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Ein Rezeptor-vermittelter Stoffwechselweg fiir die

Cholesterin-Homdostase (Nobel-Vortrag)**

Von Michael S. Brown* und Joseph L. Goldstein*

Im Jahre 1901 untersuchte der Arzt Archibald Garrod ei-
nen Patienten mit schwarzem Urin. Garrod demonstrierie
anhand dieser einfachen Beobachtung, daB ein einziges
mutiertes Gen einen biochemischen Stoffwechselweg blok-
kieren kann, und nannte dies einen ,,angeborenen Fehler
im Metabolismus*. Garrods brillianter Ansatz nahm das
,»€in-Gen-ein-Enzym‘-Konzept von Beadle und Tatum um
etwa 40 Jahre vorweg. Durch Untersuchungen von Patien-
ten mit Sichelzellandmie zeigten der Chemiker Linus Pau-
ling und der Arzt Vernon Ingram auf dhnliche Weise, daB
mutierte Gene die Aminosiduresequenz von Proteinen ver-
dndern. Es liegt auf der Hand, daB viele entscheidende
Fortschritte in der Biologie durch perzeptive Studien gene-
tisch bedingter Krankheiten des Menschen erreicht wur-
den''),

Wir begannen unsere Arbeit 1972 in der Absicht, eine
genetisch bedingte Krankheit des Menschen, die familidre
Hypercholesterinimie (FH), zu verstehen. Im Blut dieser
Patienten betréigt die Cholesterin-Konzentration ein Viel-
faches des normalen Werts; diese Menschen erleiden
schon in jungen Jahren Herzinfarkte. Wir postulierten, daf}
diese dominant vererbte Krankheit durch einen Fehler bei
der Endprodukt-Repression der Cholesterin-Synthese ver-
ursacht wird. Diese Méglichkeit faszinierte uns, weil gene-
tische Defekte bei der Riickkopplungsregulation vorher
weder bei Mensch noch Tier beobachtet worden waren:
wir hofften, daB das Studium dieser Krankheit auch fun-
damentale Regulationsmechanismen erhellen konnte.
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Wir wendeten die Techniken der Zellkultur an, um den
postulierten regulatorischen Defekt bei FH nachzuweisen.
Die Untersuchungen fithrten zur Entdeckung eines an der
Zelloberfliche lokalisierten Rezeptors fiir ein Cholesterin-
Transportprotein aus dem Plasma. Dieses Protein wird
low density lipoprotein (LDL) genannt. Aufierdem fiihr-
ten die Studien zur Aufklirung des Mechanismus, durch
den dieser Rezeptor die Riickkopplung bei der Choleste-
rin-Synthese kontrolliert™?, Es konnte gezeigt werden,
dafl FH durch erbliche Defekte in dem Gen verursacht
wird, das den LDL-Rezeptor codiert, und daB dadurch die
normale Kontrolle des Cholesterin-Metabolismus aufge-
hoben ist. Die Arbeit am LDL-Rezeptor wiederum ermég-
lichte ein Verstindnis der Rezeptor-vermittelten Endocyto-
se. Durch diesen allgemeinen Mechanismus kommunizie-
ren Zellen miteinander, indem sie regulatorische Molekiile
und Substrat internalisieren™. Die Rezeptor-vermittelte
Endocytose unterscheidet sich von anderen biochemischen
Vorgingen, da sie von der kontinuierlichen, vielfiltig ge-
steuerten Wanderung von Membranproteinen von einer
Zellorganelle zur anderen abhingt, einem Vorgang, der
Rezeptor-Recycling genannt wird'.

Viele der Mutationen des LDL-Rezeptors, die bei FH-
Patienten vorkommen, unterbrechen die Wanderung des
Rezeptors zwischen den Organellen. Diese Mutationen de-
finieren eine neue Art von zelluliren Defekten, die groBe
Bedeutung fiir die normale und abweichende Physiologie
des Menschen haben.

In diesem Vortrag werden wir zuerst den Transport des
Plasma-Cholesterins diskutieren. Danach werden einige
historische Aspekte von FH und der Ursprung des LDL-
Rezeptor-Konzeptes prisentiert. Als nichstes werden wir
unser gegenwirtiges Wissen iiber diesen Rezeptor zusam-
menfassen und seine Funktion in Zellen beschreiben. Ab-
schlieBend wird eine Beziehung zur Pathogenese von FH
und zum alltiglichen klinischen Problem von hohem Cho-
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lesterin-Gehalt im Blut und Arteriosklerose beim Men-
schen hergestellt.

Das Problem des Cholesterin-Transports

Cholesterin ist das mit den meisten Preisen ausgezeich-
nete kleine biologische Molekiil. Dreizehn Nobel-Preise
wurden bereits an Wissenschaftler verlichen, die ihm einen
Hauptteil ihrer Arbeitskraft widmeten'). Seit es 1784, also
vor etwa 200 Jahren, zum erstenmal aus Gallensteinen iso-
liert wurde, iibte es eine hypnotische Faszination auf Wis-
senschaftler der verschiedensten medizinischen und natur-
wissenschaftlichen Richtungen aus. Die Organiker waren
von Cholesterin wegen seiner komplexen tetracyclischen
Struktur fasziniert, die Biochemiker, weil Cholesterin aus
einem einfachen C,-Substrat, Acetat, unter Mitwirkung
von mindestens 30 Enzymen synthetisiert wird, von denen
viele koordiniert reguliert werden. Die Physiologen und
Zellbiologen waren von Cholesterin wegen seiner lebens-
wichtigen Funktionen in Membranen tierischer Zellen fas-
ziniert, wo es die Fluiditit moduliert, die Barriere zwi-
schen Zelle und Umgebung aufrecht erhilt und auBerdem
als Rohstoff fiir die Bildung von Steroidhormonen und
Gallensiuren dient. SchlieBlich waren auch die Arzte fas-
ziniert, denn ein erhdhter Cholesterin-Gehalt im Blut be-
schleunigt die Bildung arteriosklerotischer Plaques, die zu
Herzinfarkten und Schlaganfillen fiihren. Die Arbeiten
iber Cholesterin umfassen somit fast alle Disziplinen der
modernen Biologie. Wenn die Rolle von Cholesterin in der
Biomedizin aufgeklirt werden soll, miissen alle diese Dis-
ziplinen dazu beitragen.

Cholesterin ist ein Molekiil mit Januskopf. Die gleiche
Eigenschaft, die fiir Zellmembranen niitzlich ist - seine
Unloslichkeit in Wasser - hat auch letale Wirkung: Wenn
Cholesterin sich an den falschen Stellen akkumuliert, z. B.
an Arterienwinden, so kann es sehr schwer wieder mobili-
siert werden, und es entstehen arteriosklerotische Plaques.
Die Gefahr einer irreguliren Ablagerung von Cholesterin
wird durch seine gefihrliche Tendenz, passiv zwischen Li-
poproteinen des Blutes und Zellmembranen zu pendeln,
verstiirkt. Soll Cholesterin sicher im Blut transportiert wer-
den, so muB man seine Konzentration niedrig halten und
seiner Tendenz entgegenwirken, aus der Blutbahn zu ent-
weichen.

Vielzellige Organismen l6sen das Problem des Choleste-
rin-Transports durch Veresterung mit langkettigen Fettsiu-
ren; diese Ester werden dann in den hydrophoben Kern
von Plasma-Lipoproteinen verpackt (Abb. 1). Durch die
Veresterung seiner polaren Hydroxygruppe verbleibt Cho-
lesterin in dieser Kernregion, die so etwas wie ein Oltropf-
chen aus Cholesterylestern und Triglyceriden ist, das
durch eine Oberflichen-Monoschicht aus Phospholipiden
und nicht-verestertem Cholesterin solubilisiert und durch
Protein stabilisiert wird. Die kleinen Mengen an nicht-ver-
estertem Cholesterin auf der Partikeloberfliche stehen in
einem Austauschgleichgewicht mit dem Cholesterin der
Zellmembranen, doch bleiben die weit groBeren Mengen
an Cholesterylestern fest im Innern der Partikel einge-
schlossen und verlassen sie nur im Verlauf eines stark kon-
trollierten Prozesses.

580

Die Hauptklassen der Lipoproteine des Plasmas wurden
in den fiinfziger und sechziger Jahren dieses Jahrhunderts
von vielen Arbeitsgruppen beschrieben, besonders von On-
cleys'®, Gofmans™ und Fredricksons Gruppe'®. Man teilt
die Plasma-Lipoproteine in vier Hauptklassen ein: Lipo-
proteine mit sehr niedriger Dichte (very low density lipo-
protein, VLDL), Lipoproteine mit mittlerer Dichte (interme-
diate density lipoprotein, IDL), Lipoproteine mit niedriger
Dichte (low density lipoprotein, LDL) und Lipoproteine
mit hoher Dichte (high density lipoprotein, HDL). Abbil-
dung 1 zeigt schematisch den Aufbau von LDL, dem hiu-
figsten Cholesterin-transportierenden Lipoprotein des
menschlichen Plasmas.
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Abb. 1. Struktur von Plasma-LDL (links) sowie von Cholesterin und Chole-
sterylestern (rechts). LDL ist eine sphérische Partikel mit einer Masse von
3 x 10° Dalton und einem Durchmesser von 22 Nanometern. Jede LDL-Par-
tikel enthilt etwa 1500 Molekile Cholesterylester in einem dligen Kern, der
durch cinen hydrophilen Mantel aus 800 Molekillen Phospholipid, 500 Mo-
lekiilen nicht-verestertem Cholesterin und einem Molekil des 387000 Dal-
ton-Proteins Apoprotein B-100 [129} vom wifirigen Plasma abgeschirmt ist.
Eine erhohte Cholesterin-Konzentration im Blut ist gewthnlich einer groBe-
ren Anzahl von LDL-Partikeln zuzuschreiben.

Das Verpacken von Cholesterylestern in Lipoproteine
lost das Problem der nicht-spezifischen Einlagerung von
Cholesterin in Zellmembranen, schafft aber ein neues Pro-
blem, das der Zulieferung. Cholesterylester sind zu hydro-
phob, um Membranen passieren zu konnen. Wie gelangt
dann das veresterte Cholesterin in die Zellen? Dieses Pro-
blem wird durch Lipoprotein-Rezeptoren gel8st, deren
Prototyp der LDL-Rezeptor ist”®. Diese strategisch an der
Zelloberfliche angeordneten Rezeptoren binden LDL und
beférdern es durch Rezeptor-vermittelte Endocytose in die
Zellen. Das internalisierte Lipoprotein gelangt zu den Ly-
sosomen, wo seine Cholesterylester hydrolysiert werden.
Das freigesetzte Cholesterin wird von der Zelle fiir die
Synthese von Plasmamembranen, Gallensduren und Stero-
idhormonen genutzt oder im Cytoplasma in Form von
Cholesterylestertropfchen gespeichert. Zwei Eigenschaften
des Rezeptors ~ seine hohe Affinitit fiir LDL und seine
Fihigkeit, mehrfach zwischen Innerem und AuBerem der
Zelle zu wechseln - ermoglichen die Zulieferung groBer
Mengen Cholesterin an das Korpergewebe, wihrend die
LDL-Konzentration im Blut niedrig genug bleibt, um das
Entstehen von arteriosklerotischen Plaques zu verhindern.
Ist die Funktion des LDL-Rezeptors durch genetische De-
fekte oder als Antwort auf regulatorische Signale beein-
trichtigt, so fillt der Schutzmechanismus aus; Cholesterin
sammelt sich im Plasma an und fiihrt zu Arteriosklero-
sell®,
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Familiiire Hypercholesterinimie:
Der Ursprung des LDL-Rezeptor-Konzeptes

Als Krankheit hat FH eine lange klinische Geschichte.
Sie wurde zuerst 1938 von Car! Miiller, einem Arzt am
Stadtischen Krankenhaus in Oslo in Norwegen, als ,,ange-
borener Fehler im Metabolismus™ beschrieben, der hohe
Cholesterin-Werte im Blut und Herzinfarkte bei jungen
Menschen verursacht!!). Miiller schloB, daB FH dominant
vererbt wird, und zwar iber ein einziges autosomales Gen.
Mitte der sechziger und Anfang der siebziger Jahre zeigten
Khachadurian®'® an der Amerikanischen Universitit in
Beirut sowie Fredrickson und Levy"'” an den National In-
stitutes of Health, daB FH klinisch in zwei Gruppen unter-
teilt werden kann: die weniger schwere heterozygote Form
und die schwere homozygote Form.

FH-Heterozygote, die nur eine Kopie des mutierten
LDL-Rezeptor-Gens tragen, sind recht hiufig; bei den
meisten ethnischen Gruppen der Welt ist etwa jeder Fiint-
hundertste davon betroffen!'¥. Diese Menschen haben von
Geburt an die doppelte Menge an LDL-Partikeln im
Plasma und erleiden im Alter von 30 bis 40 Jahren die er-
sten Herzinfarkte. Bei Herzinfarkt-Patienten unter 60 Jah-
ren haben etwa 5% die heterozygote Form von FH, ein
Prozentsatz, der 25fach iiber dem Bevolkerungsdurch-
schnitt liegt!">~'7),

Die Existenz von Homozygoten macht FH als experi-
mentelles Modell interessant. Etwa einer von einer Million
Menschen erbt zwei mutierte Gene fiir den LDL-Rezeptor,
von jedem Elternteil eines. Bei diesen Patienten ist die
Krankheit wesentlich schwerer als bei den Heterozygoten.
Von Geburt an liegt die Plasma-LDL-Konzentration sechs-
bis zehnfach héher als die Norm, so daB3 hiufig schon im
Kindesalter Herzinfarkte auftreten!'?-'%. Die schwere Arte-
riosklerose, die diese Menschen auch bei Abwesenhent
sonstiger Risikofaktoren entwickeln, ist der formale Be-
weis dafiir, da} Plasma-Cholesterin in hohen Konzentra-
tionen die Arteriosklerose beim Menschen verursachen
kann. An FH-Homozygoten lassen sich die Manifestatio-
nen des mutierten Gens ohne stérende Einfliisse des nor-
malen Gens untersuchen.

Zu Beginn unserer Arbeiten im Jahre 1972 nahm man
an, daB alle wichtigen Schritte des Cholesterin-Stoffwech-
sels in der Leber oder im Darm stattfinden!'®, Aus offen-
sichtlichen Griinden war es nicht méglich, aussagekriftige
Untersuchungen an der Leber von FH-Patienten durchzu-
fiihren. Die einzige Chance, dem Geheimnis auf die Spur
zu kommen, lag in der Méglichkeit, dal der mutierte Phii-
notyp auch in lingerfristig kultivierten Zellen, z. B. Haut-
fibroblasten, manifest wiirde. Die Methoden zum Ziichten
solcher Zellen waren wihrend der vergangenen zwanzig
Jahre etabliert worden. Man wufBite zudem, daBl vererbic
Enzymdefekte in Kulturfibroblasten von Patienten mit sel-
tenen rezessiven Krankheiten wie Galactosimie, dem
Lesch-Nyhan-Syndrom und dem Refsum-Syndrom expri-
miert werden. Um 1970 zeigten die klassischen Untersu-
chungen von Neufeld iiber Mucopolysaccharidosen - eine
Art lysosomaler Speicherkrankheit - den Wert von Haut-
fibroblasten-Kulturen fiir die Aufklirung komplexer zellu-
larer Stoffwechselwege!'?L.

Es gab Grund zur Annahme, daBl auch FH in Hautfi-
broblasten-Kulturen manifest wird. Untersuchungen von
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Bailey” und Rothblar®" in den sechziger Jahren hatten
gezeigt, daB mehrere Typen von kultivierten Tierzellen
Cholesterin synthetisieren und daB diese Synthese einer
negativen Riickkopplungsregulation unterliegt. War Serum
im Medium anwesend, so produzierten die Kulturzellen
nur wenig Cholesterin aus radioaktiv markiertem Acetat.
Wurden die Serum-Lipoproteine aus dem Kulturmedium
entfernt, so nahm die Cholesterin-Synthese zu.

Regulation der HMG-CoA-Reduktase durch LDL
in Fibroblasten

Wir begannen unsere Untersuchungen mit der Entwick-
lung eines Mikroassays fiir 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-
Coenzym-A-Reduktase (HMG-CoA-Reduktase), das ge-
schwindigkeitsbestimmende Enzym der Cholesterin-Bio-
synthese. Mit diesem Assay konnte die Aktivitdt der
HMG-CoA-Reduktase in Extrakten von Fibroblastenkul-
turen bestimmt werden'??. Bucher und Lynen®! sowie Si-
perstein®¥ hatten bereits durch Untersuchungen an Ratten-
leber gezeigt, daB sich die Aktivitat dieses Enzyms verrin-
gerte, wenn die Ratten Cholesterin bekamen, und daB
diese Verringerung die Geschwindigkeit der Cholesterin-
Synthese limitiert. Wir fanden bald, daB die Aktivitat von
HMG-CoA-Reduktase in Fibroblasten negativ reguliert
wird>*%, Wie Abbildung 2A zeigt, war die Aktivitdt der
HMG-CoA-Reduktase niedrig, wenn normale menschliche
Fibroblasten in Gegenwart von Serum wuchsen. Die Akti-
vitit stieg jedoch innerhalb von 24 Stunden, nachdem die
Lipoproteine aus dem Medium entfernt worden waren, um
mindestens das Fiinfzigfache an. Nach Zugabe von LDL
wurde das induzierte Enzym sofort supprimiert
(Abb. 2B).
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Abb. 2. Regulation der HMG-CoA-Reduktase-Aktivitit in Fibroblasten einer
gesunden Kontrollperson (@) und eines FH-Homozygoten (O). A) Mono-
schichten von Zellen, die in Schalen mit 10% fbtalem Kalberserum gehalten
wurden. Am 6. Tag des Zellwachstums (Null-Zeit) wurde das Medium gegen
frisches Medium mit $% menschlichem Serum ohne Lipoproteine ausge-
tauscht. Zu den angegebenen Zeiten wurden Extrakte hergestellt, in denen
diec HMG-CoA-Reduktase-Aktivitit gemessen wurde. B) 24 Stunden nach
Zugabe von 5% Lipoprotein-freiem menschlichem Serum wurde menschli-
ches LDL zugesetzt. Die HMG-CoA-Reduktase-Aktivitit wurde zu den an-
gegebenen Zeiten in zellfreien Extrakten gemessen (nach [2]).
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Nicht alle Lipoproteine konnten die Aktivitit der HMG-
CoA-Reduktase supprimieren. Von den beiden wichtigsten
Cholesterin-bindenden Lipoproteinen des menschlichen
Plasmas - LDL und HDL - war nur LDL wirksam!?%2,
Diese Spezifitit gab uns den ersten Hinweis auf die Mit-
wirkung eines Rezeptors. Den zweiten Hinweis lieferte uns
die erforderliche LDL-Konzentration. Schon 5 ug/mL wa-
ren aktiv, was einer Lipoprotein-Konzentration von weni-
ger als 10 ~® M entspricht?>?5], Ein Mechanismus unter Be-
teiligung eines Rezeptors mit hoher Affinitit muBte fiir die
Enzymsuppression maBigeblich sein.

Den Schliissel zu diesem Mechanismus lieferten Unter-
suchungen an Zellen von FH-Patienten®?), Wurden diese
Zellen in Serum mit Lipoproteinen gehalten, so lag die Ak-
tivitdt der HMG-CoA-Reduktase fiinfzig- bis hundertfach
iiber dem normalen Wert (Abb. 2A). Die Aktivitit stieg
nicht signifikant, wenn die Lipoproteine aus dem Serum
entfernt wurden, und es trat auch keine Suppression bei
LDL-Zugabe ein. Der genetische Defekt wurde demnach
in Zellen exprimiert, die in Kultur gehalten wurden (Abb.
2A und 2B).

Die einfachste Interpretation dieser Befunde bestand
darin, daBl bei FH-Homozygoten das Gen fiir die HMG-
CoA-Reduktase defekt ist und ein Enzym produziert, das
nicht der Riickkopplungsregulation durch LDL-Choleste-
rin unterliegt. Diese Arbeitshypothese erwies sich schon
beim nidchsten Experiment als falsch. In Ethanol geldstes
Cholesterin wurde zu normalen und FH-homozygoten Zel-
len gegeben. Wird Cholesterin mit Albumin-haltigen L§-
sungen gemischt, so bildet sich eine quasi-ldsliche Emul-
sion, die passiv in Zellen eindringen kann, anscheinend
durch Diffusion durch die Plasmamembran. In dieser
Form verabreichtes Cholesterin supprimierte die HMG-
CoA-Reduktase-Aktivitit von normalen und FH-homozy-
goten Fibroblasten in gleichem Mafe®,

Der Defekt von FH-homozygoten Zellen betrifft dem-
nach ihre Unfdhigkeit, Cholesterin aus dem Lipoprotein
zu extrahieren, und nicht die Wirksamkeit des einmal ex-
trahierten Cholesterins. Wie aber extrahieren normale Zel-
len das Cholesterin aus LDL? Da die Affinitat dieses Pro-
zesses sehr hoch war, schien ein Rezeptor an der Zellober-
flache beteiligt zu sein. Solche Rezeptoren waren fiir Pro-
teinhormone und andere chemische ,,messenger* seit vie-
len Jahren bekannt. Man nahm an, daB diese Rezeptoren
den Liganden an der Oberfliche binden und sich darauf-
hin einen ,,second messenger* an der intrazelluldren Seite
der Plasmamembran bildet. Der klassische ,,second mes-
senger* ist cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP)®.,
Es bestand also die Mdglichkeit, dal LDL an einen Rezep-
tor bindet und dadurch die Entstehung eines ,,second mes-
sengers* auslost, der die HMG-CoA-Reduktase suppri-
miert.

Beschreibung des LDL-Rezeptor-Mechanismus

Die Existenz eines LDL-Rezeptors wurde bestitigt, als
»Tod-markiertes LDL mit normalen und FH-homozygo»
ten Fibroblasten inkubiert wurde. Diese Untersuchungen
zeigten, daB normale Zellen iiber Bindungsstellen mit ho-
her Affinitdt fir '*I-LDL verfiigen, FH-homozygote Zel-
len aber nicht™?"\. Dieses Ergebnis schien den genetischen
Defekt bei FH zu erkliren, sagte aber nichts dariiber aus,
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wie LDL das Signal auslost, das die HMG-CoA-Reduktase
supprimiert. Die Antwort lieferten Untersuchungen iiber
das Schicksal von Oberflichen-gebundenem '**I-LDL. Es
wurden Methoden zur Unterscheidung von Oberflichen-
gebundenem und intrazellulirem '*’I-LDL entwickelt?),
mit denen gezeigt werden konnte, daB das Rezeptor-ge-
bundene LDL durchschnittlich weniger als zehn Minuten
an der Oberfliche blieb (Abb. 3A). Wihrend dieser Zeit
drangen die meisten an der Oberfliche gebundenen LDL-
Partikel in die Zelle ein; im Laufe der nichsten 60 Minu-
ten wurde der Proteinanteil an der Oberfliche von '*I-
LDL vollstindig zu Aminosiuren abgebaut, und '*I, das
an die Tyrosinreste von LDL gebunden war, wurde als
'2’]-Monoiodtyrosin ins Kulturmedium abgegeben!?’-2%,
Wihrenddessenn wurden die Cholesterylester aus dem In-
neren von LDL hydrolysiert, so daf nicht-verestertes Cho-
lesterin entstand, das in der Zelle blieb!??.,
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Abb. 3. Internalisierung und Abbau von '*I-LDL bei 37°C, das vorher bei
4°C an den LDL-Rezeptor von Fibroblasten A) ciner gesunden Kontrollper-
son und B) des Patienten J. D. gebunden war. J. D. litt an der Internalisie-
rungs-defekten Form von FH. Jede Zellen-Monoschicht hatte zwei Stunden
lang bei 4°C Gelegenheit, '**I-LDL (10 pg Protein/mL) zu binden; die Zel-
len wurden danach griindlich gewaschen. In einigen Schalen wurde die
Menge an 'I-LDL bestimmt, das durch Heparin von der Oberfliiche abge-
16st werden konnte. Den anderen Schalen wurde warmes Medium zugesetzt,
danach wurde bei 37°C inkubiert. Nach den angegebenen Zeiten wurden die
Schalen schnell auf 4°C abgekithlt; die Mengen an Oberflichen-gebunde-
nem (Heparin-abldsbarem) '**I-LDL (@), an internalisiertem (Heparin-resi-
stentemn) '*I-LDL (A) und an abgebautem (Trichloressigsiure-ldslichem)
'*I-LDL (W) wurden bestimmt (nach [41]).

Die einzige Zellorganelle, in der LDL so vollstindig und
schnell abgebaut worden sein konnte, war das Lysosom.
Lysosomen, zum ersten Mal von de Duve'®® beschrieben,
enthalten viele saure Hydrolasen, die ohne Schwierigkei-
ten alle Komponenten von LDL verdauen konnten. Die
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Hypothese vom lysosomalen LDL-Abbau wurde erstens
durch den Einsatz von Inhibitoren wie Chloroquin®®!, das
den pH-Wert von Lysosomen erh6ht und lysosomale En-
zyme inhibiert"?, und zweitens durch Untersuchungen an
geziichteten Fibroblasten von Patienten mit genetisch be-
dingtem Mangel an lysosomaler saurer Lipase!”” besttigt.
Die Zellen dieser Patienten banden und internalisierten
LDL, konnten seine Cholesterylester aber nicht hydroly-
sieren, obwohl der Proteinanteil abgebaut wurde.

Das im Lysosom aus LDL freigesetzte Cholesterin er-
wies sich als ,,second messenger*, der die Suppression der
HMG-CoA-Reduktase hervorruft. Wir wissen heute, dali
Cholesterin (oder ein oxygeniertes Derivat, das in der
Zelle entsteht) auf mehreren Ebenen wirkt und auch die
Transkription der HMG-CoA-Reduktase-Gene suppri-
miert™ und den Abbau des Enzyms beschleunigt¥. Das
LDL-Cholesterin reguliert zusitzlich zwei weitere zelluldre
Vorginge in einer koordinierten Aktion und stabilisiert da-
durch die Cholesterin-Konzentration in der Zelle. Es akti-
viert ein Enzym, das Cholesterin verestert, die Acyl-
CoA:Cholesterin-Acyltransferase (ACAT), so daB iiber-
schiissiges Cholesterin als Cholesterylester in Trépfchen-
form im Cytoplasma gespeichert werden kann'**. Zudem
unterdriickt es die Synthese von LDL-Rezeptoren, indem
es die Konzentration der Rezeptor-mRNA senkt?®37, Da-
durch kann die Zelle die Zahl der LDL-Rezeptoren regu-
lieren und geniigend Cholesterin fiir metabolische Zwecke
bereitstellen, ohne zuviel Cholesterin zu akkumulieren'®.
Durch diese regulatorischen Mechanismen halten die Zel-
len trotz starker Schwankungen des Bedarfs und des exo-
genen Angebots an Cholesterin die Konzentration an
nicht-verestertem Cholesterin bemerkenswert konstant.

Die Rezeptor-vermittelte Endocytose von LDL: Bindung
und Internalisierung in ,,Coated Pits* sind gekoppelt

Die schnelle Internalisierung von Rezeptor-gebundenem
LDL und die Vollstindigkeit, mit der das LDL-Protein hy-
drolysiert wurde, deuteten an, daf3 Fibroblasten iiber einen
speziellen Mechanismus fiir den Transport von Lipoprote-
inen von der Zelloberfliche in das Liposom verfiigen. Am
wahrscheinlichsten war die Endocytose, ein ProzeB, bei
dem Oberflichenmembranen sich einstiilpen und als Vesi-
kel abgespalten werden, die danach mit den Lysosomen
verschmelzen. Die Endocytose wurde erstmals in den drei-
Biger Jahren durch Kinematographie von phagocytieren-
den Zellen gezeigt, und in den fiinfziger Jahren wurde das
universelle Auftreten dieses Vorgangs in allen Zellen
durch die elektronenmikroskopischen Untersuchungen
von Palade®® nachgewiesen. Man hielt die Endocytose fiir
einen unspezifischen Vorgang, durch den Fliissigkeiten
und Inhaltsstoffe in die Zelle transportiert werden. Es gab
bis dahin kein Beispiel, daB3 spezifische Rezeptoren auf
diesem Weg in die Zelle gelangen.

Um festzustellen, ob die Endocytose an der Aufnahme
von LDL beteiligt ist, arbeiteten wir ab 1975 mit Richard G.
W. Anderson zusammen, einem Zellbiologen unserer Me-
dical School in Dallas. Wir setzten an Ferritin (hohe Elek-
tronendichte) gekuppeltes LDL ein und fanden, daB Re-
zeptor-gebundenes LDL durch Endocytose internalisiert
wurde. Diese morphologischen Untersuchungen erkldrten
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zudem die Effizienz der Internalisierung; die Effizienz
hingt von einer Anhédufung (,,Clustern“) der LDL-Rezep-
toren in kleinen Taschen (,,Coated Pits'‘) der Oberfliche
abB¥, Coated Pits wurden 1964 von Roth und Porter™ bei
elektronenmikroskopischen Untersuchungen iber die Auf-
nahme von Dotter-Proteinen durch Moskito-Oocyten de-
tailliert beschrieben. Diese Forscher zeigten, dafi sich Coa-
ted Pits von der Oberfliche abschniiren und endocytoti-
sche Vesikel bilden, die extrazelluldre Fliissigkeiten und
Inhaltsstoffe in die Zelle transportieren.

Der Befund, daB die LDL-Rezeptoren sich in Coated
Pits anhiufen, legte die Moglichkeit nahe, dafl diese Struk-
turen allgemein als ,,Sammelplitze™ fir Rezeptoren an der
Zelloberfliche dienen, die endocytiert werden sollent,
Andere Proteine von der Zelloberfliche, die sich nicht in
Coated Pits befinden, kénnen nicht so schnell in die Zelle
eindringen.

Diese Interpretation der Funktion von Coated Pits
wurde durch Befunde an Fibroblasten eines einzigartigen
FH-Homozygoten gestiitzt. Die Zellen der meisten FH-
Homozygoten binden einfach kein LDL. Die Zellen eines
Patienten mit den Initialen J. D. banden jedoch LDL, in-
ternalisierten es aber nicht (Abb. 3B)*"*3. Wir zeigten in
Zusammenarbeit mit Anderson, dafl diese mutierten Zellen
keine Coated Pits bildeten!*>. Das war ein wichtiger Be-
fund, durch den die essentielle Bedeutung von Coated Pits
fiir die hocheffiziente Aufnahme von Rezeptor-gebunde-
nen Molekiilen bewiesen war!¥l,

1.4HMG-CoA-
Reduktase

2.tacAT

2o

Protein Cholesteryl-

% < Aminosiuren

Interna-

LOL-Bindung —>Usierung —p Lysosomale

Hydrolyse

Regulatorische

- Wirkungen

Abb. 4. Aufeinanderfolgende Schritte beim Stoffwechsel des LDL-Rezeptors
in Séugerzellen. HMG-CoA-Reduktase bedeutet 3-Hydroxy-3-methylgluta-
ryl-CoA-Reduktase; ACAT bedeutet Acyl-CoA :Cholesterin-Acyltransfera-
se. Vertikale Pfeile zeigen die Richtung der regulatorischen Effekie (nach
[130).

Abbildung 4 faBt die aufeinanderfolgenden Schritte bei
der Aufnahme des LDL-Rezeptors zusammen. Diese Er-
gebnisse stammen aus biochemischen, genetischen und ul-
trastrukturellen Untersuchungen zwischen 1972 und 1976.
Abbildung 5 zeigt die eindrucksvollen biochemischen ,,Al-
les oder Nichts**-Unterschiede im LDL-Metabolismus und
die regulatorischen Auswirkungen in Fibroblasten einer
gesunden Kontrollperson und eines FH-Homozygoten
ohne jegliche LDL-Rezeptoren.

Kurz nach den ersten Arbeiten iiber die LDL-Rezepto-
ren reinigte Pearse™ Coated Vesicles und fand, daB die
cytoplasmatische Hiille hauptsédchlich aus einem Protein
besteht, das sie Clathrin nannte. Zur gleichen Zeit fiihrten
Cohen und Mitarbeiter ihre eleganten Untersuchungen
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Abb. 5. Wirkungsweise des LDL-Rezeptors in Fibroblasten einer gesunden Kontrollperson (®) und eines FH-
homozygoten Menschen mit der Rezeptor-negativen Form von FH (A) nach § Stunden Inkubation mit '*I-
LDL in unterschiedlichen Konzentrationen oder mit nicht-markiertem LDL bei 37°C. Die Methode ist in [128)
beschrieben. Alle Daten wurden auf 1 mg Zellprotein umgerechnet. Die Einheiten fiir jedes Assay sind wie
folgt: Bindung: pg '*1-LDL an die Zelloberfliche gebunden; Internalisierung: ug ‘**1-LDL innerhalb der Zelle;
Hydrolyse von Apoprotein B-100: pg '**I-LDL pro Stunde abgebaut zu '**I-Monoiodtyrosin; Hydrolyse der Cho-
lesterylester: nmol [*H]Cholesterin pro Stunde durch Hydrolyse von [*H]Cholesteryllinoleat-markiertem LDL
gebildet; Cholesterin-Synthese: nmol ['*C]Acetat pro Stunde in ['*C]Cholesterin durch intakte Zellen eingebaut;
Veresterung von Cholesterin: nmol [*C]Oleat pro Stunde in Cholesteryl['*Cloleat durch intakte Zellen eingebaut

(nach [130]).

iiber die Wirkung des epidermalen Wachstumsfaktors
(EGF) auf Fibroblastenkulturen durch®. Sie fanden, daBl
dieses Peptidhormon auf véllig gleiche Weise wie LDL
von den Zellen internalisiert wird. Ahnliche Beobachtun-
gen gelangen Terris und Steiner'®® mit Insulin in Hepato-
cyten, Neufeld und Mitarbeitern'*” sowie Sly und Mitarbei-
tern'**! mit lysosomalen Enzymen in Fibroblasten und Ash-
well, Morell und Mitarbeitern™” mit Asialoglycoproteinen
in Hepatocyten. Zudem zeigten Helenius, Simons und Mit-
arbeiter®, daB einige Viren mit Lipidhiille auf diesem
Weg in die Zelle eindringen. Es war klar, daB die Rezep-
tor-vermittelte Endocytose nicht nur der Cholesterin-Zu-
fuhr diente; diese Art Endocytose ist ein allgemeiner Vor-
gang, durch den die Zelle viele externe Molekiile internali-
siert und abbaut!**", In allen Fillen, in denen adidquate
morphologische Untersuchungen vorgenommen wurden,
konnte die Internalisierung der Anhdufung von Rezepto-
ren in den Coated Pits zugeschrieben werden. Pastan und
Willingham'>" sowie Carpentier et al."? zeigten, daB Re-
zeptoren fiir diverse Liganden in der Tat im selben Coated
Pit lokalisiert sind.

Die friithen Untersuchungen ilber den LDL-Rezeptor
zeigten ein weiteres Charakteristikum der Rezeptor-vermit-
telten Endocytose: die Moglichkeit des Rezeptor-,Recy-
cling“¥?®1 Nach der Internalisierung dissoziiert der Rezep-
tor-Ligand-Komplex. Wir wissen durch die Arbeiten von
Maxfield"? sowie Helenius und Mitarbeitern®¥, da diese
Dissoziation durch eine Abnahme des pH-Werts in den
Endosomen, einer speziellen Klasse endocytotischer Vesi-
kel, getriggert werden kann (wird weiter unten diskutiert).
Nach der Dissoziation gelangen die Rezeptoren wieder an
die Zelloberfliche. Die LDL-Rezeptoren brauchen zehn
Minuten fiir den Weg in die Zelle hinein und wieder her-
aus; diesen Cyclus durchlaufen sie wiihrend ihrer zwanzig-
stiindigen Lebensdauer mehrere hundert Malt-2,
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Der LDL-Rezeptor:
Eine Struktur, die der Funktion angepaBt ist

Der LDL-Rezeptor ist ein Zelloberflichen-Glycopro-
tein, das etwa zwei Asparagin-verkniipfte (N-verkniipfte)
komplizierte Oligosaccharidketten und etwa 18 Serin/
Threonin-verkniipfte (O-verkniipfte) Oligosaccharidketten
enthalt® %, Ungefihr zwei Drittel der O-verkniipften
Zucker befinden sich in der gleichen Region des Mole-
kiils¥’l. Der LDL-Rezeptor bindet zwei Proteine: 1) Apo
B-100, das 387 000-Dalton-Glycoprotein und einzige Pro-
tein von LDL™", und 2) Apo E, ein 34000-Dalton-Protein,
das in mehreren Kopien in IDL und einer Subklasse von
HDL befunden wird®®**\, Innerarity und Mahley'™ wiesen
nach, daB Lipoproteine, die mehrere Apo-E-Kopien ent-
halten, mit bis zu zwanzigfach hoherer Affinitit an LDL-
Rezeptoren binden als LDL, das nur eine Apo-B-Kopie
enthilt.

Abbildung 6 zeigt das LDL-Rezeptor-Recycling. Der
Rezeptor wandert vom Syntheseort zur Stelle der Internali-
sierung im Coated Pit und dann im Kreisprozefl zwischen
Coated Pit und Endosomen. Der Rezeptor wird im Endo-
plasmatischen Reticulum (ER) als Vorldufermolekiil!®
synthetisiert, welches N-verkniipfte Mannose-haltige Koh-
lenhydratketten und den Kern-Zucker (N-Acetylgalactos-
amin) der O-verkniipften Ketten** enthilt. Die O-verkniipf-
ten Kern-Zucker werden eingefiigt, bevor die Mannosere-
ste der N-verkniipften Ketten abgespalten werden, d.h.
wihrend der Rezeptor noch immer Endoglycosidase-H-
sensitiv ist. Daher miissen die O-verkniipften Zucker ent-
weder im ER oder in der Ubergangszone zwischen ER und
Golgi-Apparat angebaut werden. Dieser Vorliufer des Re-
zeptors wandert bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese als eine Bande, die einem Molekulargewicht von
120000 entspricht!*®,
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Abb. 6. LDL-Rezeptor-,,Recycling* in Sdugerzellen. Der Re-
/ zeptor entsteht im Endoplasmatischen Reticulum, wandert
dann zu Golgi-Apparat, Zelloberflache, Coated Pit, Endosom
holesteryl- L. und zurilck zur Oberfliche. HMG-CoA-Reduktase bedeutet
Esfer-f y O RE(Y(IISIQ”’E 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-Reduktase; ACAT bedeutet
Trépfchen Aminos3uren Vesikel Acyl-CoA :Cholesterin-Acyltransferase. Vertikale Pfeile zei-

gen die Richtung der regulatorischen Effekte (nach (131]).

Dreiflig Minuten nach seiner Synthese lduft der LDL-
Rezeptor auf SDS-Gelen langsamer: Das Molekularge-
wicht steigt von 120000 auf 160000'". Diese Anderung
fillt mit der Umwandlung der stark Mannose-haltigen N-
verkniipften Oligosaccharidketten zur komplizierten En-
doglycosidase-H-resistenten Form zusammen®. Gleich-
zeitig wird jede O-verkniipfte Kette durch Addition eines
Galactoserestes und einer oder zweier Sialinsiurereste ver-
lingert™, Das erkldrt aber noch nicht die Zunahme des
Molekulargewichtes um 40000 Dalton. Die Abnahme der
elektrophoretischen Beweglichkeit wird hauptsichlich
durch eine Konformationsinderung des Proteins verur-
sacht, die aus der Verlingerung der geclusterten O-ver-
kniipften Zuckerkette resultiert!®®37),

Etwa 45 Minuten nach der Synthese erscheinen LDL-
Rezeptoren an der Zelloberfliche, wo sie sich in Coated
Pits sammeln. Drei bis fiinf Minuten danach stiillpen sich
die Coated Pits ein und bilden endocytotische Vesikel. Der
Clathrin-Mantel dissoziiert sehr schnell ab. Mehrere endo-
cytotische Vesikel verschmelzen zu groBeren Gebilden mit
irreguldrer Form, die Endosomen oder Rezeptosomen ge-
nannt werden“®, Der pH-Wert der Endosomen fillt
durch ATP-getriebene Protonenpumpen in der Membran
unter 6.51°%34¢1, Bei diesem pH-Wert wird LDL vom Re-
zeptor abgespalten. Der Rezeptor kehrt zur Oberfliche zu-
riick, indem er sich mit anderen Rezeptoren in einem Seg-
ment der endosomalen Membran sammelt; dieses wird ab-
geschniirt und bildet eine recyclisierte Vesikel. Hat der Re-
zeptor die Oberfliache erreicht, so bindet er ein neues Li-
poprotein und beginnt wieder den Endocytose-Cyclus!®,
Jeder LDL-Rezeptor durchliuft alle zehn Minuten einen
Cyclus, gleichgiiltig, ob er mit LDL besetzt ist oder
nicht™ ¢4, Das vom Rezeptor abgespaltene LDL gelangt
in das Lysosom, wenn die Membranen des Endosoms und
des Lysosoms verschmelzen. Dort wird die Proteinkompo-
nente von LDL zu Aminosiuren abgebaut, und die Chole-
sterylester werden von einer sauren Lipase hydrolysiert, so
daB Cholesterin frei wird (oben diskutiert).
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Das herausragende Merkmal dieses Stoffwechselweges
ist die zielgerichtete Wanderung eines Membran-gebunde-
nen Proteins von einer Organelle zur anderen. Jedesmal
muB der Rezeptor von benachbarten Proteinen, die nicht
dem gleichen Weg folgen, separiert werden. Das wirft eine
entscheidende Frage auf: Welche Signale bewirken die
hochselektive Wanderung von Rezeptoren von einer Orga-
nelle zur anderen? Das Signal muB in der Struktur der Re-
zeptoren liegen. Was wissen wir iiber die Struktur des
LDL-Rezeptors?

Der LDL-Rezeptor: Ein Multi-Doméinen-Protein

Der LDL-Rezeptor wurde von Wolfgang Schneider in
unserem Laboratorium aus Nebennierenrinde gereinigt!®*.
Wir bestimmten eine partielle Aminosiuresequenz, und
diese Sequenz nutzten David Russell und Tokuo Yamamo-
to, um eine vollstindige ¢cDNA fiir den menschlichen
LDL-Rezeptor zu isolieren®”**. Durch biochemische Un-
tersuchungen des Rezeptorproteins zusammen mit der
Aminosiduresequenz, die aus der Nucleotidsequenz der
cDNA abgeleitet wurde, liel sich Einblick in die Domi-
nenstruktur des LDL-Rezeptors gewinnen (Abb. 7)!63-6%),

Am duBersten NH,-Terminus des LDL-Rezeptors befin-
det sich eine hydrophobe Sequenz von 21 Aminosiuren,
die direkt nach der Translation abgespalten wird. Dieses
Segment fungiert als klassische Signalsequenz und dirigiert
die Rezeptor-synthetisierenden Ribosomen zur ER-Mem-
bran. Im reifen Rezeptor ist es aber nicht mehr enthalten;
es wird aus der weiter unten beschriebenen strukturellen
Doméne entfernt. Der reife Rezeptor (ohne Signalsequenz)
besteht aus 839 Aminosiuren!®?),

Die erste Domdne des LDL-Rezeptors umfalt die 292
NH,-terminalen Aminosiduren; dabei wird eine Sequenz
aus 40 Aminosduren siebenmal mit Variationen wieder-
holt!®>-%8, Untersuchungen der Bindung von anti-Peptid-
Antikdrpern an intakte Zellen zeigten, daB diese Doméne
auf der 4uBeren Oberfliche der Membran liegt'®”), Jede der
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sieben Sequenzen aus 40 Aminosduren enthilt sechs Cy-
steinreste, die in jeder Sequenz an der gleichen Stelle vor-
kommen. Da der Rezeptor ohne vorherige Reduktion nicht
mit [*H]Todacetamid markiert werden kann, ist zu vermu-
ten, daB alle diese Cysteinreste Disulfidbriicken bilden!®*l,
Diese Region des Rezeptors muf3 daher hochvernetzt und
verknduelt vorliegen. Das erkldrt die extreme Stabilitiit der
Bindungsdomine des Rezeptors; er kann in stark denatu-
rierenden Agentien gekocht werden und behilt trotzdem
seine Bindungsaktivitdt, solange die Disulfidbriicken in-
takt bleiben'®*.

. Ligandenbindungs-
domane
292 Aminosduren

. EGF-Vorlaufer-

Homologie
~400 Aminos3uren

. O-Verkniipfte
Zucker
58 Aminosduren

. In die Membran
eingebettet
22 Aminosduren

. Cytoplasmatisch

50 Aminosduren

Abb. 7. Der LDL-Rezeptor: Ein einziges Protein mit fiinf Doménen. Die Be-
deutung der Domanen wird im Text diskutiert.

Eine interessante Eigenschaft jeder Cystein-reichen
Wiederholungssequenz ist die Ansammlung von negativ
geladenen Aminosduren in der Nihe des jeweiligen
COOH-Terminus®*®%. Die Ladungen in diesen Sequenzen
sind einer Haufung positiver Reste komplementir, von de-
nen man annimmt, daB sie sich auf einer Seite einer einzi-
gen a-Helix in Apo E befinden, dem bestuntersuchten Li-
ganden des LDL-Rezeptors®®, Elegante Untersuchungen
von Mahley und Innerarity'®® mit mutierten und proteoly-
sierten Formen von Apo E und mit monoklonalen Anti-
korpern gegen verschiedene Regionen von Apo E zeigten,
daB die Stelle fiir die Bindung dieses Proteins an den LDL-
Rezeptor in dieser positiv geladenen Region liegt. Man ist
versucht zu spekulieren, daB die negativ geladenen Amino-
sduren der Cystein-reichen Wiederholungssequenzen des
LDL-Rezeptors multiple Bindungsstellen bilden, von de-
nen jede ein einzelnes Apo-E-Molekiil iiber dessen positiv
geladene a-Helix bindet™,

Die zweite Domdne des LDL-Rezeptors besteht aus etwa
400 Aminoséduren und ist zu 35% einem Abschnitt der ex-
trazelluliren Domine des Vorldufermolekiils des Epi-
dermalen Wachstumsfaktors (EGF) homolog! &6,
Der EGF-Vorlaufer enthélt 1217 Aminoséiuren und durch-
zieht - wie der LDL-Rezeptor - einmal die Plasmamem-
bran®®>-7?. Die aus der klonierten cDNAI"®"" abgeleitete
Aminosduresequenz des EGF-Vorldufers weist darauf hin,
dall der EGF, ein Peptid aus 53 Aminosduren, durch Pro-
teolyse aus dem EGF-Vorldufer freigesetzt wird. Die Se-
quenz von EGF ist der des LDL-Rezeptors nicht homolog.
Die Homologie besteht bei einem Abschnitt des EGF-Vor-
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ldufers, der auf der NH,-terminalen Seite von EGF selbst
liegt. Die Funktion dieser Region im LDL-Rezeptor und
im EGF-Vorldufer ist unbekannt.

Die dritte Domdne des LDL-Reieptors befindet sich di-
rekt auBerhalb der in die Membran eingebetteten Domi-
ne; es handelt sich um eine Sequenz von 58 Aminoséuren,
die 18 Serin- oder Threoninreste enthilt®**®), Diese Do-
mine wird von einem einzigen Exon codiert. Nach Proteo-
lyse-Untersuchungen enthalt diese Region gehiuft die O-
verkniipften Zuckerketten™,

Durch Proteolyse-Experimente wurde gezeigt, dall die
vierte Domdne aus einer Sequenz von 22 hydrophoben
Aminosduren besteht, die in die Plasmamembran eingebet-
tet ist. Der Vergleich von Aminosiduresequenzen menschli-
cher LDL-Rezeptoren mit denen von Rindern zeigte, daf3
die in die Membran eingebettete Region wenig konserviert
ist®’l. Von den 22 Aminoséduren dieser Region unterschei-
den sich 7, aber alle haben hydrophobe Eigenschaften.

Die fiinfte Domdne bildet den cytoplasmatischen Teil.
LDL-Rezeptoren von Mensch und Rind enthalten beide
ein COOH-terminales Segment aus 50 Aminosduren, das
sich in das Cytoplasma erstreckt!®®*-%), Diese Lage der Do-
mine wurde durch Einsatz von anti-Peptid-Antikdrpern
gegen die COOH-terminale Sequenz bestimmt®*. Wurden
»inside-out*-Membranvesikel, die Rezeptoren enthielten,
mit Pronase verdaut, so verschwanden die Antikérper-re-
aktiven Stellen, und das Molekulargewicht des Rezeptors
nahm um etwa 5000 Dalton ab. Diese cytoplasmatische
Region ist in allen Spezies stark konserviert. Von den 50
Aminosduren dieser Sequenz unterscheiden sich bei
Mensch und Rind nur vier, und diese Variationen sind be-
ziiglich der Ladung konservativ/®,

Die cytoplasmatische Domine des LDL-Rezeptors
spielt eine wichtige Rolle fiir das Anhiufen in Coated Pits,
entweder durch Wechselwirkung mit Clathrin oder mit ei-
nem Protein, das mit Clathrin auf der cytoplasmatischen
Seite assoziiert st Dieser SchluB basiert auf der moleku-
laren Analyse von drei natiirlich vorkommenden Mutatio-
nen am LDL-Rezeptor-Locus, die zwar Rezeptoren entste-
hen lassen, die LDL normal binden, sich aber nicht in
Coated Pits mit Clathrinhiille sammeln. Alle drei Mutatio-
nen bewirken Defekte im cytoplasmatischen Teil (unten
diskutiert)® 3],

Das LDL-Rezeptor-Gen: Ein Mosaik-Gen

Das haploide menschliche Genom enthilt eine einzige
Kopie des LDL-Rezeptor-Gens'®® auf Chromosom 194,
Sequenzen, die fast das gesamte Gen umfassen, wurden
von Thomas Siidhof und David Russell®® aus dem Bakte-
riophagen lambda und aus Cosmid-Genbanken isoliert.
Dabei wurde die Position jedes Introns auf dem Gen kar-
tiert und die Sequenz jeder Exon-Intron-Verbindungsstelle
bestimmt.

Das LDL-Rezeptor-Gen umfaBt etwa 45000 Basen und
besteht aus 18 Exons und 17 Introns®®., Zwischen den
Exons des Gens und den funktionellen Dominen des Pro-
teins besteht ein augenfilliger Zusammenhang (Abb. 8).
Das erste Intron befindet sich genau am Ende der DNA,
die die spiter abgespaltene Signalsequenz codiert. Die
Bindungsdomine wird von Exon 2 bis 6 codiert. Innerhalb
dieser Domine (mit den sieben Cystein-reichen Wiederho-
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Abb. 8. Korrelation der Exon-Organisation mit den Proteindomé4nen des menschlichen LDL-Rezeptors. Die Domai-
nen des Proteins sind schwarz umrahmt und im unteren Teil benannt. Den sieben Cystein-reichen, aus 40 Amino-
siuren bestehenden Wiederholungssequenzen in der LDL-Bindungsdominc (Abb. 7) sind rdmische Ziffern von I bis
VII zugeordnet. Die Sequenzen IV und V sind durch acht Aminosiuren getrennt. A, B und C bezeichnen die drei
Cystein-reichen Wiederholungssequenzen in der Domine, die dem EGF-Varliufer homolog ist. Die Positionen, an
denen die Codierungsregion von Introns unterbrochen wird, sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Die Nummern

der Exons befinden sich zwischen den Pfeilspitzen (nach [66]).

lungssequenzen) befinden sich Introns genau an den En-
den der Sequenzen I, II, V, VI und VII (Abb. 8). Die Se-
quenzen I11, IV und V liegen in einem einzigen Exon. Die
Bindungsdomine wird durch ein Intron bei der Amino-
sdure 292 terminiert, dem letzten Rest der siebenten Wic-
derholungssequenz. Die Bindungsdomine besteht dem-
nach aus einem einzigen Exon, das mehrmals dupliziert
wurde und von einer einzigen, 40 Aminosiure langen Se-
quenz zu siecben Wiederholungssequenzen fiihrte. Jede dic-
ser sieben Sequenzen des LDL-Rezeptors ist einem Seg-
ment aus 40 Aminoséduren homolog, das in der Mitte der
C9-Komponente von Komplement vorkommt, einem Plas-
maprotein aus 537 Aminosduren, das Teil der Komple-
ment-Kaskade ist*7),

Die nidchsten acht Exons des LDL-Rezeptors (Exon 7
bis 14) codieren die Region, die dem EGF-Vorlidufermole-
kil homolog ist (Abb. 8). Das Gen fiir den EGF-Vorldufer
enthilt die gleichen acht Exons!®. Diese Exons bilden ei-
nen Block, der aus einem Ur-Gen im Laufe der Evolution
herausgenommen und in die Mitte des EGF-Vorlaufer-
Gens und des LDL-Rezeptor-Gens plaziert wurde. Drei
dieser Exons treten auch in einer anderen Gen-Klasse auf.
Sie codieren eine Cystein-reiche Sequenz aus 40 Amino-
sduren (A, B und C in Abb. 8), die dreimal im LDL-Rezep-
tor wiederholt wird und einmal in einigen Proteinen des
Blutgerinnungssystems einschlieSlich Faktor 1X, Faktor X
und Protein C vorkommt!*®-7¢), Diese Exons wurden also
von mindestens drei Gen-Familien genutzt.

Die Domine der O-verkniipften Zucker wird von nur ei-
nem Exon codiert (Exon 15). Teile der beiden Exons 16
und 17 codieren die in die Membran eingebettete Region,
und die cytoplasmatische Domiine wird von den Exons 17
(teilweise) und 18 codiert (Abb. 8).

Der Befund, dal im LDL-Rezeptor-Gen und in anderen
Genen die gleichen Exons auftreten, ist eine starke Stiitze
fir Gilberts Hypothese iiber Natur und Funktion von In-
trons'". Wie urspriinglich von Gilbert vorgeschlagen, er-
lauben es die Introns den funktionellen Doméinen, die
durch diskrete Exons codiert werden, zwischen verschiede-
nen Proteinen zu wechseln; dadurch wird eine Evolution
der Proteine als mosaikartige Kombination bestehender
funktioneller Einheiten moglich. Der LDL-Rezeptor ist ein
Beispiel fiir ein solches Mosaik-Protein®®’®, Es ist wahr-
scheinlich, daB3 auch andere Rezeptoren der Zelloberfliche
mosaikartige Strukturen sind, die von Exons, die auch in
anderen Genen vorkommen, codiert werden.
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Defekte im LDL-Rezeptor-Gen

Die Mutationen im LDL-Rezeptor-Gen von FH-Patien-
ten ermdglichten die Aufklirung der entscheidenden
Schritte bei der Rezeptor-vermittelten Endocytose. Als wir
dies Manuskript schrieben, untersuchten wir die Fibrobla-
sten von 110 Patienten mit dem klinischen Phénotyp der
homozygoten FH. Alle haben Defekte im LDL-Rezeptor,
aber nicht alle Defekte sind gleich. Nach strukturellen Kri-
terien konnen mindestens zehn Mutationen unterschieden
werden!®®. Sie verteilen sich auf vier Klassen, wie Abbil-
dung 9 zeigt. Viele anscheinend FH-Homozygote sind tat-
siachlich zusammengesetzte Heterozygote, die von jedem
Elternteil ein anderes Mutanten-Allel geerbt haben.
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Abb. 9. Vier Klassen von Mutationen, welche Struktur und Funktion des
LDL-Rezeptors verindern und FH verursachen. Jede Klasse betrifft eine an-
dere Region des Gens und somit einen anderen Schritt des Prozesses, durch
den der Rezeptor synthetisiert, im Golgi-Apparat umgesetzt und zu den Coa-
ted Pits transportiert wird. Jede Mutationsklasse kann weiter in verschiedene
Mutanten-Allele unterteilt werden, die detailliert in {65] beschrieben werden
(nach [132]).

Mutationen der Klasse I:
Es werden keine Rezeptoren synthetisiert

Dies ist die hiufigste Klasse von Mutanten-Allelen, zu
denen etwa die Hilfte aller bisher untersuchten Mutatio-
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nen gehort. Durch polyklonale und monoklonale Antikor-
per wurde bestimmt, daB diese Gene entweder kein LDL-
Rezeptor-Protein oder nur Spuren davon produzieren. Ei-
nes dieser Allele wurde molekularbiologisch analysiert;
das Gen tragt eine groBe Deletion, die sich vom Exon 13
zu einem Alu-Wiederholungselement im Intron 15 er-
streckt”®. Diese Deletion kann leicht auf Southern-Blots
von Genom-DNA erkannt werden. Wir fanden keine Hin-
weise auf eine dhnliche Deletion bei anderen Patienten mit
Rezeptor-negativem Phinotyp; diese spezielle Deletion
muf} daher selten sein.

Mutationen der Klasse I1: Der Rezeptor wird synthetisiert,
aber nur langsam vom ER zum Golgi-Apparat transportiert

Dies ist die zweithdufigste Mutationsklasse. Die Allele
produzieren Rezeptoren, die als Vorliufermolekiile mit
Molekulargewichten zwischen 100000 und 135000 synthe-
tisiert werden. Die meisten haben ein Zhnliches Moleku-
largewicht (120000) wie der normale Vorldufer. In diesen
Rezeptoren kommen Mannose-haltige, N-verkniipfte Zuk-
ker sowie der Kern-Zucker N-Acetylgalactosamin der O-
verknilpften Zuckerketten vor®*3%, Die N-verkniipften
Zucker werden jedoch nicht in die komplizierte Endogly-
cosidase-H-resistente Form uberfiihrt, und die O-ver-
kniipften Zucker werden nicht elongiert. Die mutierten Re-
zeptoren gelangen nicht zur Zelloberfliche, sondern schei-
nen im ER zu bleiben, bis sie abgebaut werden. Einige
Mutationen dieser Klasse sind vollstindig, das heiBt, daB
keine weitere Umsetzung der Kohlenhydrate erkennbar ist.
Andere sind unvollstindig; einige Rezeptoren gelangen in
den iiblichen ProzeB, wandern aber nur mit einem Zehntel
der normalen Geschwindigkeit an die Oberfliche®®"), Der
molekulare Defekt dieser Mutationsklasse wurde noch
nicht bestimmt.

Mautationen der Klasse I1I: Die Rezeptoren werden
umgesetzt und erreichen die Zelloberfliche, binden LDL
aber nicht normal

In ihrer reifen Form kdnnen diese mutierten Rezeptoren
ein normales Molekulargewicht von 160000 oder ein ab-

weichendes von 140000 oder 210000 haben!®®. Sie werden
alle als Vorldufer synthetisiert, die um 40000 Dalton klei-
ner als die reife Form zu sein scheinen. Thre Kohlenhy-
drate werden normal umgesetzt, und sie erreichen die Zell-
oberfliche. Sie binden eine Vielzahl von Antikérpern ge-
gen den LDL-Rezeptor; ihre Féhigkeit, LDL zu binden, ist
jedoch deutlich herabgesetzt. Wir vermuten, daB Aus-
tausch, Deletion oder Duplikation von Aminosiureresten
in der Cystein-reichen LDL-Bindungsdomine oder der
EGF-Vorliufer-Region an diesen Mutationen beteiligt
sind; bisher konnte aber keine auf molekularer Ebene auf-
gekldrt werden.

Mutationen der Klasse IV: Die Rezeptoren erreichen die
Zelloberfliiche und binden LDL, sammeln sich aber nicht
in Coated Pits

Untersuchungen auf zellulirer Ebene iiber diese Inter-
nalisierungs-defekten Mutationen zeigten die Bedeutung
der Coated Pits fir die Rezeptor-vermittelte Endocyto-
se!*2¥ Drei dieser Mutationen wurden auf molekularer
Ebene aufgeklirt. Alle zeigten Verinderungen im cytoplas-
matischen Teil des Rezeptors, d.h. sie betrafen die 50 Ami-
nosduren am COQOH-Terminus, die sich ins Cytoplasma
erstrecken (Abb. 10). Diese Mutationen konnten aufgekliirt
werden, indem Gen-Banken hergestellt und anschlieBend
Exon 17 und 18 - sie codieren die cytoplasmatische Do-
mine - isoliert und sequenziert wurden. Im drastischsten
Fall wurde ein Tryptophan-Codon an einer Stelle, die zwei
Reste von der in die Membran eingebetteten Region ent-
fernt liegt, in ein Nonsense-Codon (Stop) umgewandelt"™.
Dadurch entsteht ein Rezeptor mit nur zwei Aminosiuren
im cytoplasmatischen Teil. Andere Mutationen wurden
durch Duplikation der vier Nucleotide, die dem Codon fiir
die sechste Aminosdure des cytoplasmatischen Teils fol-
gen, verursacht'’, Diese Duplikation verindert das Lese-
raster und fithrt zu einer Sequenz von acht Zufallsamino-
sduren, denen ein Stop-Codon folgt. Dieser Rezeptor hat
nur sechs der normalen Aminosiuren der cytoplasmati-
schen Doméne. Proteinchemische Untersuchungen besti-
tigten, daB diesen beiden Proteinen der normale COOH-
Terminus fehlt!”?,

FH 380-JD. FH 763 FH 683

Membran

Cytoplasma

Abb. 10. Mutationen, welche
die cytoplasmatische Domine
des LDL-Rezeptors von drei
FH-Homozygoten mit der In-
ternalisierungs-defekten Form
von FH betreffen.
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Die dritte Mutation ist die informativste. Bei diesem Pa-
tienten, dem ersten mit Internalisierungsdefekt (J. D., siehe
Abb. 3), wurde durch einen einzigen Basenaustausch ein
Cystein- durch einen Tyrosinrest in Position 807 ersetzt,
also etwa in der Mitte der cytoplasmatischen Domine
(Abb. 10). Kiirzlich konnten wir diesen Aminosidureaus-
tausch in normaler cDNA des LDL-Rezeptors durch Oli-
gonucleotid-gesteuerte Mutagenese nachvollziechen. Wurde
die verinderte cDNA durch Gentransfermethoden in Ova-
rienzellen chinesischer Hamster eingefiihrt, so entstand ein
Rezeptor, der zwar LDL binden, sich aber nicht in den
Coated Pits sammeln konnte. Dieses Ergebnis bestitigte,
daB eine einzige Base fiir den Internalisierungsdefekt in
den Zellen von J. D. maBgeblich war!®?.

Da alle drei Internalisierungs-defekten Mutationen den
cytoplasmatischen Teil betreffen, muB diese Region eine
entscheidende Rolle beim Sammeln von LDL-Rezeptoren
in Coated Pits spielen. Es ist wahrscheinlich, daB der cy-
toplasmatische Teil an Clathrin oder an ein anderes Prote-
in, das selbst mit Clathrin assoziiert ist, bindet. Etwas ver-

spleiiten mRNA verursacht wird. Die Rezeptoren werden
an die Oberfliche transportiert, wo einige an die Membran
gebunden bleiben. Die weit iiberwiegende Mehrzahl wird
jedoch in das Kulturmedium abgegeben (** und unversf-
fentlichte Beobachtungen). Die wenigen Rezeptoren, die
an der Oberfliche bleiben, binden LDL, sammeln sich
aber nicht in Coated Pits und gehoren somit zum Interna-
lisierungs-defekten Phidnotyp. Diese Befunde unterstrei-
chen die Bedeutung der in die Membran eingebetteten Re-
gion fiir die Verankerung des LDL-Rezeptors in der Plas-
mamembran.

Abbildung 11 zeigt die Lage von neun Mutationen des
LDL-Rezeptor-Gens, die auf molekularer Ebene analysiert
wurden. Jede bisher untersuchte FH-Familie hatte eine an-
dere Mutation; es kamen auch multiple Typen von Muta-
tionsereignissen vor. Zwei von neun Mutationen bestanden
aus dem Austausch einer einzigen Base, zwei andere be-
ruhten auf Insertionen (eine kleine und eine groBe), und fiinf
Mutationen wurden durch groBe Deletionen verursacht.
Viele Deletionen traten in repetitiven 4/u-Elementen auf.

+2kb +4nt
] /
Er:°“ 1 2 3 456 78910 412 1314 45 1617 18
0.
~41kb -4 kb ~5kb -5kb
> i —
-7kb Abb. 11. Mutationsorte im LDL-Rezeptor-
Gen. Bis heute wurden neun Mutationen
Y I ti durch Klonierung und DNA-Sequenz-Analyse
nser_lon oder durch Restriktionsendonuclease-Analyse
-« Oeletion von genomischer DNA identifiziert. Funf der
® Nonsense neun Mutationen sind genau in [73, 79, 82, 83]
B Missense beschneber!. kb bedeutet Kilobasen; nt bedeu-
tet Nucleotide.

wirrend ist momentan, daf andere Zelloberflichenrezepto-
ren, die sich ebenfalls in Coated Pits sammeln, keine of-
fensichtliche Homologie der Aminos#uresequenzen ihrer
cytoplasmatischen Regionen mit denen des LDL-Rezep-
tors aufweisen®’. Welche Strukturen die Anhiufung von
Rezeptoren in Coated Pils verursachen, bleibt also ein Ge-
heimnis.

Wir konnten mehrere interessante Varianten von Muta-
tionen der Klasse IV identifizieren, bei denen die Mutan-
tengene LDL-Rezeptoren produzieren, die in das Kultur-
medium abgegeben werden. Bei zwei Mutanten diescr
Klasse (beide aus nichtverwandten Familien) besteht die
Mutation aus einer groBen Deletion. Sie resultiert aus ei-
ner Rekombination zwischen zwei repetitiven Alu-Sequen-
zen, der einen in Intron 15 und der anderen in der 3'-nicht-
translatierten Region von Exon 18. Die Deletionen in bei-
den Mutanten sind 4hnlich, aber nicht gleich, was darauf
hinweist, daB beide Mutationen durch unabhingige Ereig-
nisse entstanden sind (¥ und unveréffentlichte Beobach-
tungen). Bei beiden Mutationen gehen die Exons verloren,
welche die in die Membran eingebettete Region codieren.
Wahrscheinlich verfiigen diese vorzeitig terminierten Pro-
teine iber eine kurze Zufalls-Aminosduresequenz am
COOH-Terminus, die von einem ,,Durchlesen** einer unge-
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Die Funktionen des LDL-Rezeptors im Kérper

Die Funktion des LDL-Rezeptors konnte auf eine Weise
aufgeklart werden, die dem normalen Vorgehen bei der
Untersuchung von Stoffwechselwegen in Tieren gerade
entgegengesetzt ist. Diese Wege werden gewdhnlich am in-
takten Tier oder an Geweben studiert und dann spiter in
isolierten Zellen untersucht. Der LDL-Rezeptor wurde zu-
erst in einer vdllig kiinstlichen Umgebung beobachtet, das
heiBit in Gewebekultur. Sofort erhob sich die Frage: Wel-
che Gewebe exprimieren LDL-Rezeptoren im Korper, und
wie arbeiten sie? Wir wufiten zu Beginn unserer Untersu-
chungen, daB der Rezeptor eine Rolle im Korper spielt, da
die Auswirkungen eines LDL-Rezeptor-Mangels in FH-
Homozygoten verheerend und in FH-Heterozygoten ent-
sprechend weniger stark ausgeprigt waren. Natiirlich muf3
der Rezeptor irgendwo eine Funktion haben. Aber wo?

Detektion der Expression von LDL-Rezeptoren in vivo

Die ersten Zellen, bei denen LDL-Rezeptor-Aktivitit in
vivo festgestellt werden konnte, waren im Blut zirkulie-
rende Lymphocyten. In den ersten Versuchen, die 1975 mit
Y. K. Ho durchgefiihrt wurden, isolierten wir Lymphocy-

589



ten aus der Blutbahn und inkubierten sie 67 Stunden in
vitro in Abwesenheit von exogenem Cholesterin, um die
Rezeptor-Synthese zu ,.dereprimieren*®¥. Unter diesen
Bedingungen exprimierten die Lymphocyten iiberschiis-
sige LDL-Rezeptoren, wie durch Bestimmung der Hochaf-
finitits-Aufnahme von '?*I-LDL gefunden wurde (Abb.
12A). Lymphocyten von FH-Homozygoten exprimierten
keine meBbare LDL-Rezeptor-Aktivitit, Lymphozyten von
FH-Heterozygoten zeigten eine mittlere Aktivitit. Dieses
Ergebnis ist mit der Anwesenheit nur eines funktionellen
Gens in Einklang®®. LDL-Rezeptoren waren auch in Lym-
phocyten direkt nach deren Isolierung aus dem Blut nach-
weisbar, obwohl die Aktivitat niedriger als nach 67stiindi-
ger Derepression lag®. LDL-Rezeptoren wurden also von
mindestens einem Zelityp in vivo exprimiert.

Ein anderer frither Hinweis auf die Funktion von LDL-
Rezeptoren in vivo kam aus Untersuchungen iiber die Ge-
schwindigkeit, mit der intravends injiziertes '*I-LDL aus
dem Plasma verschwindet (Abb. 12B). Dieses LDL wird
bei FH-Heterozygoten viel langsamer als bei gesunden
Kontrollpersonen aus dem Kreislauf entfernt®*-%"), Bei
FH-Homozygoten ist dieser Effekt noch ausgepragter®’-#9.,
Die Schwerfilligkeit des LDL-Katabolismus in vivo korre-
liert mit dem Mangel an LDL-Rezeptoren, wie er in isolier-
ten Lymphocyten bestimmt wurde.

In Tierexperimenten konnte die Funktion des LDL-Re-
zeptors in vivo detaillierter gezeigt werden. Zusammen mit
Sandip K. Basu arbeiteten wir ein Assay zur Bestimmung
der Bindung von '**1-LDL an Membranen homogenisier-

ter Kulturzellen und verschiedenen Geweben der Kuh und .

anderer Tiere aus. Durch dieses Assay fand Petri Kova-
nen, daB die meisten Gewebe der Kuh '>*I-LDL mit be-
trichtlicher Affinitit binden; Nebenniere und Corpus lu-
teum der Ovarien hatten die hochste Aktivitit pro
Gramm®", Auf das Qrgangewicht bezogen produzierte die
Leber die weitaus meisten LDL-Rezeptoren. Ahniiche Er-
gebnisse wurden durch Untersuchungen von fétalem Ge-

A) Isolierte Zellen

webe des Menschen erzielt®'l. In Zusammenarbeit mit Ha-
vels Laboratorium zeigten wir, daB '*I-LDL von perfun-
dierter Rattenleber durch einen Rezeptor-vermittelten Vor-
gang mit hoher Affinitat aufgenommen wurde, der durch
Gabe von 17a-Ethinyldstradiol erheblich beschleunigt
werden konnte®2,

In der Leber konnte ein hoher Gehalt an LDL-Rezepto-
ren auch dann festgestellt werden, wenn markiertes LDL
in die Blutbahn von Versuchstieren injiziert und die Auf-
nahme in verschiedene Gewebe verglichen wurde. Stein-
berg und Mitarbeiter™™ sowie Diefschy und Mitarbeiter!®
zeigten, daB etwa 70% der Aufnahme von markiertem LDL
in den Korper durch einen LDL-Rezeptor-abhingigen Me-
chanismus in der Leber stattfand, daB aber - bezogen auf
das Gewicht - die Aufnahme in der Nebenniere am héch-
sten war. Auch andere Gewebe zeigten eine Rezeptor-ver-
mittelte Aufnahme von LDL; sie lag iiber der von nicht-
spezifischen Markern wie etwa markiertem Albumin.

Die Bestimmung von Rezeptor-vermittelter LDL-Auf-
namme in Tiergewebe wurde durch zwei Fortschritte er-
leichtert: 1) Steinberg und Mitarbeiter- entwickelten eine
Methode zur Markierung von LDL mit radioaktiver Sac-
charose und spiter mit Tyramin-cellobiose®™, Die letztere
Methode lieferte - im Gegensatz zur '*I-LDL-Markierung
von Tyrosinresten - einen radioaktiven Marker, der nach
Aufnahme und Abbau in den Lysosomen eingeschlossen
blieb und es so ermoglichte, geringe Aufnahmegeschwin-
digkeiten iiber lingere Zeit kumulativ zu quantifizieren; 2)
Shepherd und Packard®® zeigten, daB LDL, dessen Argi-
ninreste durch Reaktion mit Cyclohexandion modifiziert
worden waren, viel langsamer als natives LDL aus dem
menschlichen Blutstrom verschwindet. Schon davor hatten
Arbeiten aus unserem Laboratorium®” und aus dem Labo-
ratorium von Mahley®® gezeigt, daB die Modifizierung von
Arginin- oder Lysinresten in LDL die Bindung an den
LDL-Rezeptor verhindern. Diese Beobachtungen fiihrten
zu einer groben Schitzung des Anteils an der LDL-

B) Im Korper
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Abb. 12. Bestimmung der Zahl der LDL-Rezeptoren A) in Lymphocyten des Blutes und B) in lebenden Personen. A) Lymphocyten wurden aus
dem vendsen Blut von 32 gesunden Kontrollpersonen (@), 15 FH-Heterozygoten (@ und 4 FH-Homozygoten (O) isoliert. Nach 67 h Inkuba-
tion bei 36°C in einem Medium mit 10% Lipoprotein-freiem Serum wurde die LDL-Rezeptor-Aktivitat durch Bestimmung des Abbaus von
SLLDL bei 37°C gemessen (Daten aus [85]). B) Fir das Ganzkorper-Assay wurden Spuren '?*1-LDL intravends injiziert: die im Kreislauf
verbleibende Aktivitit wurde wihrend der niichsten 16 Tage in Proben von vendsem Blut gemessen [87,89). Je groBer die Anzahl der LDL-
Rezeptoren in den Korperzellen war (vgl. A), desto schneller wurde '**I-LDL aus dem Blut entfernt.
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Clearance, der auf LDL-Rezeptoren zuriickgefiihrt werden
kann. ‘

Schon frither hatten wir den Rezeptor-abhingigen An-
teil an der gesamten LDL-Clearance durch Vergleich der
Abbaugeschwindigkeit von intravends injiziertem '*°I-
LDL in gesunden und FH-homozygoten Individuen ge-
schiatzt® . Der Anteil des gesamten LDL-Pools im Plasma,
der pro Zeiteinheit entfernt wurde, war in gesunden Kon-
trollpersonen dreimal hoher als in FH-Homozygoten'*"),
Aus dieser Beobachtung schlossen wir, daB3 etwa zwei Drit-
tel der LDL-Clearance vom LDL-Rezeptor vermittelt wer-
den™®). Untersuchungen iiber die Abbaugeschwindigkeit
von nativem und Lysin- oder Arginin-modifiziertem LDL
in gesunden Menschen und in Versuchstieren vielerlei Ar-
ten trugen zu diesem SchluBl bei!'%%,

Das WHHL-Kaninchen und die Rolle des LDL-Rezeptors
fiir die IDL-Clearance

Eine der wichtigsten Funktionen von LDL-Rezeptoren
in vivo wurde erst in den letzten Jahren durch Untersu-
chungen an WHHL-Kaninchen (,,Watanabe heritable-hy-
perlipidemic rabbits*) aufgeklirt. Yosio Watanabe, e¢in
Tierarzt in Kobe, Japan, entdeckte diesen Mutantenstamm
Ende der siebziger Jahre!'*". Diese Kaninchen tragen eine
Mutation im LDL-Rezeptor-Gen, die den Mutationen der
Klasse Il bei menschlicher FH dhnelt®®'- 192, Als homozy-
gote Form fiihrt diese Mutation zu extrem hohen LDL-
Cholesterin-Werten ; die Kaninchen entwickeln schon frih
eine Arteriosklerosel!'?" %%,

Die WHHL-Kaninchen leisteten bei der Aufklarung ei-
nes verwirrenden Merkmals der homozygoten FH un-
schidtzbare Dienste. Kinetische Untersuchungen des '*’1-
LDL-Metabolismus durch Myant und Mitarbeiter’® sowie
Bilheimer und Grundy™-*) zeigten, daB FH-Patienten ci-
nen zweifachen Defekt aufweisen. Zusitzlich zum langsa-
men Abbau von LDL schienen FH-Homozygote und
-Heterozygote auch an einer Uberproduktion von LDL zu
leiden. Wie kann ein genetischer Defekt im LDL-Rezeptor
gleichzeitig zu Uberproduktion und verlangsamtem Abbau
von LDL fiihren? Die Antwort liegt im komplizierten Bio-
syntheseweg von LDL.

Untersuchungen von Gitlin!"® und spater von Bilheimer,
Levy und Eisenberg!'® lieBen vermuten, daB LDL nicht
direkt von der Leber sekretiert wird, sondern in der Blut-
bahn aus einem blut-eigenen Vorldufer, dem Lipoprotein
mit sehr niedriger Dichte (VLDL), entsteht (Abb. 13A).
VLDL ist ein groBes, Triglycerid-reiches Lipoprotein, das
von der Leber abgegeben wird; es transportiert Triglyce-
ride zu den Fettgeweben und Muskeln. Die Triglyceride
von VLDL werden in den Kapillaren durch das Enzym L.i-
poprotein-Lipase entfernt, und VLDL kehrt als kleinere
Partikel mit dem neuen Namen Lipoprotein mit mittlerer
Dichte (IDL) in den Blutstrom zuriick. Die IDL-Partikel
haben die meisten ihrer Triglyceride abgegeben, ihre Cho-
lesterylester aber behalten. Manche 1DL-Partikel werden
schnell von der Leber aufgenommen, manche bleiben in
der Blutbahn, wo ihre Triglyceride weiter hydrolysiert wer-
den und LDL entsteht. Eine ungewdhnliche Eigenschaft
von IDL-Partikeln ist das Vorkommen mehrerer Apo-E-
Kopien zusitzlich zu einer einzigen Kopie von Apo B-100.
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Abb. 13. Schematisches Modell des Mechanismus, durch den LDL-Rezepto-
ren in der Leber die Produktion und den Katabolismus von Plasma-LDL A)
in gesunden Menschen, B) in FH-Patienten und C) in Personen, deren Nah-
rung reich an gesittigten Fettsiuren und Cholesterin ist, kontrollieren. VLDL
bezeichnet das Lipoprotein mit sehr geringer Dichte, IDL das Lipoprotein
mit mittlerer Dichte (nach [132]).

Die Apo-E-Kopien erméglichen es dem IDL, mit sehr ho-
her Affinitt an LDL-Rezeptoren zu binden. Bei der Um-
wandlung von IDL zu LDL verldBt Apo E die Partikel,
und nur Apo B-100 bleibt zuriick. Danach ist die Affinitat
fiir den LDL-Rezeptor stark herabgesetzt!'®,

Zusammen mit Toru Kita zeigten wir, daB die Uberpro-
duktion von LDL in WHHL-Kaninchen darauf beruht,
daB IDL nicht aus dem Plasma entfernt wird!'?2'°) (Abb.
13B). Bei Gabe von 'Z*I-VLDL an WHHL-Kaninchen wird
das entstehende IDL nicht wie bei gesunden Tieren von
der Leber aufgenommen!'®), Diese Befunde lassen vermu-
ten, daB IDL normalerweise durch Bindung an die LDL-
Rezeptoren in der Leber aus dem Plasma entfernt wird.
Wenn auch #hnlich detaillierte Experimente nicht am
Menschen durchgefiihrt werden konnen, sind die Beob-
achtungen von Soutar, Myant und Thompson''® doch mit
der Annahme vereinbar, daB eine verstirkte Umwandlung
von IDL zu LDL auch in FH-Homozygaten stattfindet
und so zu einer scheinbaren Uberproduktion von LDL
fiihrt.

Abbildung 13A zeigt die Doppelrolle des LDL-Rezep-
tors im LDL-Metabolismus, die durch Untersuchungen an
WHHL-Kaninchen aufgeklidrt wurde. Erstens limitiert der
Rezeptor die LDL-Uberproduktion, indem er vermehrt
den Vorldufer IDL aus der Blutbahn entfernt. Zweitens
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verstiarkt er den LDL-Abbau, indem er die zellulire Auf-
nahme von LDL vermittelt. Ein Mangel an LDL-Rezepto-
ren fiihrt zu LDL-Akkumulation als Ergebnis sowohl von
Uberproduktion als auch von verzogerter Entfernung aus
dem Blut (Abb. 13B). Durch diese doppelte Funktion wer-
den die LDL-Rezeptoren zu entscheidenden Modulatoren
des LDL-Spiegels im Plasma von Mensch und Tier.

Perspektiven
Rezeptor-Regulation: Implikationen fiir eine Therapie

Die Kenntnis der fundamentalen Eigenschaften des
LDL-Rezeptors birgt wichtige Implikationen fiir die The-
rapie von FH und anderen hypercholesterinimischen
Krankheiten. Dieses Wissen ermdglicht es auch, iiber die
Bedeutung des LDL-Rezeptors als Schutzfaktor gegen Ar-
teriosklerose des Menschen zu spekulieren.

Die therapeutischen Implikationen zielen auf eine er-
hohte Produktion von LDL-Rezeptoren in der Leber und
dadurch eine Senkung der LDL-Cholesterin-Konzentra-
tion im Plasma. In FH-Heterozygoten kann dieses Ziel
durch eine Stimulierung des normalen Gens erreicht wer-
den, so daBl es mehr LDL-Rezeptoren als gewohnlich pro-
duziert und dadurch das defekte Allel kompensiert!'®”,
Untersuchungen an Kulturfibroblasten zeigten, daB die
Produktion von LDL-Rezeptoren vom Cholesterinbedarf
der Zellen gesteuert wird®3®\. Ist der Cholesterinbedarf
hoch, so enthalten die Zellen hohe Konzentrationen der
mRNA fiir den LDL-Rezeptor. Ist der Bedarf gering, so
akkumuliert sich iiberschiissiges Cholesterin in den Zellen,
und die Konzentration der mRNA sinkt?%3),

Da hauptsidchlich in der Leber LDL-Rezeptoren expri-
miert werden, 14Bt sich das Therapieproblem auf die Ent-
wicklung von Methoden zur Erh6hung des Bedarfs der Le-
ber an Cholesterin zuriickfiihren. Dies kann durch zwei
Techniken erreicht werden: 1) Inhibierung der Reabsorp-
tion von Gallensduren im Darm und 2) Inhibierung der
Cholesterin-Synthese. Wie Abbildung 14 zeigt, kdnnen
diese Methoden getrennt oder kombiniert angewendet
werden.

Die Leber braucht:Cholesterin zur Bildung von Gallen-
sauren; auf diesem Weg verldBt Cholesterin hauptsichlich
den Korper!'™®, Es wird aber nur ein kleiner Teil der von
der Leber sekretierten Gallensduren auch wirklich ausge-
schieden. Die Hauptmenge der Gallensduren wird im ter-

Reduktase-Inhibitor
*
Verarmung an
Gallensduren

Unbehandelt
Plasma @

Leber

Verarmung an
Gallensduren

CoA

Chotesterin Chotesterin Cholesterin

Gailensduren Gallens3uren Gallensiuren
Darm ( —— h“_ﬁ

Abb. 14. Prinzip der Verwendung eines Gallensiure-bindenden Polymers
und eines Inhibitors der 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase
zur Behandlung von FH-Heterozygoten. Eine genaue Diskussion dieser Ab-
bildung ist im Text nachzulesen.
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minalen lleum reabsorbiert und kehrt zur weiteren Ver-
wendung in die Leber zuriick. Die Leber wandelt also nur
einen kleinen Teil des Cholesterins in Gallensiduren um
(Abb. 14, links). Der Cholesterin-Bedarf der Leber kann
durch Gabe von Polymeren verstirkt werden, welche die
Gallensiduren im Darm binden und ihre Reabsorption ver-
hindern. Da die Leber nun keine Gallensduren zur Wieder-
verwendung bekommt, muf sie stindig neue bilden, und
ihr Bedarf an Cholesterin steigt. Um Cholesterin zu be-
schaffen, reagiert die Leber doppelt: 1) Sie synthetisiert
mehr Cholesterin durch vermehrte Aktivitit der HMG-
CoA-Reduktase und 2) sie versucht, mehr Plasma-Chole-
sterin aufzunehmen, indem sie mehr LDL-Rezeptoren pro-
duziert. Die vermehrte LDL-Rezeptor-Aktivitit fiihrt zu ei-
ner Senkung der LDL-Konzentration im Plasma (Abb. 14,
Mitte). Die Wirkung der Gallensidure-Polymer-Therapie
(und der physiologisch dquivalenten Ileus-Bypass-Chirur-
gie) ist jedoch nicht durchschlagend. Die Zunahme der
Cholesterin-Produktion macht den Bedarf der Leber an
Cholesterin teilweise wieder wett, so dal nur 15 bis 20%
mehr LDL-Rezeptoren synthetisiert werden und nur 15 bis
20% weniger LDL-Cholesterin im Plasma vorliegt.

Die zweite Methode zur Erhhung der LDL-Rezeptor-
Produktion - die Inhibierung der Cholesterin-Synthese -
ist bedeutend effektiver. Diese Methode basiert auf der
Entdeckung einer Klasse von Pilzmetaboliten im Jahre
1976, welche die HMG-CoA-Reduktase inhibieren. Die er-
ste Verbindung dieser Klasse, die Akira Endo von der San-
kyo Drug Company in Japan entdeckte, bekam den Na-
men Compactin!'®., Eine neuere Verbindung wurde in den
Merck, Sharp and Dohme Laboratories in den USA ent-
wickelt und heiBt Mevinolin''*”. Diese beiden Verbindun-
gen sind potente kompetitive Inhibitoren der HMG-CoA-
Reduktase; die Inhibitionskonstante liegt bei etwa
10—9 M[IOS].

Wird Compactin oder Mevinolin im Tierexperiment ge-
geben, so inhibieren sie zunichst die Synthese von Chole-
sterin in der Leber; dies setzt einen komplizierten regulato-
rischen Mechanismus in Tatigkeit, durch den der Spiegel
des LDL-Cholesterins im Plasma gesenkt wird. Zusammen
mit Kovanen und Kita zeigten wir, da} durch die Inhibi-
tion der Cholesterin-Synthese ein zweifacher kompensato-
rischer Mechahismus hervorgerufen wird: 1) Die Hepato-
cyten synthetisieren vermehrt HMG-CoA-Reduktase, und
2) sie synthetisieren mehr LDL-Rezeptoren!''®. Ist ein
neues Gleichgewicht erreicht, so gleicht der Anstieg der
HMG-CoA-Reduktase fast den inhibitorischen Effekt von
Compactin aus. Die Cholesterin-Synthese des gesamten
Korpers ist nur leicht verringert!''", Inzwischen ist der
LDL-Spiegel im Plasma als Antwort auf die Vermehrung
der LDL-Rezeptoren gesunken. Das Sinken des LDL-Spie-
gels im Plasma wird durch eine Vermehrung der LDL-Re-
zeptoren ausgeglichen, und so bleibt die absolute Chole-
sterinmenge, die in die Leber iiber den Rezeptorweg ein-
tritt, genauso hoch wie frither!"”, Der Unterschied zu frii-
her besteht darin, daf die Zulieferung nun bei einem nied-
rigeren Plasma-LDL-Spiegel stattfindet!'*”,

Wird Mevinolin allein an FH-Heterozygote gegeben, so
senkt es die Konzentration an Plasma-LDL um 30%. Wird
Mevinolin zusammen mit dem Polymer Cholestyramin ge-
geben, so blockiert es die kompensatorische Steigerung der
Cholesterin-Synthese, und die Zahl der LDL-Rezeptoren
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wird noch wirkungsvoller vermehrt (Abb. 14, rechts). Die
Konzentration an Plasma-LDL fillt um 50 bis 60%" '3.

Als wichtiges Prinzip zeigte sich bei diesen Untersu-
chungen, daB die Stimulation der LDL-Rezeptor-Aktivitit
die Konzentration des LDL-Cholesterins im Plasma senkt,
ohne die Cholesterinzulieferung sehr zu stéren!’®” """\ Zur
Zeit werden Mevinolin und verwandte Verbindungen kli-
nisch getestet. [hre Wirksamkeit fiir die Senkung der LDL-
Cholesterin-Konzentration des Plasmas ist gesichert, doch
weilB man noch nichts iiber die Langzeit-Toxizitét fiir den
Menschen. Falls sich diese Medikamente als nicht toxisch
erweisen, werden sie eine wichtige Rolle bei der Therapie
von FH-Heterozygoten und wahrscheinlich auch von an-
deren hypercholesterinimischen Patienten spielen.

Diese Behandlung von FH-Heterozygoten kann leider
nicht auf Homozygote iibertragen werden, besonders nicht
auf jene, die total defekte LDL-Rezeptor-Gene haben.
Diese Patienten sprechen nicht auf die oben genannten
Medikamente an, da sie keine LDL-Rezeptoren syntheti-
sieren konnen!''?. Gegenwirtig beschrinkt sich die Thera-
pie dieser Patienten auf die extrakorporale Entfernung von
LDL aus dem Plasma durch wiederholte Plasmaphere-
se!'', Diese Prozedur muB alle zwei bis drei Wochen wie-
derholt werden, ist technisch schwierig und fiir Arzt und
Patient sehr belastend.

Yor kurzem wurde eine direktere Therapie an der FH-
Homozygoten S. J. vorgenommen, die zwei Mutantengene
am LDL-Rezeptor-Locus aufweist. Es handelt sich um
eine sechsjahrige Patientin unseres Kollegen David Bilhei-
mer in Dallas, die eine Plasma-Cholesterin-Konzentration
von iiber 1000 mg/dL (mehr als sechsfach iiber den nor-
malen Werten) hatte und wiederholte Herzinfarkte erlitt.
Nachdem sie auf zwei Bypass-Operationen und Mitral-
klappenersatz nicht ansprach, wurde eine kombinierte
Herz-Leber-Transplantation durch ein Chirurgenteam un-
ter der Leitung von Thomas E. Starzl an der University of
Pittsburgh vorgenommen!''?. Das Leber-Transplaniat
sollte die Quelle fiir LDL-Rezeptoren bilden. Die Herz-
transplantation war notwendig, da ihr eigenes Herz durch
den arteriosklerotischen ProzeB in einem schlechten Zu-
stand war.

Sofort nach der Operation sank die Plasma-Cholesterin-
Konzentration von 1100 mg/dL auf 200-300 mg/dL und
blieb in den folgenden dreizehn Monaten in diesem Be-
reich (Abb. 15A). Danach gab man ihr den HMG-CoA-

Reduktase-Inhibitor Mevinolin, und ihr Cholesterin-Wert
fiel weiter auf 150-200 mg/dL (Abb. 15A). Die Leber-
Transplantation senkte nicht nur den Plasma-Cholesterin-
Wert, sondern stellte auch die Ansprechbarkeit auf Mevi-
nolin her, die von einem normalen LDL-Rezeptor-Gen ab-
hingig ist. Untersuchungen des Lipoprotein-Umsatzes
sechs Monate nach der Operation bestitigten, daB die
neuen LDL-Rezeptoren der transplantierten Leber die dra-
stische Senkung des Plasma-Cholesterin-Wertes hervorge-
rufen hatten (Abb. 15B). S. J. ist zur Zeit symptomfrei; ihre
Xanthome haben sich aufgeldst. Sie braucht jedoch stédn-
dig Cyclosporin, um ein AbstoBen der transplantierten Or-
gane zu verhindern, und ihre Zukunftsaussichten sind un-
gewiB.

Die Wirkung der Leber-Transplantation bei S. J. unter-
streicht die Bedeutung der Leber-LDL-Rezeptoren in vivo
und 14Bt es méglich erscheinen, daB andere FH-Homozy-
gote in dhnlicher Weise auf Transplantationen reagieren.
Man hofft, daB in einigen Fillen eine Leber-Transplanta-
tion vorgenommen werden kann, bevor eine Herz-Trans-
plantation notwendig wird.

Spekulationen: LDL-Rezeptoren
und das allgemeine Problem der Arteriosklerose

Wir verlassen jetzt die Welt der wissenschaftlich gesi-
cherten Fakten und begeben uns in das Reich der kontro-
versen Spekulationen iber die Beziehung zwischen Chole-
sterin-Konzentration, LDL-Rezeptoren und Arterioskle-
rose in der breiten Bevolkerung. Immerhin bilden FH-He-
terozygote nur 5% der Herzinfarktpatienten im Alter unter
60 Jahren. Aber was verursacht die anderen 95% der Herz-
infarkte?

Epidemiologische Untersuchungen der Bevolkerungen
vieler Lander wihrend der letzten drei Jahrzehnte deuteten
auf einen allgemeinen Zusammenhang zwischen hohen
Cholesterin-Konzentrationen des Blutes und Herzinfark-
ten hin. Eines der interessantesten Beispiele ist die Sieben-
Linder-Studie iiber Erkrankungen der Koronararterien
unter der Leitung von Ansel Keys!''®. Eine ahnliche Korre-
lation innerhalb einer einzigen Population wurde bei aus-
gedehnten Untersuchungen in Framingham, Massachu-
setts, festgestellt!'!”),

Alle diese Untersuchungen haben gezeigt, daB die Héu-
figkeit von Herzinfarkten proportional mit dem Plasma-
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Cholesterin-Wert, oder genauer mit der LDL-Cholesterin-
Konzentration des Plasmas, steigt. Liegen die LDL-Chole-
sterin-Werte unter 100 mg/dL (das entspricht einer Plas-
ma-Cholesterin-Konzentration von insgesamt etwa
170 mg/dL), so kommen Herzinfarkte selten vor. Steigen
die LDL-Cholesterin-Werte iiber 200 mg/dL (Plasma-Cho-
lesterin insgesamt etwa 280 mg/dL), so sind Herzinfarkte
hiufig. Kontroverse Meinungen bestehen iiber die Zwi-
schenwerte, das heifit Individuen mit einer Konzentration
des Plasma-LDL-Cholesterins zwischen 100 und 200 mg/
dL (Plasma-Cholesterin insgesamt 170-280 mg/dL). In
diesemn Bereich kommen die meisten Herzinfarkte vor. Ir-
gendwo in diesem Bereich der Cholesterin-Konzentration
liegt eine Schwelle, bei der die Haufigkeit von Herzinfark-
ten steigt. Wieviele Herzinfarkte in diesem Zwischenbe-
reich konnen dem Plasma-Cholesterin zugeschrieben wer-
den? Es gibt keine definitive Antwort auf diese Frage. Zu-
sdtzlich zum Cholesterin sind Menschen dieser Gruppe
durch Rauchen, Bluthochdruck, StreB, Diabetes mellitus
und weitgehend unverstandene genetische Faktoren bela-
stet. Trotzdem kann vorgeschlagen werden, daB in dieser
Gruppe ein Zusammenhang zwischen Plasma-Cholesterin
und Herzinfarkten besteht und daB die Haufigkeit von
Herzinfarkten abnehmen wiirde, wenn die Plasma-Chole-
sterin-Konzentration gesenkt werden kénnte!'”.

Die Befunde iiber den LDL-Rezeptor stiitzen die Ver-
mutung der Epidemiologen, daB die in der westlichen In-
dustriegesellschaft  beobachteten  Plasma-Cholesterin-
Werte unverhaltnismaBig hoch liegen®. Speziell als Stiitze
dient die Kenntnis der Affinitit des LDL-Rezeptors fiir
LDL. Bei einer Cholesterin-Konzentration von 2.5 mg/dL
wird LDL vom Rezeptor optimal gebunden®. Angesichts
des Verhiltnisses der LDL-Konzentration im Plasma und
in der interstitiellen Flissigkeit von 10:1 geniigte eine
LDL-Cholesterin-Konzentration von 25 mg/dL im Plasma,
um die Kérperzellen mit Cholesterin zu versorgen!''®\. Das
entspricht etwa einem Fiinftel der Konzentration, die ge-
wohnlich in der westlichen Industriegesellschaft vor-
kommt (Abb. 16)!''". Es gibt Hinweise, daB eine Plasma-
konzentration von LDL-Cholesterin im Bereich von 25-60
mg/dL (Plasma-Cholesterin insgesamt 110-150 mg/dL)
tatsachlich der physiologische Wert fiir den Menschen sein
kénnte. Erstens liegt der LDL-Cholesterin-Wert im Plasma
von anderen Sdugetieren, die keine Arteriosklerose entwik-
keln, gewohnlich unter 80 mg/dL (Abb. 16)!'?) In diesen
Tieren entspricht die Affinitidt der LDL-Rezeptoren fir ihr
LDL etwa der Affinitit des menschlichen LDL-Rezeptors
fiir menschliches LDL; das weist darauf hin, daB diese
Spezies bei der Evolution dhnliche Plasma-LDL-Werte er-
reicht hatten® '), Zweitens liegt die LDL-Konzentration
von neugeborenen Menschen etwa bei 30 mg/dL"*"), also
in einem fiir die Rezeptorbindung geeigneten Bereich
(Abb. 16). Drittens bleibt das Plasma-LDL-Cholesterin bei
fettarm aufgezogenen Menschen im Bereich von 50-
80 mg/dL. Werte iiber 100 mg/dL werden nur von Perso-
nen erreicht, die gesittigte tierische Fette und Cholesterin
in groBen Mengen zu sich nehmen, wie dies in der westli-
chen Industriegesellschaft iiblich ist!'''?2),

Welcher Mechanismus liegt nun diesen hohen Plasma-
LDL-Konzentrationen zugrunde? Zahlreiche Hinweise
deuten auf zwei Hauptfaktoren: Erndhrung und Verer-
bung. Enthilt die Nahrung wenig tierische Fette, so bleibt
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Abb. 16. Der Bereich der LDL-Konzentrationen ,,normaler Erwachsener in
der westlichen Industriegesellschaft, durch eine Glockenkurve gekennzeich-
net [127], wird mit dem Bereich ausgewachsener Tiere [120), dem von neuge-
borenen Menschen [121] und dem von FH-Patienten |14} verglichen. Die
Werte im rechten Teil der Abbildung liegen Giber der Schwelle, bei der ver-
mehrt Arteriosklerose vorkommt; mehr als die Hilfte der Erwachsenen ha-
ben LDL-Werte oberhalb dieser Schwelle. Die LDL-Konzentration ist der
Anzahl der LDL-Rezeptoren umgekehrt proportional (nach [10]).

die Konzentration des Plasma-LDL-Cholesterins gew&hn-
lich niedrig. Bei Aufnahme méBiger Mengen tierischer
Fette steigt die Plasma-Cholesterin-Konzentration jedoch
schon an'''*'?2 Nicht bei jedem Menschen ist der Anstieg
gleich. Das zeigt sehr deutlich, daB genetische und ernih-
rungsbedingte Faktoren eine Rolle spielen.

Wie konnte eine an tierischen Fetten und Cholesterin
reiche Nahrung die Konzentration des Plasma-LDL-Cho-
lesterins erhohen? Wir nehmen an, dafl zwei Eigenschaften
des LDL-Rezeptors beteiligt sind - Séttigung und Suppres-
sion. Steigt der Plasma-LDL-Spiegel, so werden die Rezep-
toren gesittigt. Diese Rezeptorsittigung bildet die obere
Grenze der Geschwindigkeit, mit der LDL aus dem Plasma
entfernt werden kann!'?. Jeder Rezeptor kann nur eine
LDL-Partikel binden. Sind die Rezeptoren gesittigt, so
kann die LDL-Entfernung nur durch eine ansteigende
Clearance durch Nicht-Rezeptor-Stoffwechselwege be-
schleunigt werden; diese Wege sind aber wenig wirkungs-
voll. Die LDL-Konzentration mufl recht hoch sein, um
diese alternativen Stoffwechselwege einzuleiten'™. Bei
normalen LDL-Werten limitiert hauptsidchlich die Sitti-
gung der LDL-Rezeptoren die Entfernung von LDL aus
dem Plasma!'*],

Sind die LDL-Rezeptoren einmal gesittigt, so ist die Ge-
schwindigkeit der LDL-Entfernung der Rezeptorenzahl
proportional. Wird diese Zahl verringert, so muf3 die Plas-
ma-LDL-Konzentration steigen. Aus Tierexperimenten
weiB man, dal durch fettreiche Nahrung die Zahl der
LDL-Rezeptoren in der Leber abnimmt!'? >4, Nach unse-
rer Meinung wird dieser Mechanismus iiber eine Riick-
kopplungssuppression wie oben beschrieben gesteuert. Ak-
kumuliert sich also iiberschiissiges Cholesterin aus der
Nahrung in der Leber, so produziert die Leber weniger
LDL-Rezeptoren (Abb. 13C). Der Eintritt von Nahrungs-
cholesterin in die Leber wird von einem Rezeptor vermit-
telt, der Chylomikronen-Reste bindet, dessen Aktivitiit sich
von der LDL-Rezeptor-Aktivitit genetisch unterschei-
det""?®. Der Rezeptor fiir abgebaute Chylomikronen wird
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von einer Cholesterin-Akkumulation nicht beeinfluBt!'>",
so daB hohe Cholesterin-Konzentrationen von der Leber
erreicht werden, wenn die Nahrung iiberschiissiges Fett
enthiilt.

Die Kombination von Sittigung und Suppression trigt
einen wesentlichen Teil zur LDL-Akkumulation im Plasma
bei, wenn die Nahrung reich an gesittigten Fetten und
Cholesterin ist. Da eine solche Nahrung bei abnehmender
oder gleichbleibender Kapazitit zur Entfernung von LDL
auch die LDL-Produktion steigen lassen kann, wiirde die
LDL-Konzentration sogar noch gréBer werden.

Wenn der LDL-Rezeptor jedoch wirklich die Entfer-
nung von LDL aus dem Plasma limitiert, dann konnten
MaBnahmen zur Erhéhung seiner Aktivitdt bei solchen
Menschen wirksam sein, die hohe Plasma-LDL-Choleste-
rin-Konzentrationen, aber keine defekten LDL-Rezeptor-
Gene haben. Eine Therapie auf dieser Basis kénnte bei der
Entwicklung von HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren an-
setzen. Heute kann man noch nicht entscheiden, ob eine
solche Therapie die Herzinfarkt-Anfilligkeit von Men-
schen mit einem leicht erhéhten Plasma-LDL-Cholesterin-
Wert von 100-200 mg/dL senken kénnte. Nach vielen In-
dizienbeweisen ist eine Besserung durchaus zu erwar-
ten""?”), doch gibt es einfach noch keine eindeutigen Daten.
Da potente Rezeptor-stimulierende Medikamente inzwi-
schen zuganglich sind, ist zu hoffen, da} diese Hypothese
bald gepriift werden kann.

Zusitzlich zur Bedeutung von Di#t und Medikamenten
fir die Behandlung hoher Cholesterin-Konzentrationen
miissen Arzte und Gesundheitsbehorden die genetische
Variabilitat der Individuen beachten. Diese Variabilitit be-
steht auf drei Ebenen: 1) Der Grad, mit dem das Plasma-
Cholesterin bei Cholesterin-reicher Nahrung ansteigt, ist
variabel. Nicht alle Menschen entwickeln eine Hypercho-
lesterindmie. Einige Volksgruppen, darunter die Pima-1n-
dianer, behalten trotz fettreicher Nahrung einen niedrigen
Plasma-Cholesterin-Wert"”, 2) Auch wenn der Plasma-
Cholesterin-Wert steigt, kann die Anfilligkeit fiir Arterio-
sklerose variieren; viele FH-Heterozygote (10-20%) erlei-
den bis ins achtzigste oder neunzigste Lebensjahr trotz er-
heblicher angeborener Hypercholesterinimie keinen Herz-
infarkt!'¥, 3) Die genetische Empfinglichkeit fiir zusitzli-
che Risikofaktoren ist variabel ; manche Menschen kénnen
Bluthochdruck und Zigarettenrauch jahrzehntelang ertra-
gen, ohne Arteriosklerose zu entwickeln; andere sind
hochst empfindlich.

Angesichts der genetischen Variabilitit der Empfing-
lichkeit miissen Di4t- und Medikamentenempfehlungen
individuell angepaBt werden. Die Familiengeschichte des
Betreffenden muB immer beriicksichtigt werden, beson-
ders, wenn in der Familie schon Herzinfarkte und Schlag-
anfille in jungen Jahren vorgekommen sind. Ein wichtiges
Ziel fur die zukiinftige Forschung wird die Aufklirung die-
ser genetischen Variabilitit sein. Es ist zu hoffen, daB man
die Gene, die fiir solche Prddispositionen zustindig sind,
identifizieren und in jedem Individuum analysieren wird.
Gibt es z.B. Allele, die subtile Defekte im LDL-Rezeptor
hervorrufen und allgemein fiir erndhrungsbedingte Hyper-
cholesterinimie pradisponieren? Existieren leicht abnor-
male Allele an anderen Loci, wie etwa jene fiir Choleste-
rin-Absorption und -Synthese oder Gallensduren-Synthe-
se? Es ist wahrscheinlich, daB3 eine Variabilitit an solchen
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Loci vorkommt: sie zu entdecken ist eine wissenschaftliche
Herausforderung.

Rezeptor-Recycling: Ein neuer zelluliirer Stoffwechselweg

Die Untersuchungen des LDL-Rezeptors haben einen
ProzeB aufgeklart, durch den in Membranen eingebettete
Rezeptoren kontinuierlich in die Zelle gelangen und sie
wieder verlassen. Die Rezeptoren wandern von einer Orga-
nelle zu anderen als Ergebnis zweier aufeinanderfolgender
Ereignisse: 1) Abtrennung von anderen Proteinen durch
laterale Bewegung in der Membranebene und 2) Abschnii-
rung der mit Rezeptoren angereicherten Membranen zu
Vesikeln, die dann mit anderen Organellen verschmelzen.
Die Rezeptoren wurden als ,,wandernde* Membranpro-
teine bezeichnet, um sie von den ,;seBhaften* Membran-
proteinen zu unterscheiden, die sich nicht in dieser Weise
bewegen'. Zweck dieser intrazelluliren Wanderung ist die
Integration multipler Organellen, damit kohirente bioche-
mische Stoffwechselwege entstehen. Die Wanderung der
LDL-Rezeptoren verbindet auf diese Weise die Zellober-
fliche mit dem Endosom und dem Lysosom. Das in den
Lysosomen aus LDL freigesetzte Cholesterin iibt in zwei
Organellen, dem Endoplasmatischen Reticulum und dem
Kern, regulatorische Effekte aus. Durch die selektive Be-
wegung von Membranproteinen von einer Organelle zur
anderen wird eine Multi-Organellen-Regulation ermag-
licht.

Welche Signale bestimmen nun den Weg jedes wandern-
den Membranproteins? Wir beginnen gerade, einigen Ein-
blick in die Signale zu erhalten, die zur Inkorporation von
LDL-Rezeptoren in eine ordnende Struktur, die Coated
Pits, nétig sind. Wir wissen aber immer noch nichts tiber
die Signale, durch welche die Proteine veranlaB3t werden,
solche Organellen wie das ER zu verlassen und zu anderen
Organellen, etwa dem Golgi-Apparat, zu wandern. Das
Verstdndnis dieser sortierenden Signale ist eine grole Her-
ausforderung fiir die Zellbiologie.

AbschlieBende Bemerkungen

Konrad Bloch falite in seinem Nobel-Vortrag von 1964
seine brillianten Untersuchungen iiber die Biosynthese von
Cholesterin zusammen. Abschlielend sagte Bloch voraus,
daBl die Cholesterin-Forschung der Zukunft damit be-
schiftigt sein wiirde, die Mechanismen der homdostati-
schen Kontrolle aufzukliren''’®. Ein Jahrzehnt spiter,
1973, konnten mit dem LDL-Rezeptor-Konzept die Ho-
mdostase des Plasma-Cholesterins und regulatorische Ab-
normalititen des Cholesterin-Metabolismus bei Patienten
mit familidrer Hypercholesterinimie erklidrt werden. Wih-
rend der nichsten zwdlf Jahre wurde der LDL-Rezeptor
von einer genetischen Abstraktion zu einem gut charakteri-
sierten Protein mit definierten strukturellen Doménen.
Durch Untersuchungen dieses Rezeptors gelangten wir zu
einem Verstindnis der Rezeptor-vermittelten Endocytose
und lernten den Rundweg kennen, auf dem die Rezeptoren
stindig in die Zelle gelangen und sie wieder verlassen. Wir
haben gelernt, dal Rezeptoren multiple funktionelle Do-
minen enthalten, durch die jeder Schritt dieser Bewegung
gesteuert wird, und daB diese Dominen von Exons codiert
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werden, die auch in den Genen vieler anderer Proteine
auftreten kdnnen. Wir haben gelernt, dal genetische De-
fekte in den LDL-Rezeptoren zur Akkumulation von Cho-
lesterin im Plasma und zu vorzeitiger Arteriosklerose fiih-
ren kann. Zusammen mit anderen haben wir gelernt, daf3
die LDL-Rezeptoren hauptsédchlich in der Leber wirken
und daB die Leber-Transplantation eine aussichtsreiche
Therapie fiir Kinder mit homozygoter FH ist. SchlieBlich
haben wir gelernt, daB eine Rezeptor-Regulation durch
Diit und Medikamente den LDL-Cholesterin-Wert griind-
lich verdindern kann und daf8 Sittigung und Suppression
der Rezeptoren zur groBen Zahl der Hypercholesterin-
dmie-Fille in Industriegesellschaften beitragen. Es ist zu
hoffen, daB} diese Erkenntnisse zu einem tieferen Verstind-
nis der Biologie der Zelle und dadurch zu einer wirkungs-
volleren Therapie von Krankheiten wie der familidren Hy-
percholesterindmie fiihren.

Unseren grofien Dank méchten wir Dr. Donald W. Seldin
aussprechen, der seit iiber dreifig Jahren Vorsitzender des
Department of Internal Medicine at the University of Texas
Southwestern Medical School ist und der die intellektuelle
Umgebung schuf, die unsere Arbeit ermdglichte. Wir danken
vielen Studenten, Postdoctoral Fellows und Fakultitsange-
horigen, die in den letzten zwolf Jahren mitgearbeitet haben.
Schlieflich danken wir dem National Heart, Lung, and
Blood Institute of the National Institutes of Health, der
Moss Heart Foundation und der Leland Fikes Foundation
fiir ihre langfristige finanzielle Unterstiitzung.
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