993). 
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2.2.2 FXR knock out Maus 

Dieser Mausstamm besitzt keinen Farnesoid X Rezeptor (FXR) mehr, da er künstlich 

ausgeschaltet wurde. Diese Maus wurde im Jahr 2000 von Sinal et al. erzeugt. Zur 

Ausschaltung bediente man sich eines Vektors mit einem Genkonstrukt, das in eine 

Mauseizelle eingebracht wurde. Anschließend wurden diese transgenen Mäuse mit 

anderen transgenen Mäusen gekreuzt, die ein spezielles virales Enzym exprimieren, 

die Cre Rekombinase. Dieses Enzym bewirkt den Ausschluss jenes bestimmten Ge-

nabschnittes, das durch den Vektor gekennzeichnet wurde. Dies führte in diesem 

Fall zum Ausschluss der Sequenz, die für FXR kodiert. 

Die Mäuse ohne FX-Rezeptor, dessen Ligand Gallensäuren sind, zeichnen sich 

durch erhöhte Plasmaspiegel  von Gallensäuren, Cholesterin und Triglyceriden aus. 

Äußerlich unterscheiden sie sich nicht von normalen Wildtyp-Mäusen und entwickeln 

sich auch völlig normal. Allerdings sind sie besonders empfindlich für gallensäurerei-

che Kost. Schon 1 % Cholsäuregehalt in der Nahrung bewirken bereits nach 5 Tagen 

30 % Gewichtsverlust und schwere Leberschäden, da diese Mäuse immer gleich viel 

Gallensäuren über den Stuhl ausscheiden und nicht in der Lage sind, die Menge ent-

sprechend anzupassen. Daher verbleiben diese viel länger im Körper und müssen 

auch vermehrt über die Nieren ausgeschieden werden. Ebenso bewirkt auch choles-

terinreiche Nahrung bei den Mäusen Leberschäden durch Fettvakuolenbildung. Die 

Untersuchung der Leber zeigte stark verminderte Mengen an Transportproteinen, die 

die Gallensäuren aus den Leberzellen in die Gallenwege ausschleusen, zum Bsp. 

Bsep, I-BABP.  (Sinal et al. 2000) 

  

2.3 Genotypisierung der FXR k.o. Mäuse: PCR 

2.3.1 Allgemeines zur Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Diese Methode wurde 1983 von Mullis entdeckt und stellte eine Revolution in der 

Biochemie und Genetik dar. Die Methode basiert darauf, spezifische DNA Sequen-

zen gezielt zu vervielfältigen. Dabei werden sogenannte Primer verwendet, die aus 

einer komplementären Sequenz zu den Beginn- und Endabschnitten bestehen und 

ein Enzym, das den dazwischenliegenden DNA Komplementärstrang aus freien Nuc-
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leotidtriphosphaten (ATP, GTP, CTP, TTP) synthetisiert. Dieses Enzym, die soge-

nannte taq-Polymerase ist in der Lage diese Reaktion bei 72°C durchzuführen und 

stammt ursprünglich aus einem Bakterium, das in heißen Schwefelquellen lebt, dem 

thermophilus aquaticus. Ein PCR-Reaktionszyklus besteht daher aus drei Teilvor-

gängen, die bei unterschiedlichen Temperaturen stattfinden: 

 

1. Schmelzen: Das ist das Lösen der beiden DNA Komplementärstrange vonein-

ander bei 95°C 

2. Der Anlagerung der Primer meist zwischen 55°C und 65°C 

3. Der Synthese eines neuen Komplementärstranges auf dem durch die Primer 

definierten Abschnitt durch die taq-Polymerase bei 72°C 

 

Diese drei Schritte werden nun 30-40 Mal durchlaufen, wobei sich die DNA bei jedem 

Zyklus theoretisch verdoppelt. 

Diese drei Temperaturen sowie die Zyklenanzahl lassen sich in einer speziellen Ma-

schine genau einstellen, wobei besonders der zweite Schritt optimiert werden muss, 

da die Anlagerungstemperaturen von Primer zu Primer unterschiedlich sind. 

 

2.3.2 Genotypisierung der FXR knock out Mäuse 

 

Zur Genotypisierung der gezüchteten Mäuse wird von der Schwanzspitze mittels 

Skalpell eine kleine Probe genommen („Tailtip“). Diese wird in 95 µl Puffer (Quiagen) 

mit 5 µl Proteinase K (Quiagen) bei 56°C im Thermomixer gelöst (ca. 3 h). Die Prote-

inase K ist ein spezielles Enzym, das die DNA, die in der Gewebeprobe vorkommt, 

von den Proteinen trennt, indem es diese zersetzt. Anschließend wird für 30 min zur 

Inaktivierung der Proteinase auf 85°C erhitzt. Die Proteinase verliert bei dieser Tem-

peratur ihre Aktivität. Dank der Entwicklung dieser speziellen Methode (Proteinase K) 

ist es nicht mehr notwendig, die DNA zu fällen und zu reinigen. 

1,6 µl der so entstandenen Lösung wird mit je 1 µl Primer mit den folgenden Sequen-

zen: F1 (forward 1): 5´-tctctttaagtgatgacgggaatct-3´, F2 (forward 2): 5´-gctctaagg 

agagtcacttgtca-3´, R (reversed): 5´-gcatgctctgttcataaacgccat-3´, 3,4 µl Wasser und 8 

µl GoTaq Green Mastermix (Promega) versetzt und im Thermocycler mit folgendem 

Temperaturverlauf behandelt:  
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1 Zyklus mit 5 min bei 95°C, 35 Zyklen mit 45 s bei 95°C, 45 s bei 60°C und 45 s bei 

72°C und 1 Zyklus mit 6 min bei 72°C. 

Das PCR-Produkt wird auf ein 2,5 % Agarosegel mit Ethidiumbromid zur Sichtbar-

machung der DNA-Banden aufgetragen und 40 min bei 70 Volt in 0,5 x TAE-Puffer 

laufen gelassen. 

Die Detektion der Banden erfolgt unter UV-Licht. 

 

2.4 Bestimmung der Apo(a) Plasmakonzentration: Delfia 

Diese Methode dient der Bestimmung des Plasma Apo(a)-Spiegels der untersuchten 

Maus. Es wird eine kleine Blutprobe benötigt, die zumeist retrobulbär genommen und 

mittels 1-2 µl EDTA ungerinnbar gemacht wird. Die Probe wird zentrifugiert und das 

Plasma abgehoben. 1 µl Plasma wird 1:5000 verdünnt und auf eine Delfia Platte, die 

zuvor mit einem primären Antikörper beschichtet wurde, aufgetragen.  

 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Apo(a) 

Delfia-Assays. 

 

 

Nach Inkubation wird die Platte gewaschen und ein sekundärer Antikörper gegen 

Apo(a) aufgetragen, der kovalent mit dem Lanthanoid Europium gebunden ist. Nach 

Zugabe einer Entwicklerlösung bildet sich ein fluoreszierender Europiumkomplex, der 

photometrisch vermessen werden kann. Es ist unbedingt notwendig mit einem 

Apo(a) Standard eine Eichreihe zu erstellen, um die Apo(a) Werte der Proben genau 

bestimmen zu können. 
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2.5 Primärzellkulturen von Maus-Hepatozyten 

2.5.1 Gewinnung der Zellen 

Bei dieser Prozedur handelt es sich um eine modifizierte Amaxa-Arbeitsvorschrift. 

(www.amaxa.com) Zur Gewinnung der Primärzellen muss die Maus zunächst be-

täubt werden. Dies geschieht mit 200 µl einer Lösung von Pentobarbital. Sobald die 

Maus schläft und keine Reflexe mehr zeigt, wird mit der Operation begonnen. Die 

Bauchdecke wird median eröffnet, das Darmkonvolut beiseite geschoben und in die 

Vena portae hepatis eine Venenkanüle (Braun) eingebracht. Danach erfolgt die Spü-

lung der Leber mit Heseleit Puffer für ca. 10 min und anschließend die Spülung mit 

Kollagenaselösung (Worthington), ebenfalls für ca. 10 min. Sobald die Leber blass 

schimmert, wird sie herausgeschnitten und durch ein steriles Sieb passiert, mit Puffer 

gewaschen und die Zellsuspension durch ein engmaschiges Zellsieb filtriert. Es wird 

mit Medium (DMEM) aufgefüllt, zentrifugiert, die Zellen gezählt und in mit Kollagen 

beschichteten 6wells (BD) mit 800000 Zellen pro well ausplatiert. Als Medium wird 

DMEM Medium verwendet mit 20 % FCS.   

 

2.5.2 Behandlung der Zellkultur 

Die Zellkultur wird für 4 h im Inkubator stehen gelassen, damit sich die Zellen absie-

deln und am Kollagen der Platte anhaften können; danach wird das alte Medium ab-

gesaugt, frisches Medium ohne FCS zugegeben, um die Zellen für ca. 6-8 h auszu-

hungern. Zu Versuchsbeginn wird das Medium erneut gewechselt, das mit der ent-

sprechenden Substanz versetzte Medium wird zugegeben und die Zellkultur nach 

Ablauf der Versuchszeit mit Lyse Puffer (Quiagen) lysiert. Dabei sollte beachtet wer-

den, dass die Primärzellkultur prinzipiell nicht länger als 3 Tage verwendet wird, da 

sich sonst die Zellen zu transformieren beginnen oder absterben, was natürlich die 

Ergebnisse beeinträchtigt. Außerdem fanden Wang et al. (2001), dass Hepatozyten 

von YAC-Apo(a) Mäusen nach 48 h in Zellkultur ohne Stimulation die Apo(a) Expres-

sion stark verringern. 
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2.5.3 Isolierung der RNA 

Aus dem Zelllysat der Kultur wird die RNA mittels eines Kits (Peqlab) isoliert und die 

Konzentration photometrisch gemessen (Nanodrop). Die RNA muss bei -70°C auf-

bewahrt werden. 

 

2.6 Isolierung von RNA aus Gewebe 

Die Gewebeprobe wird in ein Homogenisatorröhrchen mit Keramikkügelchen, das 

vorher mit 1 ml RIPA Puffer beschickt wurde gegeben und am Homogenisator ho-

mogenisiert. Nach Zentrifugation wird der Überstand abgehoben und daraus die RNA 

gefällt. Diese wird nun wiederum abzentrifugiert, mit Ethanol gewaschen und ge-

trocknet, anschließend in nukleasefreies Wasser aufgenommen und die Konzentrati-

on am Nanodrop Photometer gemessen. Nun kann die RNA der reversen Transkrip-

tion und Regulationsanalyse zugeführt werden. 

 

2.7 RNA Quantitierung 

2.7.1 Reverse Transkription 

Je nach Ausbeute werden 0,5 µg, 1 µg oder 2 µg RNA revers transkribiert.  

Die reverse Transkriptase ist ein Enzym, das ursprünglich in Retroviren vorkommt 

und auch künstlich rekombinant hergestellt werden kann. Das Enzym hat sein Tem-

peraturoptimum bei 37°C und synthetisiert zu einem RNA-Strang einen komplemen-

tären DNA-Strang und vervollständigt diesen zum Doppelstrang. Diese aus mRNA 

durch reverse Transkription gewonnene doppelsträngige DNA nennt man cDNA (für 

complementary DNA, copy DNA). 

 

2.7.2 Real time RT-PCR 

Die durch die reverse Transkription gewonnenen cDNA-Proben müssen entspre-

chend verdünnt werden (1:50 für 2 µg, 1:25 für 1 µg,… je nach eingesetzter mRNA-
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Menge), bevor sie nun wiederum einer PCR-Reaktion (siehe oben) unterzogen wer-

den, wobei die Primer auf die entsprechenden mRNA-Sequenzen der zu untersu-

chenden Gene zurechtgeschnitten sind. Es wird ein spezieller Fluoreszenzfarbstoff 

(SyBr Green) zugesetzt, der mit steigender DNA-Konzentration mehr Signal abgibt. 

Die Reaktion selbst erfolgt in einer 96-Proben Platte in einem speziellen Gerät, dem 

„LightCycler“ (Roche). Dieses Gerät führt die PCR-Reaktion (35 Cyclen) für alle 96 

Proben gleichzeitig durch und misst nach jedem Cyclus die Fluoreszenz jeder ein-

zelnen Probe. Entsprechend der Konzentration der zum Primer passenden cDNA 

steigt nun die Fluoreszenz bei niedrigerer oder höherer Zyklenanzahl sprunghaft an, 

wobei man den Wendepunkt in diesem sprunghaften Anstieg als „Crosspoint“ (CP) 

bezeichnet. 

 

2.7.3 Mathematische Auswertung 

Die mathematische Auswertung geschieht durch das REST© Programm von Michael 

W. Pfaffl. Dieses Programm setzt die vom Gerät ausgegebenen Crosspoints (CPs) 

mathematisch zueinander in Korrelation und berechnet den Faktor der relativen Hin-

auf- oder Hinunterregulation des untersuchten Gens. (Pfaffl 2001) 

 

Die PCR-Effizienz (E) ist ein Parameter, der die Qualität der eingesetzten cDNA (re-

vers transkribierte DNA) beschreiben soll und mit steigender DNA-Menge exponen-

tiell ansteigt.  Berechnet wird diese aus einer cDNA-Verdünnungsreihe und den ent-

sprechenden CPs nach der Formel: E = 10(-1/slope), wobei „slope“ den Abfall des CP 

nach Verzehnfachung der cDNA-Konzentration bedeutet. 

Da es sich allerdings um keine absolute, sondern um eine relative Quantifizierung 

handelt, benötigt man ein Referenzgen, das in den unterschiedlichen Zell- oder Ge-

webetypen möglichst gleich stark exprimiert wird. Auf die Menge der vorhandenen 

RNA des Referenzgens soll nämlich die Menge der RNA des Zielgens bezogen wer-

den.  

Am geeignetsten sind die sogenannten „housekeeping“ Gene. Dies ist deswegen 

erforderlich, um etwaige Schwankungen in der Gesamtmenge von RNA oder cDNA 

mathematisch ausgleichen zu können. 

Mit folgender Formel wird das Verhältnis der RNA Mengen des Zielgens der Probe-

gruppe im Verhältnis zur RNA Menge des Zielgens in der Kontrollgruppe berechnet. 
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Ratio (R) = (Etarget)ΔCPtarget (control – sample) /(Eref)ΔCPref(control – sample)  

 

R ist das Verhältnis der RNA Mengen. 

E sind wiederum die Effektivitätswerte, die zuvor mittels einer Verdünnungsreihe be-

stimmt werden müssen, ΔCP bezeichnet die Differenz der vom Gerät ausgegebenen 

Crosspoints sowohl des Zielgens als auch des Kontrollgens, wobei sich „control“ auf 

das Kontrollgewebe (in dem die Expression unter Umständen bereits gut bekannt ist) 

und „sample“ auf das Probegewebe bezieht. 

 

2.8 Spezielle Versuchsanordnungen 

2.8.1 Einfluss von Stanozolol auf die Expression von Apo(a) in 

primären Apo(a) transgenen Hepatozyten 

Die primären Hepatozyten werden auf die oben beschriebene Art und Weise gewon-

nen. Das Medium (DMEM mit 20 % FCS) wird nach 4 Stunden gewechselt und durch 

DMEM ohne FCS ersetzt. 24 h nach Gewinnung der Zellen wird der Versuch begon-

nen. Es wird das Medium gewechselt und der Behandlungsgruppe (12 Wells) DMEM 

Medium mit 10 % FCS und 100 µM Stanozolol (gelöst in 40 µl Ethanol) und der Kon-

trollgruppe DMEM Medium mit 10% FCS und 40 µl Ethanol (12 Wells)  zugesetzt. Es 

werden je 6 Platten nach 12 h und nach 24 h lysiert und wie oben beschrieben die 

RNA gewonnen, revers transkribiert und mit Real time PCR analysiert. Als Referenz-

gen dient Cyclophilin. 

 

2.8.2 Einfluss von TCPOBOP auf die Apo(a) Expression in pri-

mären Apo(a) transgenen Hepatozyten 

Die primären Hepatozyten werden auf die oben beschriebene Art und Weise gewon-

nen. Das Medium (DMEM mit 20 % FCS) wird nach 4 Stunden gewechselt und durch 

DMEM ohne FCS ersetzt. 24 h nach Gewinnung der Zellen wird der Versuch begon-

nen. Es wird das Medium gewechselt und die Platten mit DMEM Medium mit 10 % 
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FCS und dem CAR-Liganden (TCPOBOP, gelöst in DMSO, oder nur DMSO) be-

schickt. 

Die erste Platte erhält 3 Wells mit DMSO als Kontrolle und 3 Wells mit 250 nM 

TCPOBOP. 

Die zweite Platte erhält 3 Wells mit DMSO als Kontrolle und 3 Wells mit 500 nM 

TCPOBOP. 

Die dritte Platte erhält 3 Wells mit DMSO als Kontrolle und 3 Wells mit 1 µM TCPO-

BOP. 

Nach 48 h werden die Zellen lysiert, die RNA mittels Kit extrahiert und der Regulati-

onsanalyse (oben beschrieben) zugeführt. Als Referenzgen dient Cyclophilin. 

 

2.8.3 Einfluss von TCPOBOP auf die Apo(a) Expression in 

Apo(a) transgenen Mäusen 

Dieser Versuch erfolgt in vivo. Es werden 8 Apo(a) YAC transgene Mäuseweibchen 

mit ähnlichen Apo(a) Plasmaspiegeln ausgewählt. Diese werden in 2 Gruppen zu je 

4 Mäusen unterteilt. Gruppe 1 erhält für 6 Tage täglich 3 mg TCPOBOP pro kg Kör-

pergewicht in der Nahrung, Gruppe 2 erhält normale Nahrung ohne TCPOBOP. 

TCPOBOP wird mit der Pulvernahrung vermengt, anschließend werden mit etwas 

Wasser kleine Würstchen geformt, die im Abzug getrocknet und am nächsten Tag 

zerteilt werden. 

Die Apo(a) Plasmaspiegel werden alle 2 Tage mittels Delfia kontrolliert.  

Zu Versuchende werden die Tiere getötet und die Lebern der RNA Isolierung aus 

Gewebe mit anschließender Regulationsanalyse (oben beschrieben) zugeführt. Als 

Referenzgen dient Cyclophilin. 

 

2.8.4 Kreuzung FXR negativer Mäuse mit Apo(a) transgenen 

Mäusen 

Zur Überwachung der Mäusezucht wird einerseits Delfia, wie oben beschrieben ver-

wendet, um die Apo(a) Plasmaspiegel zu kontrollieren, wobei die Mäuse dazu min-

destens 4 Wochen alt sein müssen, um über einen konstanten Gallensäurestoff-

wechsel zu verfügen. 
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Andererseits werden zur Feststellung des FXR Genotyps Tailtips der Mäuse ge-

nommen, die durch Proteinase K verdaut werden. Die PCR und Gelelektrophorese 

wird wie oben beschrieben durchgeführt. 

 

Es werden für die F1 Generation 3 FXR negative Männchen (F0) mit 6 FXR positi-

ven, Apo(a) transgenen Weibchen (F0) gekreuzt (3 Käfige mit jeweils einem Männ-

chen und zwei Weibchen). 

Von der F1 Generation werden Mäuse mit Apo(a) Plasmaspiegeln für die Zucht der 

F2 Generation verwendet. 

Für die Zucht der F3 Generation werden homozygote FXR k.o. Mäuse mit hohen 

Apo(a) Plasmaspiegeln und FXR positive und heterozygote Mäuse mit hohen Apo(a) 

Plasmaspiegeln verwendet. 

 

2.8.5 Gallensäurefütterung Apo(a) transgener FXR negativer 

Mäuse 

Es wird die F3 Generation der oben beschriebenen gekreuzten Mäuse verwendet, 

wobei 6 weibliche Mäuse mit vergleichbaren Apo(a) Plasmaspiegeln aus der FXR 

negativen Gruppe und 6 Mäuseweibchen mit ähnlichen Apo(a) Plasmaspiegeln aus 

der FXR positiven/heterozygoten Gruppe ausgewählt werden. 

Die Fütterung erfolgt nun 4 Tage mit pulverisierter Kost, die mit 0,5 % Cholsäure 

gründlich vermengt wurde. Es wurden eigene Behälter für Pulverfutter verwendet, die 

einer Maus keine größere Menge als 5 g Futter pro Tag erlauben. 

Die Blutabnahmen mit Kontrollen der Apo(a) Plasmaspiegel (Delfia) erfolgen zu Ver-

suchsbeginn (Tag 0), am 2. Tag und zu Versuchende (Tag 4).  
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3 Ergebnisse 

3.1 Einfluss von Stanozolol auf die Expression von Apo(a) in primären 

Apo(a) transgenen Hepatozyten 

Die Behandlung von primären Hepatozyten mit 10-4 M Stanozolol zeigte eine nicht 

signifikante Reduktion der Apo(a) Expression auf 80 % nach 12 Stunden und eine 

signifikante Reduktion auf 60 % der Expression der unbehandelten Gruppe nach 24 

Stunden. Als Referenzgen für die mathematische Auswertung diente Cyclophilin. 
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Abbildung 5: Die Graphik zeigt den Verlauf der relativen Apo(a) Expression von Hepatozyten, die 

mit Stanozolol (10-4 M) behandelt wurden, im Vergleich zu unbehandelten primären Hepatozyten nach 

12 h und 24 h in Kultur. Es wurden Hepatozyten von Mäuseweibchen verwendet. Der Versuch begann 

12 h nach der Gewinnung der Zellen. (** p < 0,01) 
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3.2 Ergebnisse bezüglich CAR 

3.2.1 Einfluss von TCPOBOP auf die Apo(a) Expression in pri-

mären Apo(a) transgenen Hepatozyten 

Die Behandlung mit dem CAR Agonisten zeigte bei keiner verwendeten Konzentrati-

on signifikante Veränderungen in der Expression von Apo(a). Als Referenzgen diente 

wiederum Cyclophilin. Als Kontrollgen für die Wirkung diente Cyp2b. Dieses war 

zwar erhöht (zehnfach), jedoch nicht im zu erwartenden Ausmaß (tausendfach). 
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Abbildung 6: Primäre Hepatozyten von Apo(a) transgenen Mäuseweibchen wurden für 48 h mit 

250 nM, 500 nM und 1 µM TCPOBOP behandelt. Der Versuch wurde 12 h nach Gewinnung der Zel-

len begonnen. Es konnte jedoch keine signifikante Veränderung im Vergleich zu unbehandelten pri-

mären Hepatozyten (nur DMSO) festgestellt werden. 

 

 

3.2.2 Einfluss von TCPOBOP auf die Apo(a) Expression in 

Apo(a) transgenen Mäusen 

Bei der Fütterung der Tiere mit dem CAR Agonisten zeigte sich eine Erhöhung der 

Apo(a) Plasmaspiegel ab dem 4. Tag. Die Mäuse fraßen jedoch durch die Futterum-

stellung an den ersten 3 Tagen deutlich weniger als die vorgesehenen 5 g pro Tag. 

Nach der Gewöhnungsphase kam es zu einem deutlichen Anstieg der Apo(a) Plas-
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maspiegel der behandelten Mäuse, während die Plasmaspiegel der unbehandelten 

Mäuse gleich blieben. Die Regulationsanalyse zeigte eine 2,5 fache Erhöhung der 

Apo(a) Transkription der behandelten gegenüber der unbehandelten Gruppe und 

interessanterweise auch eine Reduktion der FXR/SHP Transkription. Als Referenz-

gen diente Cyclophilin. Das Kontrollgen Cyp2b war 28000 fach erhöht, woraus sich 

schließen lässt, dass der Agonist TCPOBOP seine Wirkung entfalten konnte. 
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Abbildung 7: Der Verlauf zeigt, dass jene 4 Apo(a) transgenen Mäuseweibchen, deren Nahrung 

3 mg TCPOBOP pro kg Körpergewicht pro Tag enthielt (schwarz), nach 6 Tagen deutlich höhere 

Apo(a) Plasmaspiegel besaßen als jene, die nur normale Kost erhielten (grau). Man erkennt auch den 

zyklischen Verlauf, der durch den Einfluss der Sexualhormone entsteht. Die geringe Beeinflussung 

der Apo(a) Plasmaspiegel durch TCPOBOP während der ersten Tage lässt sich durch die Beobach-

tung erklären, dass die Mäuse das ungewohnte Futter zunächst verschmähten, später aber der Hun-

ger groß genug wurde, sodass sie schließlich die angebotene Menge doch verzehrten. 
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Abbildung 8: Die Transkriptionsanalyse der Hepatozyten der 8 Mäuseweibchen nach Versuchende 

zeigt die deutliche Erhöhung der Apo(a) Transkription der TCPOBOP Gruppe bezogen auf die unbe-

handelte Gruppe. Es zeigt sich auch eine Hinunterregulation von FXR und die Tendenz einer Abnah-

me von SHP. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. (* p < 0,05) 

 

 

3.3 Ergebnisse bezüglich FXR 

3.3.1 Kreuzung FXR negativer Mäuse mit Apo(a) transgenen 

Mäusen  

Nach der Kreuzung der beiden Stämme zeigte sich, dass in der F3 Generation jene 

Mäuse, die homozygot FXR negativ sind und das Apo(a) Genkonstrukt besitzen, fast 

doppelt so hohe Apo(a) Plasmaspiegel aufweisen wie ihre heterozygot und homozy-

got FXR positiven Geschwister. Außerdem besitzen die FXR negativen Männchen 

annähernd gleich hohe Spiegel wie FXR negative Weibchen. Bei FXR positiven Mäu-

sen betragen die Spiegel der Männchen nur ungefähr ein Zehntel der Spiegel der 

Weibchen. 
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Abbildung 9: Die zweite Generation (F2) zeigte keine sehr deutlichen Unterschiede in den Apo(a) 

Plasmaspiegeln - die höchsten besitzen FXR negative Weibchen. Das Kollektiv besteht aus 5 Wildtyp-

Männchen, 7 heterozygoten Männchen, 7 FXR negativen Männchen, 12 Wildtyp-Weibchen, 11 hete-

rozygoten Weibchen und 12 FXR negativen Weibchen. Die Balken geben den Standardfehler des 

Mittelwertes an. 
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Abbildung 10: Die dritte Generation (F3) zeigt, dass die FXR negativen Männchen signifikant erhöhte 

Apo(a) Plasmaspiegel besitzen. Unter den Weibchen besitzen FXR negative fast doppelt so hohe 

Apo(a) Plasmaspiegel wie FXR positive. Das Kollektiv besteht aus 16 Wildtyp-Männchen, 17 hetero-

zygoten Männchen, 34 FXR negativen Männchen, 15 Wildtyp-Weibchen, 22 heterozygoten Weibchen 

und 45 FXR negativen Weibchen. Die Balken geben den Standardfehler des Mittelwertes an. (** p < 

0,01, *** p < 0,001) 
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Abbildung 11: Unter der Annahme, dass FXR ein dominantes Merkmal 

ist, ergibt sich diese Darstellung, bei der heterozygot und homozygot FXR 

positive Mäuse zusammengefasst sind (FXR pos.). Das Kollektiv besteht 

aus 33 FXR positiven und 34 FXR negativen Männchen und 37 FXR posi-

tiven und 45 FXR negativen Weibchen. Die Balken geben wieder den 

Standardfehler des Mittelwertes an. FXR positive Mäuse besitzen hoch-

signifikant niedrigere Plasma Apo(a) Werte als FXR negative Mäuse. (*** p 

< 0,001) 

 

 

3.3.2 Fütterung von Gallensäuren an Apo(a) transgene FXR 

negative Mäuse 

Die Hypothese für diesen Versuch war, dass FXR negative Mäuse mit ihren Apo(a) 

Plasmaspiegeln nicht auf Gallensäuren ansprechen. Es zeigte sich allerdings, dass 

FXR negative Mäuse ebenfalls, nur bei weitem nicht so stark wie FXR positive, mit 

ihren Apo(a) Plasmaspiegeln absinken. So erreichen FXR negative Mäuse am zwei-

ten Tag circa 80 % und am vierten Tag circa 50 % der Anfangswerte, während FXR 

positive bereits am zweiten Tag auf 40 % und am vierten Tag auf 10 % der Anfangs-

werte absinken. 
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Abbildung 12: Die grauen Balken zeigen die Reduktion der Apo(a) Plasmaspiegel in % des Aus-

gangswertes nach 2 Tagen Gallensäurefütterung, die schwarzen Balken nach 4 Tagen. Es wurden 

jeweils 5 (mit und ohne FXR) Apo(a) transgene Mäuseweibchen mit einer 0,5 % cholsäurehaltigen 

Kost gefüttert. Die Werte sind auf den Apo(a) Plasmaspiegel des jeweiligen Versuchstieres zu Ver-

suchsbeginn bezogen. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. Die Plasmaspiegel zu 

Versuchende sind in der FXR positiven Gruppe deutlich niedriger als in der FXR negativen Gruppe. 

(*** p < 0,001) 
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4 Diskussion 

4.1 Behandlung von primären Hepatozyten mit Stanozolol  

Stanozolol ist ein Ligand des Androgenrezeptors (AR) und ein bekanntes anaboles 

Steroid. Der stärkste natürliche Aktivator dieses Rezeptors ist Dihydrotestosteron. 

AR übt hemmende Wirkung auf die Expression vieler Gene aus, wobei die genauen 

Mechanismen größtenteils noch ziemlich unerforscht sind. (Laudet und Gronemeyer 

2002) Stanozolol wurde deswegen gewählt, weil es im Menschen zu einer starken 

Senkung des Lipoprotein(a) Plasmaspiegels führte (Kostner 2005). Die Behandlung 

von primären Hepatozyten mit Stanozolol zeigte, dass es zu einer Herunterregulation 

des Apo(a) Gens kommt, jedoch nicht in dem erwarteten Ausmaß. 

Wie sich später zeigte, ist das verwendete Narkotikum, Pentobarbital, ein starker 

Agonist an CAR, was durch den in den CAR Experimenten beobachteten hochregu-

lierenden Effekt von CAR die Wirkung von Stanozolol verringern könnte. Die 12 h 

von der Gewinnung der Zellen bis zum Versuchsbeginn und das zweimalige Wech-

seln des Mediums sind möglicherweise nicht ausreichend, um das Pentobarbital voll-

ständig aus der Zellkultur auszuwaschen. 

Stanozolol sollte eigentlich keine Wirkung an CAR besitzen, da für CAR nach langem 

Austesten verschiedenster Androgene nur Androstanol und Androstenol als Ligan-

den (und überraschenderweise Antagonisten) identifiziert werden konnten (Laudet 

und Gronemeyer, 2002).  

Die Beobachtung, dass das Androgen und AR Ligand Stanozolol Apo(a) Plas-

maspiegel verringern kann, deckt sich auch mit der unten diskutierten Publikation 

von Frazer (1995), der feststellte, dass Dihydrotestosteron in Apo(a) transgenen 

Mäusen für das Abfallen der Apo(a) Plasmaspiegel von Mäusemännchen zum Zeit-

punkt der Geschlechtsreife verantwortlich ist. 

Wieso es dann allerdings beim Menschen keine nennenswerten Unterschiede der 

Apo(a) Plasmaspiegel zwischen Männern und Frauen gibt, bleibt unklar. 
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4.2 CAR 

Der in vitro Versuch mit dem Agonisten für Mäuse-CAR zeigte jedoch keinerlei Aus-

wirkungen auf die Expression des Gens. Dies könnte auch an dem verwendeten 

Narkotikum liegen, Pentobarbital, das selbst ein Agonist für CAR ist. Es wurde in der 

Zellkultur zwar vor Versuchsbeginn innerhalb von 12 h zweimal das Medium ge-

wechselt, allerdings scheint diese Maßnahme nicht auszureichen, um Pentobarbital 

genügend aus den Zellen auszuschwemmen, um einen Effekt durch TCPOBOP be-

obachten zu können. Außerdem sind die in der Primärzellkultur beobachteten Effekte 

generell viel kleiner als die in vivo beobachteten Effekte. Um die CAR vermittelten 

Mechanismen in primärer Zellkultur besser studieren zu können, sollte in Zukunft ei-

ne Möglichkeit gefunden werden, die Tiere anders zu betäuben, zum Beispiel mit 

Isofluran, einem Inhalationsnarkotikum, das auch leicht flüchtig genug ist, um aus der 

Zellkultur abzudampfen, und von dem auch keine Effekte auf CAR oder FXR be-

schrieben sind. 

 

 CAR 

Hemmung durch 

Androstenol und  

Androstanol 

Aktivierung durch 

TCPOBOP,  

Phenobarbital 

 
Abbildung 13: Bei CAR handelt es sich wie der Name schon sagt, um einen konstitutiv, aktiven Re-

zeptor, das heißt: dieser Rezeptor benötigt keinen Liganden, um aktiv zu sein. Durch die Bindung der 

Liganden TCPOBOP oder Phenobarbital (und andere Barbiturate) kann er allerdings noch zusätzlich 

aktiviert werden. Die Bindung der Androgene Androstenol und Androstanol führt zu einer Hemmung 

des Rezeptors. 
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Die in vivo Experimente zeigten, dass die Aktivierung von CAR zu einer Erhöhung 

der Apo(a) Expression führt, wenn auch zu keiner allzu starken. Dabei sollte man 

sich bewusst sein, dass es sich bei CAR um einen konstitutiv aktiven Rezeptor han-

delt (Siehe Abb. 13) und dass die verwendete Substanz, TCPOBOP, im Unterschied 

zu den Androgenmetaboliten ein Aktivator von CAR ist (Laudet und Gronemeyer, 

2002). Somit scheinen Androgene über zwei verschiedene Wege eine Herunterregu-

lation von Apo(a) zu bewirken: einerseits über die Aktivierung von AR (Dihydro-

testosteron, Stanozolol) und andererseits über die Hemmung von CAR (Androstenol 

und Androstanol). 

 

4.3 FXR 

Der Umstand, dass Apo(a) transgene Mäuse mit künstlich ausgeschaltetem FX-

Rezeptor schon viel höhere Apo(a) Basisplasmaspiegel haben als ihre FXR positiven 

Apo(a) transgenen Artgenossen, ist ein starker Hinweis darauf, dass FXR eine ent-

scheidende Rolle in der Regulation des Apo(a) Gens spielt. 

Die niedrigen Apo(a) Plasmawerte in der F2 Generation lassen sich dadurch erklä-

ren, dass die Mäuse in dieser Generation nur heterozygot Apo(a) transgen waren. 

Bei der Züchtung der nächsten (F3) Generation wurde dann besonderes Augenmerk 

darauf gelegt, nur jene Mäuse mit den höchsten Apo(a) Plasmaspiegeln weiterzu-

züchten. Die Genotypisierung zur Unterscheidung zwischen Apo(a) homozygoten 

und heterozygoten Tieren ist nämlich sehr aufwendig und liefert oft keine eindeutigen 

Ergebnisse. Der Phänotyp erwies sich als vollkommen ausreichend, um eine stabile 

Apo(a) Expression in den Nachkommen zu erzielen, die man auch statistisch aus-

werten konnte. 

Die Tatsache, dass normale Apo(a) transgene Weibchen zehn bis hundertfach höhe-

re Apo(a) Plasmaspiegel besitzen als Apo(a) transgene Männchen ist schon lange 

bekannt. Dies wurde den Sexualhormonen zugeschrieben. Dafür spricht auch, dass 

die Apo(a) Werte zyklusabhängig sind. 

Frazer et al. (1995) konnten zeigen, dass dieser Effekt androgenabhängig ist. Eine 

Woche nach der Geburt besitzen nämlich Männchen und Weibchen gleich hohe 

Apo(a) Plasmaspiegel, nach 4 Wochen nehmen sie bei den Männchen mit begin-

nender Geschlechtsreife auf 1/10 bis 1/100 des ursprünglichen Werts ab (0,1 bis 1 
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mg/dl). Durch Kastration kann dieser Vorgang wieder rückgängig gemacht werden 

und die Plasmaspiegel steigen an auf ca. 10 mg/dl. Durch künstliche Dihydro-

testosteronsubstitution bei den kastrierten Männchen nehmen die Apo(a) Plas-

maspiegel wieder ab auf den Wert vor der Kastration. 

Die Beobachtung, dass Mäusemännchen, die FXR negativ sind, annähernd gleich 

hohe Apo(a) Plasmaspiegel besitzen wie die Weibchen, ist ein Hinweis darauf, dass 

die Herunterregulation des Apo(a) Gens auch über einen FXR vermittelten Mecha-

nismus stattfindet. 

Dass homologe Proteine zwischen den Spezies sich in bestimmten Eigenschaften 

mehr oder weniger unterscheiden können, ist hinlänglich bekannt. Möglicherweise 

unterscheidet sich der FX-Rezeptor der Maus vom menschlichen FXR unter ande-

rem dadurch, dass er bei der Maus neben Gallensäuren auch durch Sexualhormone, 

wie zum Beispiel Dihydrotestosteron (eigentlich ein Androgenrezeptoragonist), akti-

viert werden kann, was beim Menschen nicht der Fall ist. Eine derartige Aktivierung 

würde nun bei der Maus einen ähnlichen Effekt zeigen wie die Aktivierung durch Gal-

lensäuren: Die Reduktion der Translation von Apo(a). Damit ließe sich auch der beim 

Menschen nicht beobachtete Unterschied der Apo(a) Plasmaspiegel zwischen Män-

nern und Frauen erklären. 

Allerdings könnte die Beobachtung auch darauf beruhen, dass der aktivierte Andro-

genrezeptor (AR) direkt oder indirekt die Expression von FXR erhöht oder über einen 

noch komplexeren Mechanismus Einfluss auf das Geschehen nimmt. 

 

Der Fütterungsversuch mit Gallensäuren bestätigte den Einfluss von FXR auf die 

Apo(a) Expression. Er zeigte aber auch, dass nicht nur FXR alleine für die Herunter-

regulation des Apo(a) Gens verantwortlich ist, da in der FXR negativen Gruppe die 

Apo(a) Translation ebenfalls, wenn auch nicht im gleichen Ausmaß, abnahm.  

Die Ergebnisse in der FXR positiven Gruppe sind durchaus vergleichbar mit einer im 

Jahr 2003 in unserer Arbeitsgruppe durchgeführten, noch nicht veröffentlichten Stu-

die, in der transgene Mäuse mit 0,5 % Cholsäure gefüttert wurden.  

Gallensäuren sind allerdings für FXR negative Mäuse stark toxisch. Sinal et al. 

(2000) verwendeten in ihren Versuchen 1 % Cholsäure, um die toxische Wirkung von 

Gallensäuren auf FXR negative Mäuse darzustellen. Dabei zeigte sich der toxische 

Effekt bereits nach 5 Tagen. Aus diesem Grund wurde in dem in dieser Arbeit durch-

geführten Versuch eine nur 0,5 % cholsäurehaltige Kost für 4 Tage verwendet. 
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Abbildung 14: Fütterungsversuch 2003 mit Cholsäure. Die linke Graphik zeigt 4 transgene Mäuse, die 

35 Tage lang mit 0,5 % Cholsäure gefüttert wurden. Die rechte Graphik zeigt den Verlauf von 4 trans-

genen Mäusen, die nur für 5 Tage 0,5 % Cholsäure in der Nahrung erhielten und dann auf normale 

Nahrung umgestellt wurden. Man erkennt die maximale Reduktion der Apo(a) Plasmaspiegel am 5. 

Tag. Allerdings ließ sich schon in den ersten beiden Tagen eine Abnahme auf unter 20 % des Aus-

gangswertes erreichen. 

 

Die Verringerung der Apo(a) Expression in FXR negativen Mäusen könnte natürlich 

auch auf den direkten toxischen Effekt der Gallensäurekost zurückzuführen sein. 

Dieser sollte jedoch durch die kürzere Versuchsdauer und die geringe Konzentration 

der Cholsäure (0,5 %) möglichst hintangehalten worden sein. Außerdem ermöglicht 

auch die Wahl des Referenzgens bei der RT-PCR noch einen gewissen mathemati-

schen Ausgleich eines derartigen Effekts, und zwar unter der Annahme, dass die 

Expression des Referenzgens konstant bleibt.  

 

Es scheint also zusätzlich noch weitere FXR unabhängige Mechanismen zu geben, 

die die Expression von Apo(a) beeinflussen, immerhin konnten ja selbst in der FXR 

negativen Gruppe die Apo(a) Plasmaspiegel auf 50 % reduziert werden. So zeigen 

Mitro et al. (2007), dass ein FXR unabhängiger Mechanismus durch Gallensäuren 

aktiviert wird, der die Expression des Gens für die Cholesterin 7α-hydroxylase 

(CYP7A1), einem Schlüsselenzym in der Gallensäuresynthese, unterdrückt. Dieser 

Mechanismus wirkt über HDAC 7. Mitro et al. zeigen, dass Gallensäuren in der Lage 

sind, die Bereitstellung von HDAC 7, 3 und 1 und zusätzlich SMRTα zu fördern, wäh-

rend ein selektiver FXR Agonist (GW4064) dies nicht vermag. Dies ist insofern inte-

ressant, als es viel logischer auf der Hand läge, dass Gallensäuren direkt über ihren 

Rezeptor, nämlich FXR, ihre eigene Synthese hemmen könnten. Allerdings ist es 
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umstritten, ob überhaupt alle Gallensäuren in der Lage sind, an FXR zu binden (Lau-

det und Gronemeyer 2002). 

Zusammenfassend kann man folgern, dass die Einname von Cholsäure bzw. nicht-

toxischer Analoga auch beim Menschen zu einer Reduktion der Apo(a) führt. Um ei-

ne effektive Therapie von Patienten mit hohem Lp(a) Spiegel zu entwickeln, werden 

ohne Zweifel weitere Studien notwendig sein. 
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Plasminogen weist eine auf) des Plasminogenaktivators (t-PA), der Plasminogen 
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1), der durch Hemmung des Gefäßwand Plasminogenaktivators (t-PA) die 

Umwandlung von Plasminogen zu Plasmin, der fibrinolytischen Protease, 
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Hepatozyten von Mäuseweibchen verwendet. Der Versuch begann 12 h nach 
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Abbildung 6: Primäre Hepatozyten von Apo(a) transgenen Mäuseweibchen 

wurden für 48 h mit  250 nM, 500 nM und 1 µM TCPOBOP behandelt. Der 
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Hepatozyten (nur DMSO) festgestellt werden. .................................................. 28 

Abbildung 7: Der Verlauf zeigt, dass jene 4 Apo(a) transgenen Mäuseweibchen, 

deren Nahrung  3 mg TCPOBOP pro kg Körpergewicht pro Tag enthielt 

(schwarz), nach 6 Tagen deutlich höhere Apo(a) Plasmaspiegel besaßen als 
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Verlauf, der durch den Einfluss der Sexualhormone entsteht. Die geringe 

Beeinflussung der Apo(a) Plasmaspiegel durch TCPOBOP während der ersten 

Tage lässt sich durch die Beobachtung erklären, dass die Mäuse das 

ungewohnte Futter zunächst verschmähten, später aber der Hunger groß genug 

wurde, sodass sie schließlich die angebotene Menge doch verzehrten. ........... 29 

Abbildung 8: Die Transkriptionsanalyse der Hepatozyten der 8 Mäuseweibchen 

nach Versuchende zeigt die deutliche Erhöhung der Apo(a) Transkription der 
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eine Hinunterregulation von FXR und die Tendenz einer Abnahme von SHP. Die 

Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. (* p < 0,05) .............................. 30 

Abbildung 9: Die zweite Generation (F2) zeigte keine sehr deutlichen Unterschiede 

in den Apo(a) Plasmaspiegeln - die höchsten besitzen FXR negative Weibchen. 

Das Kollektiv besteht aus 5 Wildtyp-Männchen, 7 heterozygoten Männchen, 7 

FXR negativen Männchen, 12 Wildtyp-Weibchen, 11 heterozygoten Weibchen 

und 12 FXR negativen Weibchen. Die Balken geben den Standardfehler des 

Mittelwertes an. ................................................................................................. 31 

Abbildung 10: Die dritte Generation (F3) zeigt, dass die FXR negativen 

Männchen signifikant erhöhte Apo(a) Plasmaspiegel besitzen. Unter den 

Weibchen besitzen FXR negative fast doppelt so hohe Apo(a) Plasmaspiegel 

wie FXR positive. Das Kollektiv besteht aus 16 Wildtyp-Männchen, 17 

heterozygoten Männchen, 34 FXR negativen Männchen, 15 Wildtyp-Weibchen, 

22 heterozygoten Weibchen und 45 FXR negativen Weibchen. Die Balken 

geben den Standardfehler des Mittelwertes an. (** p < 0,01, *** p < 0,001) ...... 31 

Abbildung 11: Unter der Annahme, dass FXR ein dominantes Merkmal ist, ergibt 

sich diese Darstellung, bei der heterozygot und homozygot FXR positive Mäuse 

zusammengefasst sind (FXR pos.). Das Kollektiv besteht aus 33 FXR positiven 
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Weibchen. Die Balken geben wieder den Standardfehler des Mittelwertes an. 

FXR positive Mäuse besitzen hochsignifikant niedrigere Plasma Apo(a) Werte 
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Abbildung 12: Die grauen Balken zeigen die Reduktion der Apo(a) Plasmaspiegel 

in % des Ausgangswertes nach 2 Tagen Gallensäurefütterung, die schwarzen 

Balken nach 4 Tagen. Es wurden jeweils 5 (mit und ohne FXR) Apo(a) 

transgene Mäuseweibchen mit einer 0,5 % cholsäurehaltigen Kost gefüttert. Die 
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Werte sind auf den Apo(a) Plasmaspiegel des jeweiligen Versuchstieres zu 

Versuchsbeginn bezogen. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. 

Die Plasmaspiegel zu Versuchende sind in der FXR positiven Gruppe deutlich 

niedriger als in der FXR negativen Gruppe. (*** p < 0,001)............................... 33 

Abbildung 13: Bei CAR handelt es sich wie der Name schon sagt, um einen 

konstitutiv, aktiven Rezeptor, das heißt: dieser Rezeptor benötigt keinen 

Liganden, um aktiv zu sein. Durch die Bindung der Liganden TCPOBOP oder 

Phenobarbital (und andere Barbiturate) kann er allerdings noch zusätzlich 

aktiviert werden. Die Bindung der Androgene Androstenol und Androstanol führt 

zu einer Hemmung des Rezeptors. ................................................................... 35 

Abbildung 14: Fütterungsversuch 2003 mit Cholsäure. Die linke Graphik zeigt 4 

transgene Mäuse, die 35 Tage lang mit 0,5 % Cholsäure gefüttert wurden. Die 

rechte Graphik zeigt den Verlauf von 4 transgenen Mäusen, die nur für 5 Tage 

0,5 % Cholsäure in der Nahrung erhielten und dann auf normale Nahrung 

umgestellt wurden. Man erkennt die maximale Reduktion der Apo(a) 

Plasmaspiegel am 5. Tag. Allerdings ließ sich schon in den ersten beiden Tagen 

eine Abnahme auf unter 20 % des Ausgangswertes erreichen. ........................ 38 
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