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ABSTRACT 

(deutsch) 

Die Bildung der High Density Lipoproteine (HDL) und der reverse Cholesterin-Transport sind 

von immenser klinischer Bedeutung. Eine niedrige HDL-Plasmakonzentration fördert die 

Atherogenese und gehört daher zu den wichtigsten kardiovaskulären Risikofaktoren. Bei der 

HDL-Bildung spielen die ABC-Transporter A1 und G1 (ABCA1- und ABCG1), die den 

Cholesterin-Efflux aus der Zelle zu den HDL vermitteln, eine essentielle Rolle. Die ABCA1- 

und ABCG1-Expression, -Funktion und -Regulation sind daher für das Verständnis der 

verschiedenen Formen von HDL-Defiziten und ihrer möglichen Atherogenität unverzichtbar. In 

der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von ABCA1 und ABCG1 in humanen Kontroll-

fibroblasten und Tangier-Fibroblasten verglichen. Die Bestimmung der mRNA-Expression 

erfolgte mittels Real-Time-PCR, die Bestimmung der Proteinexpression mittels Western-Blot. 

Bei der Tangier-Krankheit liegen verschiedene Mutationen im ABCA1-Gen vor. In dieser Arbeit 

diente die Tangier-Krankheit als Modellerkrankung für eine schwere Form des HDL-Mangels. 

In Tangier-Fibroblasten mit einer geringen ABCA1-Restaktivität (Punktmutation im Exon 19, 

klinisch milder Phänotyp mit geringer Arteriosklerose) kam es zu einer gesteigerten ABCA1- 

und ABCG1-Expression. Dagegen zeigten Tangier-Fibroblasten mit einem funktionalen 

ABCA1-Knockout (Nonsense-Mutation in Exon 13, klinisch schwerer Phänotyp mit schwerer 

Arteriosklerose) eine verminderte Expression beider Transporter. Ein verstärkte ABCA1- und 

ABCG1-Expression in Tangier-Fibroblasten scheint eine verminderte ABCA1-Aktivität 

zumindest teilweise auszugleichen und den milderen Phänotyp (geringe Arteriosklerose) in 

betroffenen Patienten erklären zu können. Zudem zeigen die Ergebnisse einen regulatorischen 

Zusammenhang in der Art, dass beide Transporter in Tangier-Fibroblasten gleichzeitig hoch oder 

runter reguliert werden. Die parallel erhöhten oder erniedrigten Transporterkonzentrationen in 

Tangier-Fibroblasten wiederum deuten auf eine koordinierte Regulation der Expression der 

Proteine hin.  
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ABSTRACT 

(english) 

The formation of high density lipoproteins (HDL) and the reverse cholesterol transport are of 

immense clinical importance. A low HDL plasma concentration promotes atherogenesis and 

therefore is one of the most important cardiovascular risk factors. The ABC transporters A1 and 

G1 (ABCA1 and ABCG1), which mediate the cholesterol efflux from the cell to the HDL, play 

an essential role in HDL formation. Therefore, ABCA1 and ABCG1 expression, function and 

regulation are essential for understanding the various forms of HDL deficits and their possible 

atherogenicity. In the present thesis the expression of ABCA1 and ABCG1 in human control 

fibroblasts and Tangier fibroblasts was compared. The mRNA expression was analyzed through 

real-time PCR, the protein expression via Western blotting. Tangier disease is characterized by 

various mutations in the ABCA1 gene. In this thesis Tangier disease served as a model disease 

for a severe form of HDL deficiency. 

In Tangier fibroblasts with low residual ABCA1 activity (point mutation in exon 19, clinically 

mild phenotype with low arteriosclerosis) an increased ABCA1 and ABCG1 expression was 

found. In contrast, Tangier fibroblasts with a functional ABCA1 knockout (nonsense mutation in 

Exon 13, clinically severe phenotype with severe arteriosclerosis) showed a reduced expression 

of both transporters. An increased ABCA1 and ABCG1 expression in Tangier fibroblasts seems 

to at least partially compensate for decreased ABCA1 activity and to explain the milder 

phenotype (low arteriosclerosis) in affected patients. In addition, the results show a regulatory 

relationship in that both transporters in Tangier fibroblasts are regulated up or down at the same 

time. The parallel occurrence of increased or decreased levels of both transporters points to a 

coordinated regulation of the expression of the two proteins. 
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1 Einleitung 

1.1 Regulation der Cholesterin-Homöostase 

Die Cholesterin-Homöostase wird durch die intestinale Resorption, die zelluläre de-novo-

Synthese und die biliäre Ausscheidung bestimmt (1). Eine erhöhte Cholesterin-Plasma-

konzentration zählt zu den kardiovaskulären Risikofaktoren (1). 

An der Cholesterin-Homöostase ist eine Vielzahl von Proteinen (Rezeptoren, Transporter, 

Enzyme) beteiligt (2). Hierzu gehören Rezeptoren, die für die Aufnahme von Cholesterin-

beladenen Lipoproteinen in die Zelle zuständig sind, wie der Low Density Lipoprotein-(LDL)-

Rezeptor (2, 3), der Apolipoprotein-E-(ApoE-)-Rezeptor und der Scavenger-Rezeptor A (SR-A) 

(2, 4). Der Cholesterin-Efflux aus den Makrophagen, die Adhäsion von Cholesterin an 

extrazelluläre Lipoproteine sowie die Aufnahme von Cholesterin-Ester über High Density 

Lipoproteine (HDL) in die Hepatozyten wird durch den Scavenger-Rezeptor B1 (SR-B1) 

vermittelt (2, 5). ABC-Transporter (ABCA1, ABCG1, ABCG4, ABCG5, ABCG8) transportie-

ren Cholesterin und Phospholipide durch die Plasmamembranen (2, 6, 7, 8). Der Sterol-

Transporter Niemann-Pick C 1-like 1 (NPC1L1) fördert einerseits die Aufnahme von Choleste-

rin aus dem Jejunum in die Enterozyten, andererseits die Resorption von Cholesterin aus der 

Galle zurück in die Hepatozyten (2, 9). Das Schlüsselenzym der Cholesterin-Biosynthese ist die 

3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase (HMG-CoA Reduktase) (2). 

Maßgeblich für die Regulation der „Schlüsselgene“ der Cholesterin-Homöostase ist die zelluläre 

Konzentration von Oxysterolen und Cholesterin (2). Beide Moleküle aktivieren Sterol-sensitive 

Transkriptionsfaktoren. Diese Sterol response element-binding proteins (SREBP) fördern die 

Expression von verschiedenen, für die Cholesterin-Homöostase wichtigen Genen (2, 10, 11). 

SREBP-2 bindet an das Sterol-Sensor SREBP-cleavage-activating protein (SCAP), das sich 

überwiegend im endoplasmatischen Retikulum befindet (2, 12). Bei einem Abfall der Oxysterol-

Konzentration im endoplasmatischen Retikulum wird der SCAP-SREBP-2 Komplex zum Golgi-

Apparat transportiert, wo er gespalten und das aktive SREBP-2-Fragment freigesetzt wird (2). 

Dieses Fragment bindet im Nukleus an Sterol response-elements (SRE) der Zielgene und 

aktiviert so deren Transkription. Zu den Zielgenen gehören essentielle Gene der Cholesterin-

Biosynthese und Homöostase (z. B. LDL-Rezeptor, SREBP-2, HMG-CoA Reduktase) (2). 

Daneben greifen Micro-Ribonukleinsäuren (microRNA) regulierend in die Cholesterin-

Homöostase ein. Die microRNA miR-33a entsteht als Nebenprodukt bei der Transkription von 

SREBP-2 (2, 14, 15, 16). Daher erhöht eine geringe Oxysterol-Konzentration neben der SREBP-



Einleitung 14 

2 messenger Ribonukleinsäure (mRNA) Konzentration auch die miR-33-Konzentration. Die 

Bindung der microRNA miR-33a an komplementäre Sequenzen in den mRNAs von ABCA1 und 

ABCG1 führt zum Abbau dieser mRNAs und damit zu geringeren Proteinkonzentrationen von 

ABCA1 und ABCG1 (2, 17). Damit bewirkt eine geringe Oxysterol-Konzentration über einen 

Anstieg von SREBP-2 eine vermehrte Transkription von Genen, die die Cholesterin-Biosynthese 

und die Aufnahme von Cholesterin in die Zellen fördern. Gleichzeitig wird über eine niedrigere 

Expression von ABCA1 und ABCG1 der Efflux von Cholesterin aus den Zellen verringert (2, 

17). 

Da die HDL-Bildung eng mit dem Cholesterin-Efflux gekoppelt ist, beeinflusst die Konzentrati-

on von ABCA1 in Leber und Dünndarm auch die HDL-Konzentration im Plasma. So lässt sich 

erklären, dass Konzentrationsveränderungen der microRNA miR-33a in der Leber die HDL-

Konzentration im Plasma modulieren. Der aus einer Überexpression von miR-33a resultierende 

Abbau der ABCA1-mRNA führt zu einem geringeren Cholesterin-Efflux und somit zu 

geringeren HDL-Plasmakonzentrationen (2, 18). 

Bereits der Funktionsverlust eines der beschriebenen Proteine stört die komplexe Cholesterin-

Homöostase und hat spezifische Erkrankungen beziehungsweise Phänotypen zur Folge (2). Ein 

Beispiel ist die Tangier-Krankheit (2, 19), die im Folgenden detaillierter beschrieben wird. 

1.2 Protektive Effekte der High Density Lipoproteine (HDL) 

Die HDL werden umgangssprachlich als das „gute“ Cholesterin bezeichnet. Eine niedrige 

Konzentration von HDL-Cholesterin (HDL-C) im Plasma ist mit einem hohen Risiko für das 

Auftreten kardiovaskulärer Ereignisse assoziiert (20, 21, 22, 23, 25). Umgekehrt schützt eine 

hohe HDL-C-Plasmakonzentration vor dem Auftreten kardiovaskulärer Ereignisse (20, 21, 22, 

23, 25). Diese Assoziation ist unabhängig von anderen kardiovaskulären Risikofaktoren (z. B. 

erhöhte Triglyceride-Konzentration) (24, 25) bzw. dem Geschlecht (23, 25). und zeigt sich bei 

Personen mit und ohne kardiovaskulären Vorerkrankungen (23, 25). 

Verschiedene positive Eigenschaften der HDL verringern das Risiko für das Auftreten 

kardiovaskulärer Ereignisse (25). 

Der reverse Cholesterin-Transport ist der am besten verstandene protektive Effekt von HDL (25, 

26). HDL fördert den Abtransport von zellulärem Cholesterin aus extrahepatischem Gewebe 

(z. B. der Arterienwand) zur Leber, wo das Cholesterin über die Galle ausgeschieden wird. Über 
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diesen Mechanismus wird eine Anreicherung von Cholesterin in peripheren Zellen, insbesondere 

in Makrophagen, verhindert (25). 

Weiterhin wirken HDL und Apolipoprotein AI (ApoA-I) anti-inflammatorisch. Sie hemmen die 

Produktion von Leukozyten-Adhäsionsmolekülen in Endothelzellen und verhindern so die 

Ansammlung von Leukozyten bei Endothelverletzungen (25, 27). Zusätzlich wird die Produktion 

von inflammatorischen Zytokinen in Makrophagen gehemmt (25, 28). 

HDL unterstützt auch die Produktion von Stickstoffmonoxid in Endothelzellen (25, 29). Erhöhte 

Stickstoffmonoxid-Konzentrationen fördern Reparaturmechanismen und die Proliferation der 

Endothelzellen (25 30). Zudem verringern sie die Blutplättchen-Aggregation durch Hemmung 

der Produktion des Plättchenaktivierenden Faktors. Über diesen Mechanismus wirken erhöhte 

Stickstoffmonoxid-Konzentrationen anti-thrombotisch (25, 31). 

Aufgrund der variablen protektiven Effekte spielen HDL eine Schlüsselrolle bei der Risikomin-

imierung kardiovaskulärer Ereignisse (25). 

1.3 Reverser Cholesterin-Transport 

Der reverse Cholesterin-Transport ist ein Schlüsselmechanismus der Cholesterin-Homöostase. 

Da Cholesterin vom menschlichen Körper nicht abgebaut werden kann, ist die Eliminierung von 

Cholesterin über die Galle unverzichtbar. Über den reversen Cholesterin-Transport wird 

überschüssiges Cholesterin aus den peripheren Zellen zurück zur Leber gebracht (32). 

Im Folgenden wird der Ablauf des reversen Cholesterin-Transports beschrieben: Der Membran-

Lipid-Transporter ABCA1 transportiert Phospholipide und Cholesterin aus dem Zellinneren zum 

lipidfreien, membrangebundenen ApoA-I (32, 33), wo zunächst scheibenförmiges HDL entsteht. 

Das scheibenförmige HDL nimmt weiter Cholesterin und Phospholipide auf (32, 34). Ferner 

bindet es die Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAT). Dieses Enzym verestert das freie 

Cholesterin in den HDL. Auf diese Weise reichert das scheibenförmige HDL zunehmend 

Cholesterin und Cholesterin-Ester an. Aufgrund der schlechten Wasserlöslichkeit der Choleste-

rin-Ester wandern diese von der HDL-Oberfläche in den HDL-Kern, wodurch das kugelförmige 

HDL entsteht (32, 35). Kugelförmiges HDL nimmt durch passive Diffusion entlang eines 

Konzentrationsgradienten von der Zell- zur HDL-Oberfläche und mittels eines zweiten ABC-

Lipidtransporters (ABCG1) weiteres Cholesterin auf (32 36). 

Beim Rücktransport von HDL-C wird der direkte und indirekte Transportweg unterschieden 

(32). Beim direkten Transport werden HDL-C und HDL-Cholesterin-Ester direkt zur Leber 
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transportiert. Der hepatische Scavenger-Rezeptor B1 (SR-BI) bindet HDL-C und HDL-

Cholesterin-Ester und führt sie dem Gallensäureweg zu (32). Bei dem indirekten Weg werden 

die HDL-Cholesterin-Ester durch das Cholesterin-Ester-Transferprotein gegen Triglyceride aus 

ApoB-haltigen Lipoproteinen (Chylomikronen, Very Low Density Lipoprotein (VLDL), 

Intermediate Density Lipoprotein (IDL)) ausgetauscht. Die Triglyceride werden durch die 

hepatische Lipase hydrolysiert, so dass kleine HDL-Partikel und lipidfreies ApoA-I gebildet 

werden (32). 

Insgesamt verhindert daher der reverse Cholesterin-Transport eine Kumulation von Cholesterin 

in den peripheren Zellen und verringert durch die Bildung von HDL das Risiko für kardiovasku-

läre Ereignisse entscheidend. 

1.4 ABCA1 und Cholesterin-Homöostase 

Wie oben beschrieben, spielt ABCA1 eine essentielle Rolle bei der Bildung von HDL und dem 

reversen Cholesterin-Transport (32, 37). 

Der Transporter ABCA1 wird nahezu in allen Geweben exprimiert. Eine erhöhte Expression 

findet sich in der Leber, im Magen-Darm-Trakt, den Nebennieren, in der Lunge, dem Gehirn und 

in Makrophagen (37). Hepatisches und peripheres ABCA1 spielt eine wichtige Rolle bei der 

Regulation der HDL-Plasmakonzentration (37, 38). Das hepatische ABCA1 bewirkt die 

Lipidanreicherung an neu gebildetem ApoA-I (37, 38). Extrahepatisches ABCA1 ist entschei-

dend für den Cholesterin-Efflux aus peripheren Zellen und vermittelt den Transport von 

Cholesterin und Phospholipiden zu lipidarmen ApoA-I und HDL (37,38). 

In der Literatur werden aktuell zwei Modelle für den Mechanismus der Übertragung von 

Cholesterin auf ApoA-I durch ABCA1 beschrieben (37). 

Laut dem ersten Modell findet der ABCA1-vermittelte Cholesterin-Übertragung an der 

Zelloberfläche statt (37). ABCA1 fördert die Bildung von Mikrodomänen an der äußeren Seite 

der Plasmamembran, in denen sich Cholesterin und Phospholipide anreichern (37, 39, 40). Beim 

Fehlen von Lipoproteinen bewirkt eine vermehrte ABCA1-Expression einen Anstieg der 

lipidreichen Mikrodomänen an der Zelloberfläche (37, 39). ApoA-I bindet über hochaffine 

Bindungsstellen an die ABCA1-abhängigen lipidreichen Mikrodomänen. ABCA1 erleichtert 

somit das Andocken von ApoA-I und die Lipidabgabe (37, 40). Eine direkte Interaktion 

zwischen ABCA1 und ApoA-I wird für den Lipidtransport nicht benötigt (37, 39). 
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Nach dem zweiten Modell erfolgt die Übertragung von Cholesterin auf ApoA-I durch ABCA1 über 

Retroendozytose (37, 40, 41). Dabei bindet ABCA1 an der Zelloberfläche an ApoA-I und vermittelt 

somit die Aufnahme von ApoA-I durch rezeptorvermittelte Endozytose. Das aufgenommene ApoA-

I interagiert mit dem intrazellulären Cholesterin und reichert so Lipide an. Schließlich gelangt das 

Lipid-angereicherte ApoA-I via Exozytose aus der Zelle hinaus (37, 40, 41). 

Die beiden Mechanismen schließen sich gegenseitig nicht aus. Die meisten Befunde sprechen 

dafür, dass die Cholesterin-Übertragung auf ApoA-I sowohl an der Zelloberfläche als auch 

intrazellulär stattfindet (37, 41). 

Mutationen im ABCA1-Gen führen zur Tangier-Krankheit, die sich durch extrem niedrige HDL- 

Plasmakonzentrationen auszeichnet (37, 43). 

1.5 ABCG1 und Cholesterin-Homöostase 

Auch ABCG1 scheint für die Bildung von HDL sowie den reversen Cholesterin-Transport eine 

große Bedeutung zu haben (37). Laut Literatur führt eine ABCG1-Überexpression zu einem 

vermehrten Cholesterin-Efflux aus peripheren Zellen zum extrazellulären HDL (37, 44, 45, 46). 

Als extrazelluläre Akzeptor-Moleküle für den ABCG1-abhängigen Cholesterin-Efflux gelten 

lipidreiche Komplexe (z. B. kugelförmiges HDL) (37, 47, 48). Dagegen eignen sich hier 

lipidarme Apolipoproteine (z. B. ApoA-I) anders als beim ABCA1-abhängigen Cholesterin-

Efflux (37, 38) nicht als extrazelluläre Akzeptor-Moleküle (37, 47, 48). 

Der genaue Mechanismus des ABCG1-vermittelten Cholesterin-Transports über die Membran 

ist unbekannt (37). Das ABCG1-Protein durchspannt beide Lipidschichten der Membran (37). 

ABCG1 scheint Cholesterin zur äußern Schicht der Plasmamembran zu transportieren, wo das 

Cholesterin vom kugelförmigen HDL aufgenommen wird (37, 49). Ein weiterer möglicher 

Mechanismus des ABCG1-abhängigen Cholesterin-Efflux ist die Bildung intrazellulärer 

lipidreicher Vesikel durch ABCG1 (als intrazellulärer Cholesterin-Transporter), die schließlich 

mit der Plasmamembran verschmelzen und das zelluläre Cholesterin abgeben (37, 50). 

Zusammenfassend lassen die Befunde vermuten, dass ABCA1 und ABCG1 den zellulären 

Cholesterin-Efflux synergistisch fördern (37, 51). ABCA1 vermittelt den Efflux von Cholesterin 

und Phospholipiden zum lipidarmen ApoA-I. Es bildet sich zunächst das scheibenförmige, dann 

das kugelförmige HDL (32, 37, 38). Das kugelförmige HDL dient dann als Akzeptor für den 

ABCG1-vermittelten Cholesterin-Efflux (37, 47, 48). 
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1.6 Regulation der ABCA1- und ABCG1-Expression 

Im Folgenden wird die Regulation der für die Bildung von HDL und den reversen Cholesterin-

Transport bedeutenden ABCA1- und ABCG1-Expression (32, 37) beschrieben. 

Die Transkription der Sterol-sensitiven ABCA1- und ABCG1-Gene (52, 53, 54) wird durch 

verschiedene natürliche und synthetische Substrate beeinflusst. Die wichtigsten Regulatoren 

beider Transporter sind die nukleären Rezeptoren Liver-X-Rezeptor α und β (LXRα/β) (52). Sie 

bilden mit dem Retinoic-X-Rezeptor (RXR) Heterodimere (52, 55), die an Promoter-Sequenzen 

der ABCA1- und ABCG1-Gene binden und so die Transkription beider Gene aktivieren (52,56). 

LXRα wird gewebsspezifisch exprimiert mit hohen Expressionsraten in Makrophagen und in der 

Leber. In Gegensatz dazu wir LXRβ ubiquitär exprimiert (52, 57). 

Als Liganden des LXR spielen Oxysterole eine wichtige Rolle. Weder Cholesterin-Ester noch 

freies Cholesterin können LXR aktivieren. Für die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren 

scheint daher die Umwandlung von Cholesterin und Cholesterin-Estern in Oxysterole notwendig 

zu sein (52, 58). 

Die Induktion der ABCA1- und ABCG1-Expression erfolgt parallel. Nach der Bindung von 9-

cis Retinsäure (9-cis-RA) an den RXR und von Oxysterolen (z. B. 20-Hydroxycholesterin, 22-

Hydroxycholesterin, 24-Hydroxycholesterin, 24,25-Epoxycholesterin, 27-Hydroxycholesterin) 

an den LXR (52, 59-64) kommt es zur Heterodimerbildung von RXR und LXR und Aktivierung 

der Transkription (52, 55). Als dominierendes Oxysterol im Blutkreislauf sowie in Makrophagen 

scheint 27-Hydroxycholesterin eine Schlüsselrolle bei der Regulation der Cholesterin-

Homöostase und der Atherogenese zu spielen (52, 65). 

Neben den physiologischen Liganden des LXR (Oxysterole) existieren weitere natürliche und 

synthetische Substrate, die die ABCA1- und ABCG1-Expression über eine Aktivierung des 

LXR, aber auch LXR-unabhängig beeinflussen (52). Aufgrund der starken ABCA1- und 

ABCG1- Expressionssteigerung durch Oxysterole wird diskutiert, ob synthetisch hergestellte 

LXR-Agonisten als Pharmaka zur therapeutischen Aktivierung des zellulären Cholesterin-Efflux 

aus Makrophagen geeignet sind (52). 

Nachfolgend werden einige mögliche Mechanismen zur Steigerung der Transkription der 

ABCA1- und ABCG1-Gene beschrieben. 

Zu den Mechanismen, über die Vitamin A und dessen Derivate den Triglycerid- und Choleste-

rin-Stoffwechsel beeinflussen, gehört die Steigerung der Expression von ABC-Transportern (52, 
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66, 67). Im Plasma ist Vitamin A an das Retinol-bindende Protein gebunden. Nach der 

Aufnahme in die Zelle wird Vitamin A durch die Retinol-Dehydrogenase in all-trans Retinsäure 

und 9-cis-RA umgewandelt (52, 68). Der RXR wird primär durch 9-cis-RA aktiviert, der 

Retinsäure-Rezeptor (RAR) bindet dagegen 9-cis-RA und all-trans Retinsäure (52, 69). Nach 

Aktivierung können beide Rezeptoren nach Heterodimer-Bildung an „retinoic acid responsive 

elements“ (RAREs) binden (52, 70) und so die Expression verschiedener Gene des Lipid-

Stoffwechsels (z. B. ABCA1-, ABCG1- und LXRα-Gene) steigern (52, 70). Ferner bindet das 

RAR/RXR-Heterodimer an das DR4-Element des ABCA1-Promotors, was einen zusätzlichen 

(LXR-unabhängigen) Aktivierungsmechanismus darstellen könnte (52). 

Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPARs) sind nukleäre Rezeptoren, die den Lipid- 

und Glukose-Stoffwechsel regulieren (52, 71). Von klinischer Bedeutung sind PPARα und 

PPARγ, da sie als Transkriptionsfaktoren die lipidsenkenden Eigenschaften der Fibrate und die 

anti-diabetischen Effekte der Thiazolidindione vermitteln (52). In der Literatur wird eine 

vermehrte Transkription des ABCA1-Gens in humanen und murinen Makrophagen durch den 

PPARα-Aktivator GW7845, den PPARγ-Agonisten WY14643 und Rosiglitazon beschrieben 

(52, 71, 72). PPARs scheinen somit die Bildung von HDL und den reversen Cholesterin-

Transport zu fördern (52, 71, 72). 

Daneben beeinflussen vermutlich auch Fettsäuren den ABCA1-vermittelten Cholesterin-Efflux 

und somit die Cholesterin-Homöostase (52, 73). Oleat, Linoleat und Arachidonat verringern den 

ApoA-I abhängigen Phospholipid- und Cholesterin-Efflux aus den Zellen. Diese Fettsäuren 

verstärken durch Stimulation von proteolytischen Prozessen den ABCA1-Abbau (52, 74). 

Obwohl die meisten inhibitorischen Effekte ungesättigter Fettsäuren post-transkriptionell 

ansetzen, sind auch Effekte auf die ABCA1-Expression vorstellbar. Ein potentieller Mechanis-

mus beschreibt die antagonistische Wirkung von ungesättigten Fettsäuren auf die Oxysterol-

abhängige LXRα-Aktivierung (52, 75). Zusätzlich zur Verdrängung der Oxysterol-Liganden 

vom LXR fördern ungesättigte Fettsäuren die Bindung von LXR in inaktiven PPARα/LXR-

Heterodimeren in Hepatozyten (52, 76). Damit könnte die erhöhte Aktivität des ABCA1-

Promotors in Hepatozyten und Lipid-beladenden Makrophagen durch hohe Konzentrationen 

ungesättigter Fettsäuren abgeschwächt werden (52). 

Pro-inflammatorische Zytokine und Lipopolysaccharide (LPS) spielen eine entscheidende Rolle 

bei der Entwicklung von arteriosklerotischen Läsionen (52, 77, 78). LPS und die pro-

inflammatorischen Zytokine Interleukin-1, Interferon-γ und Tumornekrosefaktor-α führen zu 
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einer verminderten ABCA1-Expression in Makrophagen (52, 79, 80). Diese Befunde unterstüt-

zen die These, dass Entzündungsmediatoren die HDL-Bildung und den reversen Cholesterin-

Transport negativ beeinflussen (52, 79, 80). 

Zudem sind verschiedene Medikamente bekannt, die zu einer vermehrten ABCA1- und ABCG1-

Expression führen. Dazu zählen Adenosin, Nikotinsäure, Verapamil und die Bisphosphonate 

(52). 

Insgesamt ist die komplexe Regulation der ABCA1- und ABCG1-Expression noch nicht 

ausreichend verstanden. Zahlreiche Substrate, nukleäre Rezeptoren und Transkriptionsfaktoren 

scheinen diese Expression zu beeinflussen. Die beschriebenen Mechanismen liefern erste 

Hinweise für die Möglichkeit einer therapeutischen Beeinflussung der HDL-Bildung und des 

reversen Cholesterin-Transports über die Modulation der ABC-Transporter-Expression. 

1.7 Tangier-Krankheit 

Die Tangier-Krankheit ist ein seltenes, autosomal rezessiv vererbtes HDL-Defizienz-Syndrom 

(19, 81). Aktuell sind weltweit circa 100 Fälle bekannt (81). Die betroffenen Patienten weisen 

HDL-Konzentrationen von < 5 mg/dl auf (81). Diese extrem reduzierte HDL-Konzentration 

führt aufgrund des gestörten reversen Cholesterin-Transports zu einer Kumulation von 

Cholesterin-Estern in verschiedenen Geweben. Klinisch präsentieren sich betroffene Patienten 

mit vergrößerten orange-gelben Tonsillen, einer vergrößerten Leber und Milz, vergrößerten 

Lymphknoten, einer peripheren Neuropathie, einer Kornea-Trübung und einer Arteriosklerose, 

die mit kardiovaskulären Ereignissen einhergeht (19, 81). Aktuell gibt es keine kausale 

Behandlungsmöglichkeit. Es wird die Einhaltung einer fettarmen Diät empfohlen (81). 

Patienten, die an der Tangier-Krankheit leiden, zeigten aufgrund von Mutationen im ABCA1-

Gen eine Dysfunktion des reversen Cholesterin-Transports (19, 81). ABCA1 gehört zu der 

„ATP-binding transporter superfamily“, deren Mitglieder verschiedene Moleküle über extra- und 

intrazelluläre Membranen transportieren (37). ABCA1 ist am zellulären Efflux von Phospholipi-

den und Cholesterin und an der Bildung von kugelförmigem HDL beteiligt. HDL transportiert 

Cholesterin von peripheren Zellen zurück zur Leber, wo überschüssiges Cholesterin biliär 

ausgeschieden wird (32). Dieser Mechanismus schützt die peripheren Zellen vor der Akkumula-

tion von Cholesterin und der Ausbildung einer Arteriosklerose (32). Eine Akkumulation von 

Cholesterin in den extrahepatischen Zellen aufgrund eines dysfunktionalen ABCA1-Proteins 

führt daher zur Entwicklung einer Arteriosklerose. Aus ungeklärten Gründen variiert der 
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klinische Phänotyp der Tangier-Krankheit in den betroffenen Familien in Abhängigkeit von der 

Mutation deutlich (19, 32, 37, 81). 

1.8 Zielsetzung der Arbeit 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Analyse der Expression, Funktion und Regulation der 

ABC-Transporter ABCA1 und ABCG1. Dabei dienen Fibroblasten von Patienten mit einer 

Tangier-Krankheit als Modellzellen für eine schwere Form des HDL-Mangels. Eine niedrige 

HDL-Plasmakonzentration gehört epidemiologisch zu den wichtigsten kardiovaskulären 

Risikofaktoren. Aus unbekannten Gründen wirkt nicht jeder HDL-Mangel per se atherogen. 

Durch ein besseres Verständnis der Patho- und Regulationsmechanismen schwerer Formen des 

HDL-Defizits wie der Tangier-Krankheit besteht die Chance, mildere und verbreitete Formen 

des HDL-Defizits besser zu verstehen sowie ihre mögliche Atherogenität besser einschätzen und 

gegebenenfalls behandeln zu können.
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

Die folgende Tabelle 1 listet die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Reagenzien. 

Tabelle 1: Reagenzien 

Reagenz Artikelnummer Firma 

2-Propanol 11361000 Chemosolute 

ABCA1-Antikörper MAB 8772 Abnova 

ABCG1-Antikörper NB 400-132 Novus Biologicals 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) 9592.1 Carl Roth 

Bicinchoninsäure (BCA) Protein Assay Kit 23225 Thermo Fisher Scientific 

Bromphenolblau T116 Carl Roth 

Dimethylsulfoxid (DMSO) A994 Carl Roth 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)  
+ 4,5 g Glucose/+L-Glutamin/- Pyruvate 

41965-039 Gibco 

Dulbecco`s Phosphate-Buffered Solution (DPBS) 
- Calciumchlorid (CaCl2)/- Magnesiumchlorid (MgCl2) 

14190-094 Gibco 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) (Titriplex III) 1084211000 Merck 

Ethanol absolut 1009862500 Merck 

Fetales Kälberserum 10270 Invitrogen 

Glycerin wasserfrei 3783.1 Carl Roth 

Glycin 39.03.3 Carl Roth 

Goat anti-mouse (Gt*Ms) Ig G (H+L) horseradish 
peroxidase (HRP) 

2058974 Merck Millipore 

Goat anti-rabbit (Gt*Rb) Ig G (H+L) horseradish 
peroxidase (HRP) 

7028516 Merck Millipore 

Wasserstoffperoxid 30 % 31.676-3 Sigma-Aldrich 

Salzsäure 4 N N0761 Carl Roth 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure-
(HEPES)-Puffer 

9105.2 Carl Roth 

Luminol 4203 Carl Roth 

Magermilchpulver leicht löslich Sucofin 

Methanol 7342.1 Carl Roth 

Page Ruler Prestained Protein Ladder 26619 Thermo Fisher Scientific 

Penicillin-Streptomycin 15140-122 Gibco 

Rotiphorese Gel 30 3029.1 Carl Roth 

Natriumdodecylsulfat (SDS) 811030 MP Biomedicals 

Sucrose 1076511000 Merck 
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Reagenz Artikelnummer Firma 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) 1610801 Bio-Rad 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) Ultra Qualität 54293 Carl Roth 

Trypsin/EDTA 10779413 Gibco 

Tween 20 MKB60511V Sigma-Aldrich 

β-Aktin-Antikörper A5441 Sigma-Aldrich 

β-Mercaptoethanol 15433 Merck 

Die folgende Tabelle 2 listet die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Materialien. 

Tabelle 2: Materialien 

Artikel Artikelnummer Firma 

Amersham Hybond-P 
0,3 x 3 m 

RPN 303 F GE Healthcare 

Amersham Hyperfilm ECL 
180 x 240 mm 

28-9068-37 GE Healthcare 

Einmalpipette steril 2 ml/5 ml/10 ml/25 ml 357507/357543/357551/3
57525 

Falcon 

Eppendorf-Gefäße 1,5 ml  J-298-2 Brand 

Eppendorf-Gefäße 2,0 ml 11227 Eppendorf 

Falcon-Röhrchen 15 ml/50 ml 352096/352070 Falcon 

Mikroliter-Spritzen 50 µl 705N Hamilton 

Nitril Handschuhe REF 9209825 B. Braun 

Nunc-Immuno module  
80/bag 

640965 Nalge Nunc International 

Pasteur-Pipetten 612-1702 VWR 

Pipettenspitzen 200 µl REF 70.760.002 Sarstedt 

Pipettenspitzen ep T.I.P.S. 
Standard 50–1000 µl 

03114287 Eppendorf 

Sterilfilter 0,22 µm SLGPM33RS Millex-GP 

Sterilspritze 09J03 Falcon 

Zellkulturflasche T175/T75 353028/137787 Falcon 

Zellkulturflasche T25 90026 TPP Schweiz 
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Die folgende Tabelle 3 listet die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Geräte. 

Tabelle 3: Geräte 

Gerät Artikelnummer Firma 

Bechergläser niedrige Form mit Teilung 
und Ausguss 25 ml/50 
ml/100 ml/250 ml/400 
ml/600 ml/1000 ml 

Ilmabor 

Brutschrank Typ BB 6220 Heraeus 

Dichtungsgummi MVE-0510 Expedeon 

Douncer RW 18 IKA-Labortechnik 

Entwicklermaschine Optimax TR MS-Laborgeräte 

Sicherheitsbunsenbrenner Fireboy plus 144000 Integra Biosciences 

Gelelektrophorese-Kammer MGV-202 Expedeon 

Glasplatten MGP-200 R Expedeon 

Hypercassette  RPN 13642 
18 x 24 cm 

Amersham Biosciences 

Kamm MVC-2010 Expedeon 

Klemmen GPC-0002 Expedeon 

Laborwecker SKT 338N Huger 

Magnetrührer RCT basic IKA-Labortechnik 

Gefrierbehälter Mr. Frosty-Nalgene 5100 0001 Thermo Fisher Scientific 

Messzylinder niedrige Form Kl. B 
200 ml/500 ml/1000 ml/2000 ml 

213963601, 213964409, 
213945403, 213906301 

Duran 

Sicherheitswerkbank Microflow biological  
safety cabinet - Nunc 

Typ 5143413 Thermo Fisher Scientific 

Mikroskop Axiovert 25 Zeiss 

pH-Meter InLab Routine Mettler-Toledo 

Pipette Eppendorf research plus 
0,5–10 µl/10–1000 µl 

VB-0750, VB-0754 Eppendorf 

Pipette pipetman 0,2–2 µl/100–1000 µl FA10001M, FA10006M Gilson 

Pipettierhelfer accu-jet pro Brand  

Power Supply Power-Pac Bio-Rad 

Power Supply EV261 Consort 

Präzisionswaage Ablesbarkeit 10 mg, 
max. 1500 g 

Sartorius 

Schüttler KS Basic IKA-Labortechnik 

Spacer MVS-0510R Expedeon 

Stickstofftank  MVExc 34/18 MVE Cryo Systems 

Thermomixer 5436 Eppendorf 

Vortex Genie 2 Scientific Industrie 
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Gerät Artikelnummer Firma 

Wasserbad WNE 10 Memmert 

Wipptisch Rocky Fröbel Labortechnik 

2.2 Methoden 

2.2.1 Zellen 

Für die Experimente wurden humane Fibroblasten-Zelllinien von drei gesunden Spendern und 

zwei Tangier-Patienten verwendet. Alle Zelllinien waren mit der katalytischen Untereinheit der 

humanen Telomerase (hTERT) immortalisiert. 

In Tabelle 4 sind die Charakteristika der verwendeten Zelllinien aufgeführt. 

Tabelle 4: Beschreibung der verwendeten Kontrollzelllinien und Tangier-Zelllinien 

Proben-
name 

Alter bei Biopsie Beschreibung der Spender 

Kontrollzelllinien 

CT1 5 Monate, 
8 Tage 

weiblich, gesund, 
verstorben an plötzlichem Kindstod, genetisch gesund 

CT2 45 Jahre weiblich, gesund 

CT3 42 Jahre männlich, gesund 

Tangier-Zelllinien 

TT1 63 Jahre weiblich, homozygoter Träger einer Punktmutation in Exon 19 mit Austausch 
der Aminosäure Asparagin gegen Serin, Expression eines defekten 
vollständigen ABCA1-Proteins, 
klinisch: HDL-Defizit, Splenomegalie, keine schwere Arteriosklerose (82) 

TT 2 60 Jahre männlich, homozygoter Träger einer Deletion (ein Basenpaar) in Exon 13, 
Deletion induziert Stopp-Codon an Position 575 (Nonsense-Mutation), keine 
Expression des vollständigen ABCA1-Proteins,(Proteinsequenz ¼ der 
normalen Proteingröße) 
klinisch: HDL-Defizit, schwere Arteriosklerose und koronare Herzkrankheit 
(KHK) (83) 

 

2.2.2 Zellkultur 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen unter einer Sicherheitswerk-

bank. Die Zellen wurden bei 37 °C bei einem Kohlenstoffdioxid-(CO2)-Gehalt von 5 % im 

Brutschrank inkubiert. Zur Kultivierung der Zellen wurde DMEM – high Glucose verwendet. 
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Das Nährmedium setzte sich folgendermaßen zusammen: 

DMEM (4,5 g Glucose, L-Glutamin)  500,0 ml 

Fetales Kälberserum   50,0 ml (10 %) 

Penicillin-Streptomycin   5,5 ml (1 %) 

Auftauen der Zellen 

Die zu kultivierenden Zellen befanden sich als Zellsuspension in Kryogefäßen in flüssigem 

Stickstoff. Zur Kultivierung wurden die benötigten Zellen aus dem Stickstofftank entnommen 

und auf Eis so schnell wie möglich in die Zellkulturräume transportiert. Dort wurde die 

Zellsuspension in einem 37 °C warmen Wasserbad zügig aufgetaut. Anschließend wurde die 

Zellsuspension in ein Falcon-Röhrchen mit 9 ml vorgewärmtem Medium (37 °C) überführt. Die 

Zellsuspension wurde für 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Danach wurde der Überstand 

abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml Nährmedium resuspendiert. Die Suspension wurde in eine 

T25 Zellkulturflasche (25 cm3) mit 9 ml warmem Medium (37 °C) gegeben. Die Zellkulturfla-

sche wurde anschließend zur Inkubation in den Brutschrank überführt. 

Beim Auftauen der Zellsuspensionen wurde stets darauf geachtet, schnell zu arbeiten, da die 

Zellen zur Kryokonservierung in Nährmedium mit 10 % DMSO-Zusatz suspendiert worden 

waren. DMSO gilt als zelltoxisch und sollte daher beim Auftauen so kurz wie möglich auf die 

Zellen einwirken. 

Mediumwechsel 

Ein Mediumwechsel erfolgte routinemäßig einmal wöchentlich. Zusätzlich wurde das Medium 

gewechselt, wenn ein Farbumschlag eine Anreicherung mit Zellfragmenten (Mikroskop) 

erkennbar war. Für den Mediumwechsel wurde das alte Medium abgesaugt. Anschließend 

wurden die Zellen mit DPBS (ohne CaCl2, ohne MgCl2) gewaschen und neues Medium in die 

Zellkulturflasche gegeben. Die Mengen von DPBS und Medium richteten sich nach der Größe 

der Zellkulturflaschen (siehe Tabelle 5). 

  



Material und Methoden 28 

 

Tabelle 5: Größe der Zellkulturflasche mit Dulbecco`s Phosphate-Buffered Solution (DPBS) bzw. Medium-
Volumina 

Größe der Zellkulturflasche Volumen an DPBS und Medium 

T25 (25 cm3)  5 ml 

T75 (75 cm3) 15 ml 

T175 (175 cm3) 35 ml 
 

Subkultivierung der Zellen 

Bei einer lückenlosen Bedeckung des Bodens der Zellkulturflasche (100 % Konfluenz) wurden 

die Zellen passagiert. Die Vermehrung der Zellen erfolgte – ausgehend von einer T25-

Zellkulturflasche (25 cm3) – so lange, bis vier T175-Zellkulturflaschen (175 cm3) zur Verfügung 

standen. Für den Splittvorgang wurde bei konfluenten Platten das alte Medium abgesaugt. 

Anschließend wurden die Zellen mit DPBS/EDTA (0,05 %) gewaschen. Danach wurde 

Trypsin/EDTA-Lösung auf die Zellen gegeben. Durch Schwenken der Zellkulturflasche wurde 

sichergestellt, dass alle Zellen mit der Trypsin/EDTA-Lösung benetzt waren. Durch weiteres 

Schwenken und leichtes Klopfen an die Zellkulturflasche wurde die Zellen abgelöst. Die 

Ablösung der Zellen wurde unter dem Mikroskop kontrolliert. Abgelöste Zellen waren an ihrer 

sphärischen Form erkennbar. Die Menge der verwendeten Trypsin/EDTA-Lösung richtete sich 

nach der Größe der Zellkulturflasche (siehe Tabelle 6). 

Tabelle 6: Größe der Zellkulturflasche mit Volumen der Trypsin/EDTA-Lösung  

Größe der Zellkulturflasche Volumen an Trypsin/EDTA-Lösung 

T25 (25 cm3) 250 µl 

T75 (75 cm3) 750 µl 

T175 (175 cm3) 1500 µl 

Nach Ablösung aller Zellen wurden die Zellen in 10 ml Nährmedium suspendiert und in ein 

Falcon-Röhrchen überführt. Die Zellsuspension wurde für 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert. 

Anschließend wurde das Zellpellet in 1 ml Nährmedium resuspendiert. Die Suspension wurde in 

eine Zellkulturflasche mit warmem Medium (Menge siehe Tabelle 5) überführt. Die Zellkultur-

flasche wurde zur Inkubation in den Brutschrank gestellt. 

Einfrieren der Zellen 

Die Kryokonservierung der Zellen erfolgte in flüssigem Stickstoff. Das Ablösen der Zellen vom 

Boden der Zellkulturflasche wurde analog zur Subkultivierung durchgeführt (siehe oben). Das 
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nach dem Zentrifugieren entstandene Zellpellet wurde in 1 ml Nährmedium mit 10 % DMSO 

resuspendiert und in ein Kryogefäß überführt. Die Zellsuspension wurde für 24 h in einem Mr. 

Frosty Freezing Container bei –80°C langsam abgekühlt (Abkühlung ca. 1 °C/min). Anschlie-

ßend wurde das Kryogefäß in den Stickstofftank überführt. 

Ernten und Aufarbeitung der Zellen für den Western-Blot 

Das Ernten der Zellen erfolgt wie der oben beschriebene Splittvorgang der Zellen. Das nach dem 

Zentrifugieren sichtbare Zellpellet wurde in 200 µl Sucrose-2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-

piperazinyl)-ethansulfonsäure-(HEPES)-Puffer resuspendiert. Anschließend wurden die Zellen 

mittels eines Douncers aufgeschlossen. Das Zelllysat wurde aliquotiert (15 µl/Aliquot) und für 

die Versuche bei -80°C eingefroren. Beim Aufschluss der Zellen wurde darauf geachtet auf Eis 

zu arbeiten, um eine Denaturierung der Proteine zu vermeiden. 

Cholesterin-Beladung der Zellen 

Die Cholesterin-Endkonzentration im Medium zur Cholesterin-Anreicherung in den Zellen sollte 

20 µg/ml betragen. Dazu wurden 10 µg Cholesterin in 1 ml Ethanol gelöst. Anschließend wurde 

eine 1/500 Verdünnung mit dem Zellmedium hergestellt und als Nährmedium auf die Zellen 

geben. Die Inkubation der Zellen mit dem Cholesterin-haltigen Medium erfolgte für 24 h. Die 

Cholesterin-Anreicherung wurde unter dem Mikroskop überprüft. Dabei waren dunkle, kleine 

Lipid-Tröpfchen in den Zellen sichtbar. Nach der Inkubation wurden die Zellen wie oben 

beschrieben geerntet und aufgeschlossen. Die Experimente mit den Cholesterin-angereicherten 

Zellen dienten der Überprüfung der Frage, ob die Expression der zu untersuchenden ABC-

Transporter bei hohem Cholesterin-Gehalt in den Zellen induziert wird. 

2.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bicinchoninsäure (BCA)-Assay 

Zu Beginn des Versuches wurde eine Standardreihe (S1–S8) mit Proteinkonzentrationen von 

25 µg/ml, 125 µg/ml, 250 µg/ml, 500 µg/ml, 750 µg/ml, 1000 µg/ml, 1500 µg/ml und 

2000 µg/ml in DPBS-Puffer hergestellt. Für die Arbeitslösung wurden 50 Teile Protein Assay 

Reagenz A und ein Teil Protein Assay Reagenz B gemischt. Anschließend wurden die 

Standardreihe sowie die Proben auf eine Mikrotiterplatte aufgetragen. Pro Vertiefung wurden 10 

µl Probe bzw. Standardlösung und 200 µl Arbeitslösung verwendet. Für jede Standardkonzentra-

tion und Probe wurde eine Doppelbestimmung durchgeführt. Die Mikrotiterplatte wurde für 30 s 

auf ein Schwenkbrett gestellt und anschließend für 30 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. 

Die Messung der Extinktion erfolgte mittels Plattenreader bei einer Wellenlänge von 562 nm. 
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2.2.4 SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot 

SDS-Gelelektrophorese 

Bei der SDS-Gelelektrophorese handelt es sich um ein elektrophoretisches Verfahren zur 

Auftrennung von Proteinen. Das als Trägermedium verwendete, porenhaltige Polyacrylamidgel 

wirkt wie ein Sieb und trennt die Proteine nach ihrer Größe auf. Im elektrischen Feld wandern 

kleinere Proteine schneller durch das Polyacrylamidgel als große und legen daher eine größere 

Strecke zurück. Die Porengröße wird durch Polyacrylamid-Konzentration bestimmt – je höher 

die Konzentration, desto kleiner sind die Poren (84). 

Das anionische Tensid SDS wirkt als Denaturierungsmittel. Es zerstört die nicht-kovalenten 

Bindungen der Proteine und somit deren Tertiär- und Quartärstruktur. Ferner bewirkt die 

Beladung der Proteine mit SDS, dass alle Proteine die gleiche negative Ladungsdichte besitzen, 

so dass die Auftrennung im Gel ausschließlich nach ihrer molekularen Masse erfolgt. Die 

ursprüngliche Ladung der Proteine spielt keine Rolle (84). 

Die molekularen Massen der Transporter ABCA1 und ABCG1 betragen 220 kDa und 76 kDa. 

Aufgrund der hohen molekularen Masse der Proteine wurde zur Auftrennung der Zelllysate ein 

7,5%-iges Trenngel mit einem 4,5%-igen Sammelgel verwendet. Die Trenngele wurden 

folgendermaßen hergestellt: 

Trenngel (7,5 %): 

3 x 708 µl destilliertes Wasser 

2 x 531 µl Trenngelpuffer Herstellung Trenngelpuffer: 

2 x 531 µl Acrylamid 30% 1,5 M Tris 

30 µl APS 0,4 % SDS 

3 µl TEMED pH-Wert 8,8 

Sammelgel (4,5 %): 

720 µl destilliertes Wasser 

300 µl Sammelgelpuffer Herstellung Sammelgelpuffer: 

180 µl Acrylamid 30% 0,5 M Tris 

10 µl APS 0,6 % SDS 

3 µl TEMED pH-Wert 6,8 
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Laufpuffer: 

0,25 M Tris 

1,92 M Glycin 

1% SDS 

pH-Wert 8,6 

Für das Trenngel wurden 4 x 1000 µl in die Gelelektrophorese-Kammer pipettiert und mit 2-

Propanol vorsichtig überschichtet, um eine gerade Trennschicht-Kante zu erhalten. Nach der 

Polymerisation wurde das 2-Propanol entfernt und das Sammelgel (2 x 560 µl) in die Kammer 

pipettiert. Für die Probentaschen wurde ein Kamm (10 Zähne) in das Sammelgel gesteckt. Nach 

der Polymerisation des Sammelgels wurde der Kamm entfernt. 

Von jeder Probe wurden 15 µg Zelllysat aufgetragen. Eine Anpassung der Menge erfolgte 

anhand der oben beschriebenen Proteinbestimmung. Die Proben wurden mit deionisiertem 

Reinstwasser auf 15 µl Gesamtmenge aufgefüllt. Die verdünnte Probe wurde mit 3,75 µl 4 x 

SDS-Probenpuffer beschwert. Die Proben wurden ausführlich auf einem Vortexer durchmischt, 

anschließend für 5 min bei 95°C erhitzt und in die Taschen des Gels pipettiert. Zur Beurteilung 

der Trennung und der molekularen Masse der Proteine wurde in die erste Probentasche 5 µl 

eines Größenmarkers (PageRuler Prestained Protein Ladder) gegeben. Nach dem Auftragen der 

Proben wurde die Elektrophorese bei 30 mA für ca. 30 min (bei zwei Gelen parallel in einer 

Kammer: 60 mA, 30 min) in der Gelelektrophorese-Kammer durchgeführt. Danach schloss sich 

ein Western-Blot an. 

Western-Blot 

Der Western-Blot ist ein Verfahren zum Nachweis von Proteinen. Dazu werden die Proteine auf 

eine Trägermembran übertragen („Blotting“), auf der die zu detektierenden Proteine direkt oder 

indirekt mittels Immundetektion nachgewiesen werden. Die Immundetektion erfolgt mit Hilfe 

von Antikörpern. Bei der gebräuchlicheren indirekten Variante wird zunächst ein Primärantikör-

per auf die Membran gegeben, der spezifisch das gesuchte Protein bindet. Nach einem 

Waschvorgang zur Entfernung überschüssiger Antikörper wird ein Enzym-gekoppelter-

Sekundärantikörper zugegeben, der an den Fc-Teil des Primärantikörpers bindet. Nach einem 

weiteren Waschschritt wird ein Substrat zugefügt, das durch das an den Sekundärantikörper 

gekoppelte Enzym umgesetzt wird. Das bei der enzymatischen Reaktion entstehende Produkt 

emittiert ein Lichtsignal, das auf einem Röntgenfilm detektiert werden kann (84). 



Material und Methoden 32 

 

Der Western-Blot wurde in der vorliegenden Arbeit als Nass-Blot durchgeführt. Dabei wurden 

die Proteine mittels Elektrophorese von dem SDS-Gel auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran 

übertragen. Die Membran wurde vorher für ca. 5 s in Methanol aktiviert. Das Gel und die 

Membran wurden zwischen Filterpapieren in der Blotting-Kassette positioniert. Dabei wurde 

darauf geachtet, dass sich keine Luftblasen zwischen dem Gel und der Membran befanden. 

Anschließend wurde die Kassette in eine mit Nass-Blot-Puffer (1,2g 25mM Tris, 5,7g 192mM 

Glycin, 40 ml 10% Ethanol, destilliertes Waser ad 400 ml) gefüllte Nass-Blot-Kammer gestellt. 

Der Nass-Blot wurde bei 50 V für 55 min durchgeführt. Anschließend wurde die Membran für 

30 min mit Blocking-Puffer (5% Magermilchpulver in 1xTBS/0,1% Tween (100µl/100ml)) 

inkubiert, um die nicht mit Protein beladenen Stellen auf der Membran zu blockieren und somit 

eine unspezifische Adsorption der Antikörper an der Membran zu verhindern und das 

Hintergrundsignal zu minimieren. 

Anschließend wurde der Primärantikörper auf die Membran gegeben. Von den ABCA1- und 

ABCG1-Antikörpern wurden 1/500 Verdünnungen in Blocking-Puffer hergestellt. Der β-Aktin- 

Antikörper wurde 1/5000 verdünnt. Von den Verdünnungen wurden jeweils 5 ml auf die 

Membran geben. Die Membranen wurden entweder über Nacht (ABCA1- und ABCG1-

Antikörper) oder 1 h (β-Aktin-Antikörper) mit den Primärantiköpern inkubiert. Danach wurde 

die Membran 3 x 10 min mit Waschpuffer (1xTBS/0,1% Tween (100µl/100ml))gewaschen. Als 

Sekundärantikörper wurden zur Detektion von ABCA1 und β-Aktin polyklonales anti-Maus 

Ziegen-Immunglobulin sowie zur Detektion von ABCG1 polyklonales Anti-Kaninchen Ziegen-

Immunglobulin in einer Verdünnung von 1/5000 verwendet. Beide Antikörper waren mit dem 

Enzym Horseradish-Peroxidase (HRP) gekoppelt. Die Membran wurde mit 5 ml der Sekun-

därantikörper-Verdünnung 1 h inkubiert. Anschließend wurde die Membran mit Wasch-Puffer 

für 3 x 10 min gewaschen. 

Die Detektion des markierten Proteins erfolgte mittels Enhanced chemiluminescence (ECL). 

Unter Lumineszenz versteht man die optische Strahlung, die bei Übergang von einem angeregten 

Zustand in den Grundzustand entsteht. Bei der Chemilumineszenz erfolgt die Anregung durch 

eine chemische Reaktion. Bei der ECL-Methode resultiert die Lichtemission aus der durch die 

Horseradish-Peroxidase katalysierten Oxidation von Luminol mit Wasserstoffperoxid. Die 

Lichtemission wurde mittels Röntgenfilm sichtbar gemacht. Da das ECL-Signal mit der Zeit 

schnell nachlässt, war ein rasches Arbeiten erforderlich. 
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Quantifizierung 

Die Auswertung der Western-Blots erfolgte mit der Bildbearbeitungs-Software (ImageJ® open 

source 2016) (85). Dazu wurde eine semiquantitative Vermessung der einzelnen Banden als 

Flächenmessung vorgenommen. Hierbei wird aus der Fläche und Intensität der Banden die 

Proteinmenge bestimmt (relative Proteinmenge). 

Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Statistiksoftware R Version 3.5.1 und RStudio 

Version 1.1.456 (86). Für Gruppenvergleich wurde der Zweistichproben-t-Test (zweiseitig; 

homoskedastisch) angewendet. Das Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05 festgelegt. Die 

graphische Darstellung der Werte erfolgte mit Microsoft Excel (2016).
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3 Ergebnisse 

3.1 Tangier-Zelllinien 

In der vorliegenden Dissertation wurden die Phänotypen von Tangier-Hautfibroblasten aus zwei 

Familien mit unterschiedlichen molekularen Defekten und differenten klinischen Symptomen 

verglichen. Beide Familien wiesen HDL-Konzentrationen nahe Null und eine stark reduziertem 

HDL-induzierten Lipid-Efflux auf (siehe Tabelle 7). 

Der Defekt in Familie 1 ist charakterisiert durch eine Punktmutation in Exon 19. Daraus 

resultiert ein funktionell defektes, aber vollständiges ABCA1-Protein. In dieser Familie treten 

keine Anzeichen einer frühen Arteriosklerose auf (82). 

Der Defekt in Familie 2 besteht aus einer Deletion eines Basenpaares in Exon 13, wodurch ein 

Stopp-Codon generiert wird. Von dieser Mutation betroffene Patienten exprimieren kein 

vollständiges ABCA1-Protein (Proteinsequenz ¼ der normalen Proteingröße). Diese Familie 

leidet an einer frühzeitigen Entwicklung von Arteriosklerose (83). 

Tabelle 7: Gegenüberstellung der Merkmale der Tangier-Familie 1 (=Tangier-Typ 1, TT1) (82) versus Tangier-
Familie 2 (=Tangier-Typ 2, TT2) (83) 
ABCA1 = ABC-Transporter A1 

Familie 1 (TT 1) Familie 2 (TT 2) 

– Punktmutation im ABCA1-Gen 
– Expression des vollständigen (mutierten) ABCA1-

Proteins 
– keine Anzeichen einer frühzeitigen Arteriosklerose 
– HDL-Konzentrationen nahe Null 
– stark reduzierter, spezifischer HDL-induzierter 

Efflux 

– Nonsense-Mutation im ABCA1-Gen 
– keine Expression des vollständigen ABCA1-

Proteins (Proteinsequenz ¼ der normalen Protein-
größe) 

– frühzeitige, schwere Arteriosklerose 
– HDL-Konzentrationen nahe Null 
– fast kein spezifischer HDL-induzierter Efflux  

3.2 Expression von ABCA1 und ABCG1 in Tangier-Fibroblasten 

Da neben ABCA1 auch ABCG1 eine wichtige Rolle im Cholesterin-Metabolismus spielt, wurde 

die Expression beider Transporter analysiert. 

3.2.1 mRNA-Expression von ABCA1 und ABCG1 in Tangier-Fibroblasten 

Bei den mRNA-Ergebnissen handelt es sich um unveröffentlichte Daten aus der Arbeitsgruppe 

Walter. Diese wurden mir von Prof. Michael Walter zur Gegenüberstellung der ABCA1- und 

ABCG1-Expressionsdaten auf mRNA- und Proteinebene zur Verfügung gestellt. 
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Bei den mRNA-Untersuchungen wurden zwei Tangier-Zelllinien mit drei gesunden Kontrollzell-

linien (siehe Tabelle 4) verglichen. Die relative mRNA-Menge wurde mittels Real Time-PCR 

bestimmt. Alle Untersuchungen wurden mit Cholesterin-beladenen und unbehandelten Zellen 

(basale Expression) durchgeführt. 

Basale mRNA-Expression von ABCA1 

Die basale mRNA-Expression von ABCA1 war in Tangier-Typ 1 Zellen im Vergleich zu den 

Kontrollzelllinien (CT1–CT3) deutlich erhöht (siehe Abbildung 1). Die statistische Analyse 

ergab einen signifikanten Unterschied zwischen den Expressionsniveaus der Kontrollzelllinie 1 

(CT1) und den Tangier-Typ 1 Zellen (p < 0,05). Dagegen zeigten Tangier-Typ 2 Zellen eine 

signifikant geringere mRNA-Expression von ABCA1 im Vergleich zu der Kontrollzelllinie 1 

(CT1) (p < 0,05) (87). 

mRNA-Expression von ABCA1 bei Cholesterin-Beladung 

Die mRNA-Expression von ABCA1 war in den Ansätzen mit Cholesterin-Beladung sowohl bei 

den Kontroll- als auch Tangier-Zelllinien im Vergleich zum Basalwert erhöht (siehe Abbildung 

1). Analog zur basalen mRNA-Expression war die mRNA-Expression von ABCA1 in Tangier-

Typ 1 Zellen im Vergleich zur Kontrollzelllinie 1 (CT1) auch bei einer Cholesterin-Beladung der 

Zellen signifikant erhöht (p < 0,05). In Tangier-Typ 2 Zellen war hingegen im Vergleich zur 

Kontrollzelllinie 1 eine signifikante Abnahme der Expression festzustellen (p < 0,05) (87). 

 

Abbildung 1: ABCA1-mRNA-Expression 
mRNA-Expression in Kontroll- (CT1–CT3) und Tangier-Fibroblasten (TT1, TT2) ohne Cholesterin-
Beladung (-Chol, basale Expression) und mit Cholesterin-Beladung (+Chol). Relative Werte in Be-
zug zur basalen Expression in CT1 (100 %). Die Werte stellen die Mittelwerte ± Standardabwei-
chungen der Daten aus drei unabhängigen Experimenten dar. 
* p < 0,05, signifikant erhöhte mRNA-Expression von ABCA1 im Vergleich zu CT1, 
# p < 0,05, signifikant verminderte mRNA-Expression von ABCA1 im Vergleich zu CT1 (87). 
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Basale mRNA-Expression von ABCG1 

Die basale mRNA-Expression von ABCG1 in Tangier-Typ 1 Zellen (TT1) war im Vergleich zu 

der Expression in der Kontrollzelllinie 1 (CT1) nicht signifikant erhöht (p > 0,05). In Tangier-

Typ 2 Zellen (TT2) lag die mRNA-Expression von ABCG1 verglichen mit der Kontrollzellli-

nie 1 (CT1) dagegen signifikant niedriger (p < 0,05) (siehe Abbildung 2). 

mRNA-Expression von ABCG1 mit Cholesterin-Beladung 

Vergleichbar mit den ABCA1-Befunden zeigte sich auch für ABCG1 eine erhöhte mRNA-

Expression in Cholesterin-beladenen Zellen vs. nicht mit Cholesterin beladenen Zellen (siehe 

Abbildung 2). In Cholesterin-beladenen Tangier-Typ 1 Zellen (TT1) war die mRNA-Expression 

von ABCG1 im Vergleich zu der Kontrollzelllinie 1 (CT1) signifikant erhöht (p < 0,05). 

Dagegen zeigten Tangier-Typ 2 Zellen (TT2) im Vergleich zur Kontrollzelllinie 1 (CT1) unter 

Cholesterin-Beladung eine signifikant verminderte mRNA-Expression von ABCG1 (p < 0,05). 

 

Abbildung 2: ABCG1-mRNA-Expression 
mRNA-Expression in Kontroll- (CT1–CT3) und Tangier-Fibroblasten (TT1, TT2) ohne Cholesterin-
Beladung (-Chol, basale Expression) und mit Cholesterin-Beladung (+Chol). Die Werte sind relativ 
zu Kontrollen dargestellt, CT1 – entspricht 100%. Die Werte stellen die Mittelwerte ± Standardab-
weichungen der Daten aus drei unabhängigen Experimenten dar. 
* p < 0,05, signifikant erhöhte mRNA-Expression von ABCG1 im Vergleich zu CT1, 
# p < 0,05, signifikant verminderte mRNA-Expression von ABCG1 im Vergleich zu CT1 (87). 

3.2.2 Proteinexpression von ABCA1 und ABCG1 in Tangier-Fibroblasten 

Anschließend erfolgte eine Untersuchung der Expression von ABCA1 und ABCG1 auf 

Proteinebene. Wiederum wurden die zwei Tangier-Zelllinien (TT1, TT2) mit Kontrollzelllinien 

dreier gesunder Probanden (CT1–CT3) verglichen. Alle Untersuchungen wurden mit Choleste-

rin-beladenen und unbehandelten Zellen durchgeführt. Für die Analyse der Proteinexpression 

von ABCA1 und ABCG1 wurden Western-Blots durchgeführt (siehe Kapitel 2.4). 
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Die Western-Blots zeigten eine deutliche Erhöhung der ABCA1-Proteinexpression in Tangier-

Typ 1 Zellen (TT1, siehe Abbildung 3). In Tangier-Typ 2 Zellen (TT2) war das ABCA1-Protein 

nicht nachweisbar. Auch unter Cholesterin-Beladung zeigten Tangier-Typ 1 Zellen (TT1) eine 

erhöhte und Tangier-Typ 2 Zellen (TT2) eine fehlende Expression. Optisch war kein Unter-

schied zwischen Cholesterin-beladenen und unbehandelten Zellen zu erkennen. 

 Expression von ABCA1 in nicht Cholesterin-
beladenen Zellen 

Expression von ABCA1 in Cholesterin-
beladenen Zellen 

 CT1-    CT2-    CT3-    TT1-     TT2- CT1+   CT2+   CT3+   TT1+     TT2+ 

ABCA1 
(294 kDa) 

β-Aktin 
(42 kDa) 
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Abbildung 3: ABCA1-Proteinexpression (Western-Blots) 
Proteinexpression in Kontroll- (CT1–CT3) und Tangier-Fibroblasten (TT1, TT2) ohne Cholesterin-
Beladung (-Chol, basale Expression) und mit Cholesterin-Beladung (+Chol). 
β-Aktin fungiert als Ladekontrolle. 

In den Western-Blot-Experimenten zur Untersuchung der ABCG1-Proteinexpression variierten 

die Ergebnisse von Experiment zu Experiment. Dennoch war ein ähnlicher Trend wie zuvor bei 

der mRNA erkennbar. Die ABCG1-Proteinexpression schien in Tangier-Typ 1 Zellen (TT1) 

erhöht und in Tangier-Typ 2 Zellen (TT2) vermindert zu sein. Diese Beobachtungen in waren 

sowohl in Cholesterin beladenen als auch in unbehandelten Zellen erkennbar. Optisch bestand 

kein Unterschied zwischen Cholesterin beladenen und unbehandelten Zellen erkennbar (siehe 

Abbildung 4). 
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 Expression von ABCG1 in nicht Cholesterin-
beladenen Zellen 

Expression von ABCG1 in Cholesterin-beladenen 
Zellen 

 CT1-    CT2-     CT3-    TT1-    TT2- CT1+    CT2+   CT3+    TT1+     TT2+ 
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β-Aktin 
(42 kDa) 
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Abbildung 4: ABCG1-Proteinexpression (Western-Blots) 
Proteinexpression in Kontroll- (CT1–CT3) und Tangier-Fibroblasten (TT1, TT2) ohne Cholesterin-
Beladung (-Chol, basale Expression) und mit Cholesterin-Beladung (+Chol). 
β-Aktin fungiert als Ladekontrolle. 

Anschließend wurden die Western-Blots statistisch ausgewertet. Bei der Auswertung wurden die 

Ergebnisse auf den Mittelwert der Ergebnisse der drei Kontrollzelllinien normiert (CTgs = 

100 %). Durch dieses Vorgehen sollte der verwendete ABCA1- und ABCG1-Normwert einem 

möglichst breiten Bevölkerungsdurchschnitt entsprechen. 
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Basale Proteinexpression ABCA1 

Die basale Proteinexpression von ABCA1 war in Tangier-Typ 1 Zellen (TT1) im Vergleich zu 

den drei Kontrollzelllinien (CT1-, CT2-, CT3-) sowie zur Kontrollgruppe (CTgs-) signifikant 

erhöht (p < 0,05). Bei Tangier-Typ 2 Zellen (TT2) bestand dagegen eine signifikant verminderte 

Proteinexpression von ABCA1 im Vergleich zu den Kontrollzelllinien bzw. zur zusammenge-

fassten Kontrollgruppe (CTgs-) (p < 0,05). Eine ABCA1-Proteinexpression war nicht nachweis-

bar (siehe Abbildung 5). 

 

Abbildung 5: ABCA1-Proteinexpression in nicht mit Cholesterin beladenen Tangier-Fibroblasten 
Mittlere relative Proteinkonzentration in Kontroll- und Tangier-Fibroblasten. Relative Werte in Be-
zug zur Gesamtexpression (CTgs- = 100 %). Die Werte stellen die Mittelwerte ± Standardabwei-
chungen von Daten aus drei unabhängigen Experimenten dar. 
*- p < 0,05, signifikant erhöhte Proteinexpression von ABCA1 im Vergleich zu CT1-, CT2- CT3-, 
CTgs- 
#- p < 0,05, signifikant verminderte Proteinexpression von ABCA1 im Vergleich zu CT1-, CT3-, 
CTgs-. 
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Proteinexpression von ABCA1 mit Cholesterin-Beladung 

Wie bei der basalen Proteinexpression von ABCA1 war die Proteinexpression von ABCA1 in 

mit Cholesterin beladenen Tangier-Typ 1 Zellen (TT1) im Vergleich zu allen mit Cholesterin 

beladenen Kontrollzelllinien (CT1+, CT2+, CT3+) sowie zur zusammengefassten Kontrollgrup-

pe (CTgs+) signifikant erhöht (p < 0,05). In Tangier-Typ 2 Zellen (TT2) war auch unter 

Cholesterin-Beladung im Vergleich zu den Kontrollzelllinien 1, 2, 3 und zur zusammengefassten 

Kontrollgruppe (CTgs+) eine signifikante Verminderung der ABCA1-Proteinexpression 

feststellbar (p < 0,05, siehe Abbildung 6). 

 

Abbildung 6: ABCA1-Proteinexpression in Cholesterin-beladenen Tangier-Fibroblasten 
Mittlere relative Proteinkonzentration in Kontroll- und Tangier-Fibroblasten. Relative Werte in Be-
zug zur Gesamtexpression (CTgs+ = 100 %). Die Werte stellen die Mittelwerte ± Standardabwei-
chungen von Daten aus drei unabhängigen Experimenten dar. 
*+ p < 0,05, signifikant erhöhte Proteinexpression von ABCA1 im Vergleich zu CT1+, CT2+, 
CT3+, CTgs+ 
#+ p < 0,05, signifikant verminderte Proteinexpression von ABCA1 im Vergleich zu CT1+, CT2+, 
CT3+, CTgs+. 
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Vergleich der ABCA1-Expression in unbehandelten versus Cholesterin-beladenen Zellen 

Die Proteinexpression von ABCA1 war unter Cholesterin-Beladung in allem Zellenlinien 

(sowohl Kontroll- (CT1–CT3) als auch Tangier-Zelllinien (TT1, TT2)) geringfügig höher als im 

Basalzustand (siehe Abbildung 7). 

 

Abbildung 7: ABCA1-Proteinexpression in unbehandelten (Chol-) und mit Cholesterin (Chol+) beladenen 
Tangier-Fibroblasten (TT1, TT2) 
Mittlere relative Proteinkonzentration in Kontroll- und Tangier-Fibroblasten. Relative Werte in Be-
zug zur Gesamtexpression (CTgs- = 100 %). Die Werte stellen die Mittelwerte ± Standardabwei-
chungen von Daten aus drei unabhängigen Experimenten dar. 
*- p < 0,05, signifikant erhöhte Proteinexpression von ABCA1 im Vergleich zu CT1-, CT2-,CT3- 
und CTgs-, 
*+ p < 0,05, signifikant erhöhte Proteinexpression von ABCA1 im Vergleich zu CT1+, CT2+, CT3+ 
und CTgs+, 
#- p < 0,05 signifikant verminderte Proteinexpression von ABCA1 im Vergleich zu CT1-, CT3- und 
CTgs-, 
#+ p < 0,05, signifikant verminderte Proteinexpression von ABCA1 im Vergleich zu CT1+, CT2+, 
CT3+ und CTgs+. 
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Basale Proteinexpression ABCG1 

Die basale Proteinexpression von ABCG1 in den Tangier-Typ 1 Zellen (TT1) war im Vergleich 

zu allen drei Kontrollzelllinien (CT1-, CT2-, CT3-) sowie zur zusammengefassten Kontrollgrup-

pe (CTgs-) nicht signifikant erhöht (p > 0,05). Auch in Tangier-Typ 2 Zellen (TT2) war die 

Abnahme der Proteinexpression von ABCG1 verglichen mit den Kontrollzelllinien 1, 2 und 3 

nicht signifikant (p > 0,05). Ein signifikanter Unterschied bestand lediglich zwischen der 

Proteinexpression in Tangier Zelltyp 2 (TT2) und der zusammengefassten Kontrollgruppe 

(CTgs-) Die graphische Darstellung ließ auf eine vermehrte Proteinexpression in Tangier-Typ 1 

Zellen und eine verminderte Proteinexpression von Tangier-Typ 2 Zellen schließen (siehe 

Abbildung 8). 

 

Abbildung 8: ABCG1-Proteinexpression in nicht mit Cholesterin beladenen Tangier-Fibroblasten 
Mittlere relative Proteinkonzentration in Kontroll- und Tangier-Fibroblasten. Relative Werte in Be-
zug zur Gesamtexpression (CTgs- = 100 %). Die Werte stellen die Mittelwerte ± Standardabwei-
chungen von Daten aus drei unabhängigen Experimenten dar. 
#- p < 0,05, signifikant verminderte Proteinexpression von ABCG1 im Vergleich zu CTgs-. 
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Proteinexpression von ABCG1 mit Cholesterin-Beladung 

In mit Cholesterin beladenen Tangier-Typ 1 Zellen (TT1) zeigte sich die Proteinexpression von 

ABCG1 im Vergleich zu den Kontrollzelllinien 1, 2 und 3 (CT1–CT3) als nicht signifikant 

erhöht (p > 0,05). Ein signifikanter Unterschied bestand lediglich zur zusammengefassten 

Kontrollgruppe (CTgs+) (p < 0,05). In Tangier-Typ 2 Zellen (TT2) war die Proteinexpression 

von ABCG1 im Vergleich zu der Kontrollzelllinie 3 (CT3) sowie zur zusammengefassten 

Kontrollgruppe (CTgs+) signifikant vermindert (siehe Abbildung 9). 

 

Abbildung 9: ABCG1-Proteinexpression in Cholesterin beladenen Tangier-Fibroblasten 
Mittlere relative Proteinkonzentration in Kontroll- und Tangier-Fibroblasten. Relative Werte in Be-
zug zur Gesamtexpression (CTgs- = 100 %). Die Werte stellen die Mittelwerte ± Standardabwei-
chungen von Daten aus drei unabhängigen Experimenten dar 
*+ p < 0,05 signifikant erhöhte Proteinexpression von ABCG1 im Vergleich zu CTgs+ 
#+ p < 0,05 signifikant verminderte Proteinexpression von ABCG1 im Vergleich zu CT3+ und 
CTgs+. 
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Vergleich der ABCG1-Expression in unbehandelten Zellen versus mit Cholesterin 
beladenen Zellen 

Die Proteinexpression von ABCG1 war in allen Zellenlinien (sowohl Kontroll- als auch Tangier-

Zelllinien) im mit Cholesterin beladenen Zustand im Vergleich zum unbehandelten Zustand 

nicht signifikant erhöht (siehe Abbildung 10). 

 

Abbildung 10: ABCG1-Proteinexpression in unbehandelten (Chol-) und mit Cholesterin (Chol+) beladenen 
Tangier-Fibroblasten (TT1, TT2) 
Mittlere relative Proteinkonzentration in Kontroll- und Tangier-Fibroblasten. Relative Werte in Be-
zug zur Gesamtexpression (CTgs- = 100 %). Die Werte stellen die Mittelwerte ± Standardabwei-
chungen von Daten aus drei unabhängigen Experimenten dar. 
#- p < 0,05, signifikant verminderte Proteinexpression von ABCG1 im Vergleich zu CTgs-. 
*+ p < 0,05, signifikant erhöhte Proteinexpression von ABCG1 im Vergleich zu CTgs+ 
#+ p < 0,05, signifikant verminderte Proteinexpression von ABCG1 im Vergleich zu CT3+ und 
CTgs+. 

3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Zusammenfassend weisen die vorliegenden Untersuchungen daraufhin, dass die ABCA1- und 

ABCG1-Expression in Tangier-Typ 1 Zellen erhöht war. 

In Tangier-Typ 2 Zellen war dagegen keine ABCA1-Expression auf Proteinebene nachweisbar. 

Darüber hinaus kam es in Tangier-Typ 2 Zellen vermutlich zu einer verminderten ABCG1-

Expression.
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4 Diskussion 

4.1 Methodisches Vorgehen 

In der vorliegenden Arbeit wurde die ABCA1- und ABCG1-Expression auf Proteinebene mittels 

Western-Blot untersucht. Der Western-Blot ist eine etablierte Methode zum Nachweis und zur 

Quantifizierung von Proteinen. Die Bestimmung der relativen Proteinmenge erfolgte über die 

Messung der Fläche und Intensität der Banden (84). 

Die Versuchsreihen zum Nachweis der ABCA1- und ABCG1-Expression beinhalteten jeweils 

drei Western-Blots von unbehandelten und mit Cholesterin beladenen Zellen. Es wurden drei 

verschiedene Zelllysate aufgetragen. Anschließend erfolgte die statistische Auswertung (siehe 

Kapitel 2.2.4). Die Ergebnisse der Western-Blots erwiesen sich als reproduzierbar, so dass 

Schlussfolgerungen bezüglich der ABCA1- und ABCG1-Expression möglich waren. Bei der 

Interpretation der Ergebnisse muss allerdings die geringe Stichprobengröße (drei Parallelversu-

che) beachtet werden. Da aufgrund der geringen Stichprobengröße nicht von einer Varianz-

gleichheit ausgegangen werden kann, kann diskutiert werden, ob es sinnvoller gewesen wäre die 

Signifikanzberechnung mit dem Welch-Test (zweiseitig; heteroskedastisch) statt dem t-Test 

(zweiseitig; homoskedastisch) durchzuführen. 

4.2 Cholesterin-Homöostase in Tangier-Fibroblasten 

Um die Ergebnisse dieser Arbeit in den Kontext der Cholesterin-Homöostase in Tangier-

Fibroblasten einzuordnen, werden zunächst die bekannten Regulationsmechanismen des 

zellulären Cholesterin-Stoffwechsels in Tangier-Fibroblasten besprochen. 

In früheren Untersuchungen wurden die Cholesterin- sowie die Oxysterol-Konzentrationen in 

Kontroll- und Tangier-Fibroblasten bestimmt (siehe Tabelle 8). Es zeigte sich, dass Zellen mit 

einer Punktmutation und einer geringen ABCA1-Restaktivität (Tangier-Zelltyp 1) nur einen 

moderaten Anstieg der Oxysterole aufwiesen. Im Gegensatz dazu zeigten Zellen mit einer 

Nonsense-Mutation (Tangier-Zelltyp 2) einen extremen Anstieg von Oxysterolen. Die 

Cholesterin-Konzentration war in beiden Zelltypen vergleichbar (88). Damit scheinen differente 

Oxysterol-Konzentrationen der entscheidende Unterschied zwischen Tangier-Typ 1- und 

Tangier-Typ 2-Zellen zu sein. Aus den Befunden lässt sich ableiten, dass Oxysterole eine 

essentielle Rolle bei der Regulation der Cholesterin-Homöostase und für potentielle protektive 

Mechanismen spielen. Die erhöhte Oxysterol-Konzentration könnte auch den klinischen 
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Unterschied (Schweregrad der Arteriosklerose) zwischen Tangier 1 und Tangier 2 erklären, da 

Oxysterole atherogen wirken. (88). 

Tabelle 8: Hydroxysterol-Konzentrationen in Tangier-Serum (88) 

 
Con: Kontrolle, Cholesterol (Cholesterin) 

Ein durch die Oxysterole induzierbarer, potentiell protektiver Effekt ist die Suppression der 

Cholesterin-Biosynthese. Wie in der Einleitung beschrieben (siehe Kapitel 1.1) kommt es beim 

Fehlen von Oxysterolen zu einer SREBP-2 induzierten Transkription von Genen (z. B. LDL-

Rezeptor und die HMG-CoA Reduktase), die für die Cholesterin-Biosynthese notwendig sind 

(2). 

Untersuchungen belegen, dass die Cholesterin-Biosynthese in Tangier-Typ 1 Zellen nur 

geringfügig, hingegen in Tangier-Typ 2 Zellen deutlich reduziert ist (88). Gleichzeitig stehen in 

Tangier-Typ 2 Zellen aufgrund des erhöhten Oxysterol-Aufkommens weniger SREBP-2-

Spaltprodukte als Transkriptionsfaktoren zur Aktivierung der Gene der Cholesterin-Biosynthese 

zur Verfügung (88). 

An einem weiteren potentiell protektiven Mechanismus vor der Cholesterin-Toxizität ist 

SREBP1c beteiligt. SREBP1c erhöht über eine vermehrte Expression der Fettsäure-Synthase 

(FAS) und der Stearyl-CoA-Desaturase 1 (SCD1) die Synthese von Fettsäuren. Auf diese Weise 

werden freie Oxysterole gebunden und die Zelle vor der Cholesterin-Toxizität geschützt. Der 

Regulationsmechanismus von SREBP1c ist bislang noch nicht vollständig verstanden. Es ist 

beschrieben, dass die Expression von SREBP1c durch Oxysterole über den oben beschriebenen 

LXR/RXR-Mechanismus aktiviert wird (89, 90). Allerdings wurde in Fibroblasten nach Beladung 

mit Cholesterin eine Reduktion der mRNA-Expression von SREBP1c beobachtet (91, 92). Diese 

Befunde deuten auf einen zusätzlichen, LXR-unabhängigen Regulationsmechanismus hin. 

 
 
 

       
 
 24-Hydroxy-

Cholesterol 
[ng/ml] 

25-Hydroxy-
Cholesterol 
[ng/ml] 

27-Hydroxy-
Cholesterol 
[ng/ml] 

    
Con 
 

64 ± 20 
 

3.0 ± 2.0 
 

135 ± 46 
 

Tangier 1 
 

55 ± 6.0 5.0 ± 2.0 185 ± 16 

Tangier 2 
 

546 ± 61 ** 
 

124 ± 19 ** 
 

1473 ± 225 ** 
 

** P<0.01; TT vs. Con 
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Untersuchungen belegen, dass die Expression von SREBP-1c sowie von downstream-Genen in 

Tangier-Typ 1 Zellen im Vergleich zu gesunden Kontrollzellen keine signifikante Veränderung 

aufweist. Hingegen kommt es in Tangier-Typ 2 Zellen zu einer starken Suppression dieser Gene 

(siehe Abbildung 11) (88). 

 

Abbildung 11: mRNA-Expression von Sterol response element-binding protein 1c (SREBP-1c), der Fettsäure-
Synthase (FAS) und Stearyl-CoA-Desaturase 1 (SCD1) in Kontroll- (CT1–CT3) und Tangier-
Fibroblasten (TT1, TT2) (88) 
-Chol: unbehandelte Zellen +Chol: mit Cholesterin beladene Zellen, * p < 0,05, signifikant vermin-
derte mRNA-Expression von SREBP-1c, FAS, SCD-1 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die hohe Konzentration von Oxysterolen in Zellen mit 

einer Nonsense-Mutation (Tangier-Typ 2 Zellen) eine starke Suppression der Cholesterin-

Biosynthese bewirkt. Zudem lässt die aktuelle Datenlage vermuten, dass eine erhöhte Oxysterol-

Konzentration den potentiell protektiven SREBP1c-Mechanismus inhibiert. Diese Inhibition 

scheint LXR/RXR-unabhängig zu sein. 
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4.3 Expression von ABCA1- und ABCG1 in Tangier-Fibroblasten 

ABCA1 und ABCG1 spielen eine wichtige Rolle beim Cholesterin-Efflux und sind für die 

Bildung von HDL und den reversen Cholesterin-Transport unverzichtbar (32, 37). 

Tangier-Typ 1 Zellen zeigten eine erhöhte ABCA1-Expression im Vergleich zu Kontrollzellen 

auf mRNA- und Proteinebene (siehe Abbildung 1 und 3). Diese Expressionssteigerung trat 

sowohl in unbehandelten Zellen als auch in Cholesterin-beladenen Zellen auf. Dagegen war die 

ABCG1-Expression in Tangier-Typ 1 Zellen auf mRNA-Ebene lediglich unter einer Cholesterin-

Beladung signifikant erhöht. Auf Proteinebene zeigte die ABCG1-Expression in Tangier-Typ 1 

Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen in nicht-beladenem Zustand ebenfalls keinen signifikanten 

Unterschied. In Cholesterin-beladenen Zellen traten teilweise signifikante Steigerungen auf. 

Trotz der fehlenden Signifikanz war in den grafischen Darstellungen (siehe Abbildung 8 und 9) 

aber eine ABCG1-Expressionssteigerung erkennbar. 

Tangier-Typ 2 Zellen zeigten im Vergleich zu Kontrollzellen eine verminderte ABCA1-

Expression auf mRNA- und Proteinebene (siehe Abbildung 1 und 3). Diese Expressionsabnahme 

trat sowohl in unbehandelten Zellen als auch in Cholesterin-beladenen Zellen auf. Die ABCG1-

Expression war in Tangier-Typ 2 Zellen auf mRNA-und Proteinebene unabhängig von der 

Beladung mit Cholesterin signifikant geringer. 

Zusammenfassend war in Tangier-Typ 1 Zellen eine erhöhte und in Tangier-Typ 2 Zellen eine 

verminderte Expression beider ABC-Transporter zu beobachten. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen lassen den Schluss zu, dass die erhöhte 

Expression beider ABC-Transporter in Tangier-Typ 1 Zellen den Defekt im ABCA1-Protein 

(funktionelle Einschränkung durch eine Punktmutation) teilweise ausgleicht und den Choleste-

rin-Efflux aufrecht erhält. Dieser Mechanismus verhindert zumindest teilweise eine Cholesterin-

Anreicherung und trägt vermutlich zum milden Phänotyp (geringere Arteriosklerose) bei. 

Zusammenfassend scheint sich eine erhöhte ABCA1- und ABCG1-Expression durch eine 

Steigerung des Cholesterin-Efflux positiv auf die Entwicklung von Arteriosklerose und das 

Auftreten kardiovaskulärer Ereignisse auszuwirken. 

4.4 Regulation von ABCA1- und ABCG1 in Tangier-Fibroblasten 

Ein bekannter Mechanismus der Regulation der ABCA1- und ABCG1-Expression beinhaltet die 

Transkriptionsfaktorenkomplex LXR/RXR. Der durch Oxysterole aktivierte LXR bildet mit dem 
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9-cis-RA beladenen RXR ein Heterodimer, das die Transkription der ABCA1- und ABCG1- 

Gene aktiviert (52-58). 

Bei Tangier-Typ 1 Fibroblasten erhöhte sich auf mRNA-Ebene die ABCA1- und ABCG1-

Expression bei Beladung der Zellen mit Cholesterin. Auf Proteinebene ließ sich dieser Effekt 

nicht eindeutig bestätigen. Diese Befunde lassen vermuten, dass die Oxysterol-Konzentration die 

Expression der beiden ABC-Transporter modulieren kann. Der Effekt der Beladung mit 

Cholesterin in Tangier-Typ 1 Zellen lässt sich durch den LXR/RXR-Signalweg erklären. Eine 

erhöhte Cholesterin-Konzentration in der Zelle steigert die Oxysterol-Synthese. Oxysterole 

aktiveren den LXR, wodurch die Transkription der ABCA1- und ABCG1-Gene gefördert wird 

(52-58). 

Bei Tangier-Typ 2 Fibroblasten widersprachen die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen 

dem Wissen über die Regulation der ABCA1- und ABCG1-Expression durch den LXR/RXR-

Signalweg. Aufgrund der Aktivierung des LXR durch Oxysterole und der anschließenden 

Steigerung der Expression der beiden ABC-Transporter (52-58) wäre bei einer beschriebenen 

erhöhten Oxysterol-Konzentration in Tangier-Typ 2 Zellen eine ABCA1- und ABCG1-

Expressionssteigerung zu erwarten gewesen (88). 

Die vorliegenden Untersuchungen zeigten aber im Gegenteil eine Suppression der Expression 

von ABCA1 und ABCG1 in Tangier-Typ 2 Zellen. Aus diesen Befunden lässt sich ableiten, dass 

in Abhängigkeit vom molekularen Defekt regulatorische Unterschiede bei Tangier-Zellreihen 

bestehen. In Tangier-Typ 2 Zellen sind somit mindestens zwei protektive Effekte nicht oder nur 

eingeschränkt wirksam: Zum einen funktioniert der Schutzmechanismus vor der Cholesterin-

Toxizität über SREBP 1c nur begrenzt (88). Zum anderen kommt es durch die verminderte 

ABCA1- und ABCG1-Expression vermutlich zu einem stark reduzierten Cholesterin-Efflux. Die 

beobachtete deutlich reduzierte Cholesterin-Biosynthese in Tangier-Typ 2 Zellen (88) kann 

offenbar die beiden fehlenden protektiven Mechanismen nicht ausgleichen. 

Aufgrund der komplexen nicht vollständig erforschten Transkriptionsregulation scheint eine 

parallele Aktivierung aller protektiven Signalwege nicht möglich. Möglicherweise spielt in 

diesem Kontext die Konzentration der Oxysterole eine entscheidende Rolle. Beim Überschreiten 

eines gewissen Konzentrationsniveaus scheinen wichtige protektive Signalwege nicht mehr 

aktiviert zu werden, wodurch es zur Entwicklung eines Phänotyps mit frühzeitig schwerer 

Arteriosklerose kommt (88). 
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Neben der bekannten Regulation (über LXR) scheint es auf Transkriptionsebene weitere 

Regulationsmöglichkeiten zu geben, die möglicherweise ebenfalls von der Oxysterol-

Konzentration abhängen. Zur Abklärung sind weitere Untersuchungen erforderlich. Extrem hohe 

und moderat erhöhte Oxysterol-Konzentrationen könnten differente Effekte haben. Dabei spielen 

möglicherweise die Promotorbereiche der ABCA1-. ABCG1- und SREBP1c-Gene eine Rolle. 

Derzeit ist die komplexe Regulation der Expression der ABC-Transporter noch nicht vollständig 

verstanden. Vermutlich führen stark erhöhte Oxysterol-Konzentrationen zu einer verminderten 

ABCA1- und ABCG1-Expression, zu einer Inhibition des SREBP1c-Signalwegs und zu einer 

eingeschränkten Cholesterin-Biosynthese. Dieser Regulationsmechanismus scheint unabhängig 

vom LXR/RXR-Signalweg zu sein. 

4.5 Relevanz der Ergebnisse für Modelle zur HDL-Formation 

Eine niedrige Konzentration von HDL-C im Plasma begünstigt das Auftreten kardiovaskulärer 

Ereignisse (20, 21, 22, 23, 25). Umgekehrt schützt eine hohe HDL-C-Plasmakonzentration vor 

solchen Erkrankungen (20, 21, 22, 23, 25). Daher ist die Aufklärung der Schritte der HDL-

Bildung und der beteiligten Transporter auch klinisch von großem Interesse. 

In Tangier-Typ 1 Zellen besitzt ABCA1 aufgrund der beschriebenen Punktmutation eine geringe 

Restaktivität (82). Parallel dazu zeigen, wie die vorliegende Untersuchung belegt, Tangier-Typ 1 

Zellen eine vermehrte Expression beider ABC-Transporter. Möglicherweise kann insbesondere 

die vermehrte ABCG1-Expression die eingeschränkte ABCA1-Funktion teilweise ausgleichen, 

so dass es zu einer weniger deutlichen Einschränkung des Cholesterin-Efflux, der HDL-Bildung 

und des reversen Cholesterin-Transports in betroffenen Patienten kommt. Zusammen mit den 

oben beschriebenen protektiven Mechanismen wäre dies eine mögliche Erklärung für den 

milderen Phänotyp (geringe Arteriosklerose-Entwicklung) der betroffenen Patienten. 

Weiterhin unterstützen die vorliegenden Ergebnisse die Annahme, dass ABCA1 und ABCG1 

koordiniert reguliert werden. Tangier-Typ 1 Zellen zeigen eine vermehrte Expression beider 

ABC-Transporter, während in Tangier-Typ 2 Zellen eine verminderte Expression beider ABC-

Transporter beobachtet wird. Dieser Befund könnte auf eine synergistischen Effekt beider 

Transporter hindeuten. Ein solcher synergistischer Effekt wurde bereits in der Literatur 

beschrieben (93). ABCA1 vermittelt den Cholesterin-Efflux zum lipidarmen Apo-A1, wodurch 

das lipidreiche, kugelförmigen HDL gebildet wird. Dieses kugelförmige HDL ist wiederum das 

Ziel des durch ABCG1 vermittelten Cholesterin-Transports, wodurch es zu einer weiteren 
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Lipidaufnahme in das HDL kommt (32, 37, 92). Das HDL-C wird entweder direkt zur Leber 

transportiert oder auf andere Lipoproteine übertragen (32). 

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass ABCA1 und ABCG1 eine essentielle Rolle bei der 

Bildung von HDL spielen. Bei der Beladung von HDL mit Cholesterin scheint eine synergisti-

sche Arbeitsweise beider ABC-Transporter wahrscheinlich, so dass auch eine koordinierte 

Regulation sinnvoll erscheint. Inwieweit einer der beiden Transporter einen Funktionsverlust des 

anderen ausgleichen kann, ist noch nicht vollständig verstanden. 

4.6 Ausblick 

Eine Stärkung des reversen Cholesterin-Transports über eine erhöhte Expression der ABC-

Transporter ist eine vielversprechende Alternative zu den aktuellen Therapieoptionen von 

Dyslipidämien. Derzeitige Therapien basieren auf der Reduktion der Cholesterin-Biosynthese 

durch Statine, der Hemmung der intestinalen Cholesterin-Resorption durch Ezetimib, der 

Aktivitätssteigerung der Lipoprotein-Lipase durch Fibrate und der Regulation der LDL-

Cholesterol-Spiegel durch den Proprotein-Convertase-Subtilisin/Kexin-9-(PCSK9-)Hemmer 

Evolocumab (94). 

Medikamente, die den reversen Cholesterin-Transport aktivieren, könnten nicht nur in der 

Behandlung von schweren HDL-Defiziten, wie der Tangier Krankheit, eingesetzt werden, 

sondern wären auch zur Behandlung anderer HDL-Mangelformen geeignet.
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