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Zusammenfassung

Lipoprotein(a), kurz Lp(a), ist eine Variante des
LDL-Molekiils, die zusdtzlich das klebrige
EiweiBB Apoprotein(a), kurz Apo(a), enthdlt.
Lp(a) ist ein entscheidender Risikofaktor fiir
die Herz-Kreislauf-Erkrankung beim Menschen.
Lp(a) findet sich im Stoffwechsel von Men-
schen und Menschenaffen, aber nur selten in
niederen Saugetieren. Eine genaue Kenntnis
des Vorteils, den dieses Molekiil offensichtlich
in der Entwicklungsgeschichte hatte, sollte zu
einem besseren Verstidndnis seiner physiologi-
schen Rolle beitragen. Wir haben ein neuarti-
ges Tiermodell (transgene Mause) entwickelt,
das sich durch zwei Merkmale des mensch-
lichen Stoffwechsels auszeichnet: die Produk-
tion von Lp(a) und der Verlust der
korpereigenen Produktion von Vitamin C (As-
corbat).

Wir zeigen hier, dass ein Mangel an Vitamin C
in der Nahrung den Blutspiegel von Lp(a)
erhoht. Sowohl ein chronischer Mangel an Vi-
tamin C als auch eine vollstandige Er-
schopfung der Vitamin-C-Reserven im Korper
(Skorbut) fiihren zur Ablagerung von Lp(a)-
Molekiilen in den BlutgefdaBen - ein Prozess,
der mit der Entwicklung von atheroskleroti-
schen Plaques einhergeht. Diese Ergebnisse
zeigen, dass Vitamin-C-Mangel in der Nahrung
ein Risikofaktor fiir die Entwicklung der Athe-
rosklerose ist, unabhidngig von der Fettauf-
nahme mit der Nahrung. Unsere Ergebnisse
bestatigen, dass Lp(a) als

Einleitung

Lp(a) ist einer der wichtigsten genetisch festgeleg-
ten Risikofaktoren der Herz-Kreislauf-Erkrankung
des Menschen, von Herzinfarkt, Schlaganfall und an-
deren Formen dieser Erkrankung.'2

Lp(a) setzt sich zusammen aus einem Low-Density-
Lipoprotein (LDL) und einem riesigen Glycoprotein —
dem Apolipoprotein(a), kurz Apo(a). Das Apolipo-
protein(a)-Molekdl ist Gber schwefelhaltige Amino-
saurenpaare (Disulfidbrucken) an das wichtigste
Struktureiweif3 des LDL-Molekdls, Apolipoprotein B-
100, kurz ApoB, gebunden.?

Lp(a) sammelt sich innerhalb der atheroskleroti-
schen Ablagerungen an* und bindet an ver-
schiedene Bestandteile des Bindegewebes, der
extrazellularen Matrix, wie zum Beispiel Fibronectin,
Laminin und andere.5 DarUber hinaus konnte ge-
zeigt werden, dass das Apo(a)-Eiwei3 die Vermeh-
rung von glatten Muskelzellen beschleunigt.® Durch
seine Strukturahnlichkeit (Homologie) mit dem Ei-
weif3 Plasminogen? (das bei der Auflésung von Blut-
gerinnseln eine entscheidende Rolle spielt) bindet
das Apo(a)-Molekul vermehrt an Fibrinogen und Fi-
brin (dem entscheidenden Strukturbestandteil der
Blutgerinnsel). Das Lp(a)-Molekul Gbt daher eine
stark hemmende Wirkung auf die Auflésung von
Blutgerinnseln (Fibrinolyse) aus. Aus diesem Grund
wurde Lp(a) auch als das ,lange vermisste Binde-
glied” zwischen der Entstehung von Atherosklerose
und Thrombose bezeichnet.®2 Obwohl viele Eigen-
schaften dieses Moleklls seit seiner Entdeckung vor

mobiles Reparaturmolekiil
einer  Strukturschwache
der BlutgefaBwaiande ent-
gegenwirkt, ein Merkmal
von Vitamin-C-Mangel und
Skorbut.




einem halben Jahrhundert® entschlUsselt wurden, ist
seine physiologische Bedeutung bislang noch kaum
verstanden.®

Lp(a) wird fast ausschlieBlich im Stoffwechsel von
Menschen und Menschenaffen gefunden. Das Auf-
treten des Apo(a)-Gens wurde auf etwa 40 Millionen
Jahren vor unserer Zeit datiert, ungefahr der Zeit-
punkt in der Entwicklungsgeschichte, als die Alt-
weltaffen und Neuweltaffen voneinander getrennt
wurden.” Dieser Zeitpunkt fallt mit dem Verlust der
koérpereigenen Produktion von Vitamin C zusam-
men, die durch eine Genmutation fur das Enzym Gu-
lonolacton-Oxidase (Gulo) in unseren Vorfahren
verursacht wurde."

Das entwicklungsgeschichtliche Zusammentreffen
dieser beiden genetischen Veranderungen (Mutatio-
nen) im Stoffwechsel unserer Vorfahren fihrte zu
der Hypothese, dass diese beiden genetischen Mu-
tationen im Zusammenhang stehen kénnten.'? Der
Verlust der korpereigenen Vitamin-C-Synthese
fuhrte dazu, dass unsere Vorfahren fortan der Skor-
but-Krankheit ausgesetzt waren. Diese Vitaminman-
gel-Krankheit ist gekennzeichnet durch eine
Hemmung der Kollagen-Synthese und einem daraus
resultierenden Verlust der Stabilitat des Bindegewe-
bes mit massivem (hamorrhagischem) Blutverlust als
haufigste Todesursache.

In Zeiten einer Schwachung des Bindegewebes
durch Langzeit-Mikronahrstoffmangel hatte das

Apo(a)-Molekul groBe Vorteile: die Lange seiner
Aminosaurenkette (Primarstruktur) ist gréBer als das
Kollagen-Molekdil, es hat eine hemmende Wirkung
auf die Blutgerinnsel-Auflésung (Fibrinolyse) und
bindet hervorragend an verschiedene Strukturbe-
standteile des Bindegewebes. Mit all diesen Funk-
tionen konnte das Apo(a) als Reparaturmolekul
nUtzlich gewesen sein, indem es der durch Vitamin-
C-Mangel und Skorbut verursachten Schwachung
des Bindegewebes entgegenwirkte.

Um diese Hypothese zu testen, haben wir ein gene-
tisch verandertes (transgenes) Mausmodell entwi-
ckelt, das dem menschlichen Stoffwechsel in Bezug
auf zwei spezifische Erbmerkmale gleich ist: dem
Verlust der koérpereigenen Vitamin-C-Synthese und
der Produktion von menschlichem Lp(a). Von beson-
derem Interesse fur uns war die Frage, ob der Ver-
lust der Bindegewebsstruktur der BlutgeféaBe in der
Folge von Langzeit-Vitamin-C-Mangel dazu fuhrt,
dass es in den BlutgefaBwanden zu einer Ablage-
rung von Lp(a)-Molekilen und zur Entwicklung von
Atherosklerose kommt. Darlber hinaus untersuch-
ten wir, ob eine Nahrungsergdnzung mit gréBeren
Mengen Vitamin C diesen Krankheitsprozess verhin-
dern kann.

Material und Methoden
(siehe Anhang)
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Abbildung 1. Darstellung des Lipoprotein-Cholesterin-Profils unterschiedlicher, genetisch veranderter (transgener) Méuse. Serum
zuféllig ausgewahlter zuvor genetisch bestimmter mannlicher Mause, die kein Vitamin C produzieren konnten (Gulo-/Mutanten)
sowie weibliche Mause (Hintergrundstamm), transgene Mause, die lediglich die Lp(a)-Proteine (also Apo(a) und ApoB-100) enthielten
(,,single human transgen”), sowie Mause, die beide Genveranderungen hatten, also sowohl die Einstellung der Vitamin-C-Synthese
(Gulo-/-) als auch die Produktion der Lp(a)-Proteine (Apo(a) und ApoB-100), also Gulo-/-; Apo(a)+; ApoB-100+, fur Gulo-/-;
Lp(a)+. Die Lipoproteine im Mauseserum wurde elektrophoretisch getrennt und deren Cholesterinanteil, wie in ,,Material und Me-
thoden” beschrieben, visualisiert. Die Expression der Proteine Apo(a) bzw. humanes ApoB-100 wurde, wie in ,,Material und Me-
thoden” beschrieben, mit einem Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) visualisiert. Bei der Alphabande am unteren Ende
der Banden handelt es sich um HDL-Cholesterin (HDL-C). Die Betabande, die am weitesten oben zu sehen ist, ist LDL-Cholesterin
(LDL-C). Die intensive Pra-Betabande unterhalb von LDL in den Bahnen 15-17 ist Lp(a)-Cholesterin(Lp(a)-C). Bahnen: 1 und 2 -
mannliche Mause, Gulo-/-, 3 und 4 - weibliche M&use, Gulo-/-, 5 und 6 - mannliche Mause, Gulo-/-; Apo(a)+. 7 und 8 - weibliche
Mause, Gulo-/-; Apo(a)+. 9 und 10 - mannliche Mause, Gulo-/-, ApoB-100+. 11 und 12 - weibliche Mause, Gulo-/-, ApoB-100+.
13 und 14 - mannliche Mause, Gulo-/-, Apo(a)+; ApoB-100+. 15, 16, und 17 weibliche Mé&use, Gulo-/-; Apo(a)+; ApoB-100+.
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Ergebnisse

Ein transgenes Mausmodell zur Untersu-
chung von Atherosklerose bei Menschen

Die Autoren entwickelten durch schrittweise vorge-
nommene Kreuzungen, wie in ,,Material und Me-
thoden” beschrieben, einen neuen transgenen
Mausestamm, der im Korper der Mause menschli-
ches Lp(a) produziert. Gleichzeitig wurde die korper-
eigene Produktion von Vitamin C durch eine
genetische Deaktivierung des Enzyms fur L-Gulono-
lactonoxidase (Gulo-/-) gehemmt.

Beide humane Proteine, die das Lp(a)-Molekul auf-
bauen, Apo(a) und ApoB-100, wurden in den Seren
doppelt transgener Apo(a)+; ApoB-100+; Gulo-/-
Mause nachgewiesen. Die Prasenz kompletter Lp(a)-
Partikel, also mit Fett(Lipid)-Anteil, wurde, wie in
~Material und Methoden” beschrieben, im Serum
dieses Mausestamms mittels elektrophoretischer Li-
poprotein-Trennung und Cholesterin-Visualisierung
(Abbildung 1) nachgewiesen.

Transgene Mausemodelle, die menschliches Lp(a)
produzieren, waren bereits zuvor entwickelt wor-
den™ 16, jedoch wichen diese Tiermodelle vom
menschlichen Organismus ab, da sie — anders als wir
Menschen — kérpereigenes Vitamin C synthetisierten.

Vitamin C beeinflusst die
Blut(Plasma)-Konzentrationen von
Fetten (Lipiden) und Lipoproteinen

Die Autoren wahlten vier verschiedene Konzentra-
tionen fur die Vitamin-C-Zufuhr mittels Futter bzw.
Wasser entsprechend einer taglichen Vitamin-C-Auf-
nahme pro Maus von 0 mg, 0,15 mg, 0,3 mg und
2,75 mg (s. ,Material und Methoden™”).

Diese Vitamin-C-Dosierungsstufen wurden gewahlt,
um die Festigkeit des Bindegewebes, insbesondere
im GefaBsystem, zu variieren.

Wie aus Tabelle 1 ersichtlich ist, stand die Auf-
nahme von Vitamin C in direktem Zusammenhang
mit der Blutserum-Konzentration dieses Vitamins,
wobei keine geschlechtsabhangigen Unterschiede
auftraten.

Die Gulo-/-; Lp(a)+ Mause mit der hochsten Vitamin-
C-Zufuhr (2,75 mg/Tag) hatten mittlere Vitamin-C-
Blutkonzentrationen von mehr als 50 pM. Dieser
Wert liegt geschlechtsunabhéngig nahe an dem, der
fur freilebende Mause beschrieben wurde (ca. 63
uM). Nach sechs Wochen, in denen den Tieren kein
Vitamin C durch das Futter zugefuhrt wurde, fiel die
Vitamin-C-Blutkonzentration bei mannlichen Mau-
sen auf 3 uM ab. Allerdings wurden bei weiblichen

tierung.

schiedlicher Supplementierung von Vitamin C in der Nahrung

Gesamt-C = Gesamtcholesterin; LDL-C = Low-Density-Lipoprotein-Cholesterin; HDL-C = High-Density-Lipoprotein-Cholesterin; Lp(a)-
C = Lipoprotein(a)-Cholesterin; TG = Triglyceride; h-Apo(a) = humanes Apolipoprotein(a); h-ApoB = humanes-Apolipoprotein B;
NG = nicht gemessen. Lipide und Lipoprotein sind in mg/dl angegeben, Vitamin C (Ascorbinsdure) in pmol.

*Mittelwert fur n = 7-9 Mause, bei allen anderen Gruppen ein Mittelwert aus n = 10-12. Ergebnisse nach 6 Wochen Fitterung. Die
fettgedruckten Werte sind statistisch signifikante (p<0.05) Unterschiede im Vergleich zu Mausen mit hoher Vitamin-C-Supplemen-

Tabelle 1. Serumkonzentrationen von Vitamin C, Lipiden und Lipoproteinen bei Gulo-/- und Gulo-/-; Lp(a)+ Mausen bei unter-
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Mausen, die kein Vitamin C in der Nahrung
erhielten, unterschiedliche Vitamin-C-Blutkonzen-
trationen festgestellt. 3 Tiere wiesen 0 yM auf, und
der Mittelwert betrug 7,9 uM.

Normale freilebende (Wildtyp-)Mause mit kdrperei-
gener Vitamin-C-Synthese haben ein Lipoprotein-
profil, das sich umgekehrt zum menschlichen
Stoffwechsel verhalt. High-Density Lipoprotein
(HDL) ist das wichtigste Fett/Cholesterin-Transport-
molekll im Plasma von Wildtyp-Mausen, wohinge-
gen Low-Density Lipoprotein (LDL) und Very-Low-
Density Lipoprotein (VLDL) eine untergeordnete
Rolle spielen.

Im Gegensatz dazu haben Gulo-/-; Lp (a)+ Méause bei
einer Erndhrung ohne Vitamin C eine signifikant er-
hohte Gesamtcholesterin-Konzentration im Blut,
und LDL wird in dieser Situation zur gréBten Lipo-
protein-Untergruppe (Fraktion).

Das hier vorgestellte transgene Tiermodell Gulo-/-;
Lp(a)+ ermoglichte es, zum ersten Mal die Wirkung
einer Vitamin-C-Nahrungserganzung, insbesondere
auf Lp(a)-Blutkonzentrationen, zu untersuchen -
und zwar bei Tieren, die nicht in der Lage sind, Vita-
min C selbst herzustellen. Bei niedrig dosierter Nah-
rungserganzung von Vitamin C wurde eine
eindeutige (signifikante) Zunahme der Lp(a)-Kon-
zentration im Blut nachgewiesen.

Wurde allerdings Uber 6 Wochen Uberhaupt kein
Vitamin C zugefluhrt - Bedingungen, die dem Skor-
but beim Menschen entsprechen —, nahm die Kon-
zentration von Lp(a) im Blut signifikant ab. Dies ist
am ehesten durch einen Zusammenbruch der ge-
samten EiweiBproduktion (vor allem in der Leber)
unter diesen extremen Stoffwechselbedingungen
zu erklaren.

Ferner wurden bei gleicher Vitamin-C-Aufnahme
und vergleichbarem Alter signifikante geschlechts-
spezifische Unterschiede der Lp(a)-Konzentration im
Blut nachgewiesen: Weibliche Méause hatten signifi-
kant hohere Lp(a)-Werte als mannliche Tiere (Abbil-
dung 2).

Da das Lipoprotein LDL (und sein Struktureiwei3
ApoB) auch im Mause-Stoffwechsel eine Rolle
spielt, wurde in der vorliegenden Studie bei trans-
genen Gulo-/-; Lp(a)+ Mausen zwischen der ur-
sprunglichen Blutkonzentration von Maus-ApoB
und menschlichem ApoB-100 unterschieden. Der
weitaus groBte Teil des im Blut dieser transgenen
Mause zirkulierenden ApoB ist menschliches ApoB-
100, von dem ein bedeutender Anteil in der Lp(a)-
Fraktion nachgewiesen wurde. Wie auch bei der
Blutkonzentration von Lp(a) hing die Blutkonzen-
tration von menschlichem ApoB-100 in diesem Tier-
modell von der Hohe des Vitamin-C-Gehalts der
Nahrung ab (Abbildung 3).

Blutkonzentration von Lp(a) mg/dL

Vitamin C (Ascorbinsdaure) als Nahrungserganzung (in mg/Tag)

Abbildung 2. Blutkonzentration von Lp(a) bei Gulo-/-; Lp(a)+ Mausen in Abhangigkeit unterschiedlicher Mengen von Vitamin
C in der Nahrung. Die Blutkonzentrationen von Vitamin C und Lp(a)-Cholesterin bei mannlichen und weiblichen Gulo-/-; Lp(a)+
Méusen wurde bestimmt wie in ,Material und Methoden” beschrieben. Die Werte fir mannliche und weibliche M&use wurden an-
hand der durchschnittlichen Blut-Lp(a)-Bestimmung ermittelt. Da die Tiere mit null Vitamin C als Nahrungserganzung bereits friih
starben, wurde die Blutwertbestimmung dieser Gruppe nach 6 Wochen vorgenommen. Die Werte der drei anderen Vitamin-C-Do-
sierungs-Gruppen wurden nach 12 Wochen ermittelt. Die Kurve der Lp(a)-Konzentration ist — in Abhangigkeit von der Vitamin-C-
Zufuhr — sowohl bei mannlichen (unterbrochene Linie) als auch bei weiblichen Mausen (durchgezogene Linie) U-férmig (parabolisch).
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Vitamin-C-Mangel verursacht Ablagerung
von Lp(a) in den GefaBwénden

Vitamin C ist essentiell fur die Hydroxylierung von
Lysin und Prolin, die eine notwendige Bedingung fur
die optimale Vernetzung von Kollagen und Elastin
und damit fur den Erhalt der Stabilitat der GefaB-
wande ist'”. Das Gulo-/-; Lp(a)+ Modell erméglicht
die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen
Vitamin-C-Mangel und der Entwicklung der Athero-
sklerose (Atherogenese), zu deren typischen Kenn-
zeichen die Ablagerung von Lp(a) in den
GefaBwanden gehort.

Wie auch beim Skorbut des Menschen fihrt in diesem
Mausmodell eine Erndhrung ohne jegliches Vitamin
C zu einem erheblichen Verlust der Stabilitat des Bin-
degewebes der BlutgefaBwande. Das Einrei3en der
Endothelschicht, eine Schadigung der darunterlie-
genden Barriere (Basalmembran) und die strukturelle
Auflésung der Bindegewebsmolekule verlaufen pa-
rallel mit der Entwicklung von Skorbut™®.

In unseren Untersuchungen konnten wir feststellen,
dass das friihe Auftreten von Atherosklerose beglei-
tet war von der Lp(a)-Ablagerung in den innersten
Schichten (Intima) sowie in tieferen Schichten der
BlutgefaBwande. Bei altersgleichen Mausen mit
hoher Vitamin-C-Dosierung trat keine Atheroskle-
rose auf. Ebenso konnte in diesem Fall in den GefaR-
wanden fast kein Lp(a) nachgewiesen werden.

Die mikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 4-1
zeigen histologische Serienschnitte der Aortenwur-

zel (unmittelbar am Herzen angrenzender Bereich
der Hauptschlagader). Dabei handelte es sich um
Mause, denen kein Vitamin C (Abbildung 4-1A, 4-
1C, 4-1E, 4-1G) bzw. ausreichende Mengen dieses
Vitamins zugefuhrt wurde (Abbildung 4-1B, 4-1D,
4-1F, 4-1H).

In der Arterienwand von Tieren, die unter Vitamin-
C-Mangelversorgung litten, ging die Zerstérung der
Elastin-Molekule in der BlutgefaBwand mit der Ab-
lagerung von Lp(a)-Molekulen einher. Dies konnte
Anhand von Gewebeschnitten mit Hilfe spezifischer
Antikoérper (immunhistochemisch) nachgewiesen
werden, wobei eine gleichzeitige Ablagerung (Co-
Lokalisierung) von Apo(a) (Abbildung 4-1C) und
ApoB-100 (Abbildung 4-1E) sowie von Fibrinogen
(Abbildung 4-1G) festgestellt wurde.

Die Neigung zum Anhaften (Affinitat) von Apo(a)
an verschiedene Bindegewebsmolekile wurde be-
reits durch andere Forschergruppen in kinstlichen
Zellsystemen (in vitro) gezeigt. Im lebenden Orga-
nismus von Tieren (in vivo) waren jedoch derartige
Untersuchungen bisher nicht durchgefthrt worden.

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen
werden, dass sich bei Vitamin-C-Mangel die Lp(a)-
Molekule in den strukturell geschadigten Bereichen
der GefaBwande anhaufen. Die parallele Ablage-
rung (Co-Lokalisierung) von Apo(a) und Fibrinogen
(Abbildung 4-1G) in der Arterienwand von Vitamin-
C-verarmten Mausen unterstreicht die Bedeutung
von Lp(a) als Faktor, der die Auflésung von Fibrin-
Molekulen (Fibrinolyse) hemmt. Mit dieser Eigen-

Weibliche
Mause

Mannliche
Maéuse

Tagliche Vitamin-C-Futterung

Abbildung 3. Die Blutkonzentration von ApoB (Maus) und ApoB-100 (Mensch) in transgenen mannlichen und weiblichen
Gulo-/-; Lp(a)+ Mausen. Natives Maus-ApoB- und transgenes menschliches ApoB-100-Protein wurden separat im Blut eines neuen
transgenen Stammes von Gulo-/-; Lp(a)+ Mausen gemessen; der groBte Teil des ApoB war menschliches ApoB-100, und ein groBBer
Teil davon wurde in der Lp(a)-Fraktion gefunden. In diesem Tiermodell anderte sich die Blutkonzentration des menschlichen ApoB-
100 in Abhdngigkeit von der Vitamin-C-Nahrungsaufnahme — dhnlich wie bei der Blutkonzentration von Lp(a).

Maus ApoB

Humanes ApoB

mg/dL
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schaft, die durch die Strukturahnlichkeit (Homologie)
von Apo(a) mit dem Fibrinolyse-Molektl Plasmino-
gen bedingt ist, wirken die Lp(a)-Molekule einem
drohenden, skorbutbedingten Blutverlust entgegen.

Diese Ergebnisse belegen auch, dass bereits nach
einer 12-woéchigen Vitamin-C-Unterversorgung
(Hypoascorbamie) umfassende atherosklerotische
Ablagerungen entstehen kénnen. Und wie beim
Menschen entstehen diese atherosklerotischen
Plaques vorzugsweise in Bereichen der GeféaBwand,
die hohem Blutdruck (hamodynamischem Druck)
und starken Scherkraften (Turbulenzen an Abzwei-
gungsstellen) ausgesetzt sind, d.h. insbesondere in
der herznahen (proximalen) Aorta und deren Asten
(Abbildung 4-2A, 4-2B).

Lp(a)-Ablagerungen in den GefédBwénden
in Abhéngigkeit von Vitamin-C-Zufuhr

Aus Untersuchungen bei Menschen mit Herz-Kreis-
lauf-Erkrankungen ist bekannt, dass je gréBer die
atherosklerotischen Ablagerungen sind, umso
mehr Lp(a) in den GefaBwanden deponiert ist?.
Allerdings waren in diesen fritheren Untersuchun-
gen keine Vitamin-C-Konzentrationen gemessen
worden.

In der vorliegenden Untersuchung mittels Gulo-/-;
Lp(a)+ Mausen konnte erstmals gezeigt werden,
dass es bei Vitamin-C-Mangel in der Nahrung zu
ausgepragten atherosklerotischen Plaques mit um-
fangreichen Ablagerungen von Lp(a) in den GefaB-

Abbildung 4. Ein Mangel an Vitamin Cin der Nahrung fihrt zur Strukturschwache der Arterienwand und for-
dert die Ablagerung von Lp(a) in den GefaBwanden.

Abbildung 4-1. Immungefarbte Schnitte der Aortenwurzel weiblicher Gulo-/-; Lp(a)+ Mause nach 6 Wochen
ohne Zufuhr von Vitamin C (A, C, E, G) bzw. bei Vitamin-C-Supplementierung mit 2,75 mg pro Tag (B, D, F, H).
A und B: Elastica-Van-Gieson-Farbung; C und D: Immunfarbung auf humanem Apo(a); E und F: Immunféarbung
fur menschliches ApoB-100; G und H: Immunfarbung auf Fibrinogen. MaBstabsbalken = 10 uym.

Abbildung 4-2. Elastica-Van-Gieson-Farbung atherosklerotischer Plaques in den Verzweigungen der schlag-
adernahen A. subclavia sinistra in niedriger und hoher VergréBerung (Abbildungen 4-2A und B). Die Aufnah-
men wurden von der Arterie einer 10 Monate alten weiblichen Gulo-/-; Lp(a)+ Maus nach 12 Wochen mit
niedriger Vitamin-C-Zufuhr (0,15 mg/dl) gemacht. Abbildung 4-2A: MaBstabsbalken = 200 pm. 4-2 B: MaBstabs-
balken =50 pm.

Vitamin-C-Mangel verursacht Atherosklerose durch die Ablagerung
von Lipoprotein(a) in der GefaBwand von transgenen Mausen
John Cha, Aleksandra Niedzwiecki und Matthias Rath, Dr. Rath Research Institute, Santa Clara, CA, USA



wanden kommt. Umgekehrt verhindert eine opti-
male Vitamin-C-Versorgung die Plaquebildung und
Lp(a)-Ablagerung weitestgehend (Abbildung 5).

Die Lp(a)-Ablagerungen wurden anhand einer Ein-
stufungs-Skala (Score) von 0 (keine Ablagerungen)
bis zum Maximalwert von 3 bewertet. Bei vélligem
Fehlen von Vitamin Cin der Nahrung (0 mg/dl) bzw.
suboptimaler (0,15 mg/dl) Vitamin-C-Zufuhr in der
Nahrung bildeten sich bei beiden Geschlechtern
deutliche Ablagerungen von Lp(a) in den GefaB3-
wanden.

Im Gegensatz dazu fuhrte in dieser Untersuchung
die maximale Nahrungsergdnzung mit Vitamin C
(2,75 mg/dl) zu einer deutlichen Abnahme der Lp(a)-
Ablagerungen in den GefaBwanden der entspre-
chenden Mause. Bei weiblichen Gulo-/-; Lp(a)+
Mausen konnten noch Spuren von Lp(a) in den Ge-
faBwanden nachgewiesen werden (Score <1). Bei
mannlichen Mausen mit hoher Vitamin-C-Versor-
gung wurde die Ablagerung von Lp(a) in den Gefaf3-
wanden vollstandig verhindert (Score = 0).

Diskussion

Wahrend bei den meisten Tieren die Atherosklerose
nur in Ausnahmefallen auftritt, stellt sie bei uns
Menschen (Homo sapiens) die Todesursache Num-
mer eins dar. Zwei genetisch festgelegte Merkmale
des menschlichen Stoffwechsels, die mit der Entste-

hung von Herz-Kreislauf-Krankheiten in Verbin-
dung gebracht wurden, sind 1. Vitamin-C-Mangel
aufgrund des Verlusts der Fahigkeit, Vitamin C
selbst synthetisieren zu kénnen und 2. das Auftre-
ten von Lp(a). Da diese beiden genetischen Ereig-
nisse in etwa zur selben Zeit — vor etwa 40 Millionen
Jahren - auftraten, liegt ein Zusammenhang zwi-
schen ihnen nahe. Lipoprotein(a) wirde demnach
als wichtiges Reparaturmolektl den moglicherweise
tédlichen Auswirkungen eines vollstandigen Vita-
min-C-Mangels - vor allem das Verbluten bei Skor-
but - entgegenwirken.

Bisher stand der Wissenschaft kein geeignetes Tier-
modell zur Verfiigung, um einen Zusammenhang
zwischen Vitamin-C-Mangel und Lp(a) im lebenden
System (in vivo) zu untersuchen. Anhand der bislang
zur Verfugung stehenden Tiermodelle konnten
diese beiden Stoffwechsel-Merkmale nur getrennt
untersucht werden.

In friheren Experimenten war bereits gezeigt wor-
den, dass bei genetisch verdnderten Mausen, deren
Vitamin-C-Synthese unterbunden wurde (Gulo-/-)
— ohne dass sie jedoch Lp(a) produzierten —, eine
Vitamin-C-Mangelerndhrung zu einer Struktur-
schwache der GefaBwande und zu einer Erhéhung
der Cholesterinspiegel im Blut fuhrte™®.

Andere Experimente hatten gezeigt, dass genetisch
veranderte (transgene) Mause, die humanes Lp(a)
herstellen konnten, ein Futter mit hohem Fettanteil

2,0

1,0

Ablagerung von Lp(a) (Durchschnitt)

0 mg 0,15 mg

Weibliche Mause

Mannliche Mause

Téagliche Vitamin-C-

2,75 mg Supplementierung

Abbildung 5. Die Menge an Lp(a), die sich in den GefaBwanden ablagert, nimmt mit zunehmender Zufuhr
von Vitamin C in der Nahrung ab. Die quantitative Auswertung der immunhistologischen Farbungen fur
Apo(a) und ApoB-100 in den GefaBwanden ist als ein Score-Wert dargestellt, der berechnet wurde, indem
die Flache der Immunfarbung mit deren Intensitat multipliziert wurde. Es wurden der proximale, der auf-
steigende, der absteigende und der Thoraxteil der Aorta einschlieBlich abzweigender GefaBe untersucht.
Es wurden nur Bereiche ausgewertet, in denen Apo(a) und ApoB-100 gemeinsam auftraten und dort ein-
deutige Ablagerungen bildeten. Score-Werte: ,0” = keine Ablagerungen, , 1" = kaum Ablagerungen, ,2"
= mittelstarke Ablagerungen, , 3" = starke Ablagerungen.
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bendtigten, um eine Atherosklerose auszul6sen.
Dies lag sehr wahrscheinlich daran, dass die koérper-
eigene Synthese von Vitamin C eine Schadigung der
GefaBwande durch das Lp(a) Molekul verhinderte,
die eine Vorbedingung fur Atherosklerose ist'>.

Das neu entwickelte und hier untersuchte Gulo-/-;
Lp(a)+ Maus-Modell hingegen gestattete zum ersten
Mal eine Untersuchung der Interaktion dieser bei-
den Stoffwechselmerkmale - Vitamin-C-Mangel bei
gleichzeitiger Lp(a)-Produktion —im Hinblick auf die
Entstehung der Atherosklerose.

Es zeigte sich, dass bei Gulo-/-; Lp(a)+ Mausen eine
unzureichende Nahrungszufuhr von Vitamin C zu
einem Anstieg der Blutkonzentrationen von Ge-
samtcholesterin, LDL-Cholesterin und Lp(a) fuhrte.
Der Anstieg der Lp(a)-Konzentration im Serum war
unter diesen Vitamin-C-Mangelbedingungen ein-
deutig, d.h. er erreichte ein hohe statistische Signi-
fikanz.

Dagegen war eine Erndhrung komplett ohne Vita-
min C mit einer Senkung der Blutkonzentration die-
ses Lipoproteins verbunden, was durch den
Zusammenbruch der gesamten Stoffwechselleistung
bei ausgepragtem Skorbut zu erklaren ist.

Unter Vitamin-C-Unterversorgung nimmt der Anteil
der Lp(a)-Molektle am Gesamtprofil der Lipopro-
teine deutlich zu. Dagegen fallt unter den Bedin-
gungen des vollstandigen Fehlens von Vitamin Cin
der Nahrung der Anteil der Lp(a)-Molekule ab, und
der LDL-Anteil wird zum Hauptanteil des Lipopro-
tein-Profils. Dieses Ergebnis spricht fur eine Art
+Notfall-Rolle” des Lp(a) — solange kein ausgeprag-
ter Skorbut vorliegt.

In den vorliegenden Untersuchungen wurde ein
deutlicher Unterschied zwischen den Geschlechtern
bezuglich der Blutkonzentration von Lp(a) beobach-
tet. Weibliche Mause wiesen bei vergleichbarem
Alter und vergleichbarer Vitamin-C-Zufuhr grund-
satzlich viel hohere Lp(a)-Konzentrationen auf als
die mannlichen Tiere. Das Gulo-/-; Lp(a)+ Modell
macht es nunmehr méglich, im Detail den Grund
dieses geschlechtsspezifischen Unterschiedes zu un-
tersuchen, wobei neue Erkenntnisse zur Rolle des
Lp(a) gefunden werden durften.

Diese Untersuchungen mit einem Tiermodell, das
den menschlichen Stoffwechsel im Hinblick auf zwei
Schlitsselfaktoren kopiert, konnen neue Erkennt-
nisse Uber den Zusammenhang von Risikofaktoren
im Blut und der Entstehung von Atherosklerose
beim Menschen erzielen.

Die hier gewonnen Ergebnisse legen nahe, dass erh6hte
Blutkonzentrationen von Lp(a) nicht unbedingt eine pri-
maére Ursache kardiovaskularer Erkrankungen sein mus-
sen, sondern — im Gegenteil - bereits eine Folge der
Zerstérung des Bindegewebes der Arterienwand im Ver-
lauf der entstehenden Atherosklerose-Erkrankung sind.

Besonders interessant war die Frage, ob im Verlauf
einer Vitamin-C-Mangelerndhrung Lp(a)-MolekUle
in den GefaBwanden abgelagert werden. Die gewe-
bebezogenen (morphologischen) Veranderungen
der GefaBwande bei Vitamin-C-Mangel (Hypoascor-
bamie) und Skorbut sind charakterisiert durch den
Abbau der Bindegewebsmolekulle und den Verlust
der Barrierefunktion der Endothelzellschicht. GroBe
Lacken zwischen den Endothelzellen ermdglichen
das Eindringen von Reparaturfaktoren (Makromole-
kilen) in die BlutgefaBwand, die normalerweise
—von einer intakten Endothelzellschicht — daran ge-
hindert wirden.

Die vorliegenden Daten zeigen eine erhdhte Abla-
gerung von Lp(a) in den GefaBwanden von Mausen
bei Hypoascorbamie und Skorbut. Dagegen sind
Lp(a)-MolekUle bei Tieren mit Vitamin-C-reicher Er-
ndhrung nur in Spuren und nur bei weiblichen Tie-
ren nachzuweisen — ohne dass es zur Bildung von
atherosklerotischen Plaques kommt.

Besonders hervorzuheben ist, dass sich die in dieser
Studie festgestellten Ablagerungen ohne jegliche
Fettanreicherung der Nahrung bildeten, wie es bei
anderen Tiermodellen erforderlich ist, um Athero-
sklerose Uberhaupt auslésen zu kénnen.

Diese Daten lassen darauf schlieBen, dass die struk-
turelle Schadigung der GefaBwande bei Vitamin-C-
Unterversorgung und Skorbut an sich schon
ausreicht, um eine Ablagerung von Lp(a) und die
Entstehung von Atherosklerose zu bewirken.

Bemerkenswerterweise wird Lp(a) in GefaBwanden
von Tieren mit vollstandigem Fehlen von Nahrungs-
Vitamin-C (Skorbut) abgelagert, obwohl deren
Lp(a)-Blutkonzentration unter dieser extremen
Stoffwechsellage stark abnahm. Es liegt daher nahe,
dass Lp(a) vorwiegend in Bereichen der Arterien-
wand abgelagert wird, die einen besonderen (Repa-
ratur-)Bedarf haben, wie er beispielsweise durch
drohendes Verbluten bei Skorbut gegeben ist.

Die Untersuchungsergebnisse lassen darauf schlie-
Ben, dass Lp(a) die Funktion eines mobilen Repara-
turmolektls hat, das sich in Bereichen der
GefaBwand ablagert, in denen sich im Rahmen einer
Vitamin-C-Unterversorgung ein erhdhter Reparatur-
bedarf zeigt. Diese Beobachtung kénnte auch die
erhéhte Bindungsfahigkeit des Apo(a)-Molekuls an
Bestandteile der Arterienwand erklaren. Dadurch
wirde einer durch Vitamin-C-Mangel verursachten
fortschreitenden Strukturschwéache des Bindegewe-
bes entgegengewirkt.

Hervorzuheben ist auch, dass sich die Lp(a)-Molekule
in den GefaBwanden der untersuchten Tiere mit Hy-
poascorbamie und Skorbut fast ausschlieBlich im
Bindegewebe — also auBerhalb von Zellen (extrazel-
lulér) — ablagerten. Intakte Lp(a)-Molekile — mit
vollstdndigem Fett- und Proteinanteil — spielen
daher eine potentielle Rolle innerhalb der strukturell

Vitamin-C-Mangel verursacht Atherosklerose durch die Ablagerung
von Lipoprotein(a) in der GefaBwand von transgenen Mausen
John Cha, Aleksandra Niedzwiecki und Matthias Rath, Dr. Rath Research Institute, Santa Clara, CA, USA



geschadigten GefaBwande. Diese Ergebnisse besta-
tigen ahnliche Befunde bei Atherosklerose beim
Menschen? 20,

Uberdies bietet die einzigartige Struktur des Apo(a)-
Molekdils mit seiner Homologie zu Plasminogen
einen Vorteil, indem es der Auflésung von Blutge-
rinnseln (Fibrinolyse) und massivem (hdmorrhagi-
schem) Blutverlust entgegenwirkt, was bei
drohendem Skorbut eine lebensrettende Eigen-
schaft sein kann.

Durch Andocken an die Bindungsstellen, die sonst
von dem gerinnungsauflésenden Eiwei3 Plasmin
eingenommen werden, verhindert Apo(a) den Plas-
minabbau von Fibrin und wirkt einem drohenden
Blutverlust entgegen’. Die in dieser Studie beobach-
tete gemeinsame Ablagerung (Co-Lokalisierung)
von Lp(a) und Fibrinogen innerhalb der geschadig-
ten GefaBwande bestétigt diese potentielle Rolle.
AuBerdem liefert das Lp(a)-Molekul durch seinen
LDL-Anteil wichtige Fettmolekule fur die Reparatur
und Neubildung von Zellen - eine ebenfalls wichtige
Funktion zur Reparatur einer geschwachten Arte-
rienwand.

Das hier vorgestellte neue Gulo-/-; Lp(a)+ Mausmodell
bietet die Moglichkeit, die Atherosklerose-Entste-
hung beim Menschen zu untersuchen, da es beson-
dere Stoffwechsel-Merkmale imitiert, die nur beim
Menschen vorkommen. Das zurzeit vorherrschende
Modell zur Entstehung der Atherosklerose postuliert
einen hohen Blutfettspiegel (Hyperlipidamie)?' und
andere allgemeine (systemische) Risikofaktoren?? 23
als Voraussetzung fur eine Atherosklerose. Logisch
gesehen wirden diese Modelle allerdings zu einer
(generalisierten) Form der Atherosklerose fuhren, die
alle Organe sowie die GliedmaBen betrifft und daher
zwangslaufig zur sogenannten ,peripheren GefaB-
krankheit” fihren muss.

Mit dem neuen Mausmodell ist es moglich zu unter-
suchen, warum die Herz-Kreislauf-Erkrankung beim
Menschen vorwiegend lokal auftritt und zwar an
Orten mit erhéhtem mechnischen Stress (hamody-
namische Belastung).

DarlUber hinaus kann anhand dieses Tiermodells
auch die Frage untersucht werden, wie es bei Men-
schen mit normalen Blutfettspiegeln (normolipami-
schen Patienten) zu Herz-Kreislauf-Krankheiten
kommen kann.

Von besonderem Interesse ist die Tatsache, dass die
vorliegende Studie wichtige Ereignisse in der Ent-
wicklungsgeschichte (Evolution) des Menschen simu-
liert. Nach dem Verlust der Fahigkeit, Vitamin C
selbst zu synthetisieren, war das Uberleben unserer
Vorfahren - ja der gesamten menschlichen Spezies -
immer wieder durch Skorbut-Epidemien bedroht.
Daher hatten diejenigen unter unseren Vorfahren
einen Vorteil, die das Reparatur-Molekul Lp(a) in
ihren Genen trugen und daher in ihrem Kérper
selbst produzieren konnten. Mit Hilfe dieses Repa-
raturmolektls konnten sie wirksam einem massiven

Blutverlust durch skorbutgeschadigte BlutgefaB-
wande entgegenwirken. Dagegen verbluteten ihre
Artgenossen, die diesen Reparaturfaktor nicht in
sich trugen, schon im Kindesalter.

Dieses neue Mausmodell sowie die Ergebnisse der
vorliegenden Untersuchung ermutigen zur weiteren
Erforschung der Rolle von Vitamin C und anderen
Erndhrungsfaktoren bei der Vorbeugung der Herz-
Kreislauf-Erkrankung.
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Anhang
Material und Methoden

Haltung der Méuse

Alle Tiere wurden unter pathogenfreien Bedingun-
gen bei einem Tageszyklus von jeweils 12 h Licht /
12 h Dunkelheit in Mikroisolatorkafigen gehalten.
Alle Prozeduren wurden unter Einhaltung der erfor-
derlichen Sorgfalt bei der Haltung von Labortieren
durchgefuhrt; dabei wurde ein Protokoll befolgt,
das von einem institutionsinternen Komitee zur
Uberprufung der Tiersicherheit genehmigt war. Bei
Gulo-/- Mausen, die nicht in der Lage waren, Ascor-
binsaure (Vitamin C) selbst zu synthetisieren, wurde
diese dem Futter beigefugt. Sofern nicht anders an-
gegeben, wurde Vitamin C in doppelt destilliertem
Trinkwasser zur Verfliigung gestellt, das 150 mg/| As-
corbinsaure (Sigma) und 0,01 mM EDTA (Sigma)
sowie 10 g/l Saccharose enthielt. Das Wasser wurde
zweimal wochentlich gewechselt. Zusatzlich wurde
Vitamin C in Futter verabreicht, das mit 500 ppm
I-Ascorbylpolyphosphat angereichert war; es wurde
von Test Diet® gemahlen und war erhaltlich unter
dem Namen Modified Custom Lab Diet #5A38. Wah-
rend der Studie fraBen die Mause pro Tag durch-
schnittlich 4 g Futter und tranken in diesem
Zeitraum 5 ml Wasser.

Erzeugung der human Lp(a)+; Gulo-/- Mé&use

Als Ausgangsstamme fur die Kreuzung zur Erzeu-
gung von BALB/cBy-Gulo-/-Méausen dienten: der
Stamm BALB/ cBy-Gulosfx/J, eine Spontanmutation,
mapped auf den Gulonolactonoxidase-Locus, ein
Gen, das fur die Vitamin-C-Synthese benétigt wird.
Maéause vom Stamm Gulo-/- wurden erzeugt aus he-
terozygoten Gulo+/- Eltern (The Jackson Laboratory,
Sacramento, CA, USA). Human Apo(a) Mause wur-
den bezogen von den Mutant Mouse Regional Re-
source Centers (MMRRC) (Columbia, MO, USA), die
von den NIH unterstitzt werden. Human Apo B-100
Mause wurden von Taconic Farms, Inc. (Hudson, NY,
USA) im Rahmen eines Universitats-Forschungsver-
trages bezogen.

Kreuzung zur Erzeugung von Gulo-/-; Lp(a)+Mau-
sen: Human Apo(a) und Human ApoB-100 Mause
mit dem Wildtyp des Gulo-Locus wurden separat zur
Erzeugung von Gulo-/-; Mausen verwendet, um zwei
experimentelle parentale Mausstémme zu erzeugen,
Gulo-/-; human Apo(a)+ und Gulo-/- human ApoB-
100+. AnschlieBend wurden die neu erzeugten pa-
rentalen Mause der beiden Stamme gekreuzt, um
den neuen Mausstamm zu erzeugen: Gulo-/-; human
Apo(a)+; human ApoB-100+, der als ,,Gulo-/-; Lp(a)+”
Stamm bezeichnet wird.

Genotypisierung

Die Genotypisierung auf den Gulo-Locus und dessen
Homozygotie sowie auf das Vorliegen von huma-
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nem ApoB-100 und humanem Apo(a) wurde mittels
PCR mit Tagman FAM Probe Real Time-PCR bei
Transnetyx (Cordova, TN, USA) anhand von DNA, die
mittels Standardtechniken aus Schwanzspitzenge-
webeproben isoliert worden war, vorgenommen.

Transgenexpression auf der Proteinebene

ApoB-100-Protein in Mauseserum wurde mit dem
AssayMax Human Apolipoprotein Enzymimmunoas-
say (Assaypro, St. Charles, MO, USA) bestimmt, der
spezifisch fir humanes ApoB-100 ist und keine
Kreuzreaktionen mit Maus-ApoB oder anderen Apo-
lipoproteinen (Apo Al, Apo C, Apo E) eingeht. Pro-
tein Apo(a) in Mauseserum wurde mit dem Lp(a)
Enzymimmunoassay (IBL International GmbH, Ham-
burg, Deutschland) bestimmt, der spezifisch fur hu-
manes Apo(a) ist und keine Kreuzreaktionen mit
Plasminogen oder LDL eingeht. Damit kénnen alle
bekannten Isoformen von Apo(a) nachgewiesen
werden. Protein Apo(a) in Serum wurde nachgewie-
sen in Gulo-/- Mausen, die das Apo(a) Gen enthielten
und solchen, die Apo(a)-und humanes ApoB-100-
Gen enthielten, nicht aber in Gulo-/- Mausen ohne
das Transgen und ebenfalls nicht in Gulo-/- Mausen
mit ausschlieBlich humanem ApoB-100. Diese Ergeb-
nisse bestatigen die Expression und Translation des
humanen Transgens Apo(a) zum Serumprotein
Apo(a).

Das Protein Apo(a) wurde im Serum mannlicher und
weiblicher Mause vor der Pubertdt nachgewiesen.
Bei mannlichen Méausen ist nach der Pubertat die Ex-
pression des Proteins Apo(a) deutlich, mitunter
sogar vollstandig unterdrickt, méglicherweise auf-
grund der gestiegenen Testosteron-Konzentration.
Es wurde bereits zuvor gezeigt, dass die Expression
von Apo(a) bei mannlichen Mausen wiederherge-
stellt werden kann durch Kastration, kontinuierliche
Infusion des Wachstumshormons Uber eine osmoti-
sche Pumpe oder durch biochemische Modulation
durch chemische, biologische oder in der Nahrung
enthaltene Induktoren?.

Lp(a)-Partikel sind zusammengesetzt aus humanem
Protein Apo(a), das Uber Disulfidbindungen an hu-
manes ApoB-100 (LDL) gebunden ist. Das Vorhanden-
sein von Lp(a)-Partikeln im Serum transgener Gulo-/-;
Lp(a)+ Mause wurde elektrophoretisch mittels der
Methode von Helena (Beaumont, TX, USA), SPIFE
Cholesterin Profiling, nachgewiesen®. Bei Anwen-
dung dieser Methode befindet sich die Lp(a)-Choles-
terin-Bande in einer spezifischen Migrationsweite
zwischen den Banden von LDL-Cholesterin und HDL-
Cholesterin. Es kann im Serum von Gulo-/- Mausen,
die Lp(a)-Gene enthalten, nachgewiesen werden,
nicht aber im Serum von Méausen des Genotyps Gulo-
/-, Apo(a)+; Gulo-/-, oder ApoB-100+; Gulo-/-, dies
bestatigt, dass sowohl humanes ApoB-100 als gleich-
zeitig Apo(a) dazu nétig sind, dass Uber Disulfid-
gruppen gebundenes Lp(a) im Serum vorliegt.
Humanes Apo(a) allein kann kein Lp(a) produzieren
und bindet nicht an Maus-LDL. Weiterhin fuhrten

die Autoren Immunfixierungsgelelektrophoresen
(IFE) mit humanspezifischem anti-Apo(a)- und anti-
ApoB-100-Antikérpern im Health Diagnostic Labo-
ratory, Inc. (Richmond, VA, USA) durch. Weitere
Ergebnisse zu den Partikeln zusammen mit der Lipo-
protein-Cholesterin-Belastung bestatigten umfas-
send das Vorliegen von Protein Apo(a), humanem
ApoB-100-Protein und disulfid-gebundenem Lp(a) in
diesen Mauseseren.

Futterung mit Vitamin C (Ascorbinsédure)

Uber einen Zeitraum von 12 Wochen erhielten in
etwa gleich alte Mause Trinkwasser mit zusatzlich 30
mg/l bzw. 60 mg/l Vitamin Cund 0,01 mM EDTA sowie
10 g Saccharose/l, aber kein weiteres Vitamin C im
Futter, zur Zufihrung von etwa 0,15 mg bzw. 0,30
mg Vitamin C pro Tag. Andere in etwa gleich alte
Mause erhielten 6 Wochen lang normales destillier-
tes Wasser und unsupplementiertes Futter, sodass
diesen Mausen kein Vitamin C zugefuhrt wurde.
Mause, die nicht in der Lage sind, Vitamin C selbst
zu synthetisieren, sterben innerhalb von 8 Wochen
ohne Vitamin-C-Zufuhr. Eine vollstandige Nahrungs-
ergédnzung mit 2,75 mg Vitamin C pro Tag wurde
wie oben beschrieben durchgefuhrt. Zum Endpunkt
der Studie waren die Tiere durchschnittlich 40 Wo-
chen alt.

Vitamin-C-Bestimmung

Die Serumkonzentration von Vitamin C wurde mit
dem Ferric Reducing Ascorbate Assay (FRASC) Kit
(Biovision, Milpitas, CA, USA) in Serum aus Plasma
bestimmt. Das entsprechende Blut wurde durch
Herzpunktion gewonnen, um arterielles Blut zu er-
halten.

Cholesterinbestimmung

Die Gesamtserumcholesterinkonzentration (mg/dl)
wurde bei einzelnen Tieren mit dem Cholesterol/
Cholesteryl Ester Quantitation Colorimetric Kit Il
(Biovision, Milipitas, CA, USA) bestimmt. Die quan-
titative Bestimmung der Lipoprotein-Cholesterin-
Fraktion (mg/dl) wurde vorgenommen, indem die
relativen Fraktionswerte aus den Lipoprotein-Cho-
lesterin-Profilen auf die Gesamtcholesterinkonzen-
tration bezogen wurden.

Triglyceridbestimmung

Die Triglyceride im Serum wurden mit dem Triglyce-
ride Quantitation Colorimetric/Fluorimetric Kit
(Biovision, Milipitas, CA, USA) bestimmt. Triglycerid-
Ladung wurde als nicht identisch mit VLDL-Choles-
terin-Ladung bzw. VLDL-Masse bzw. Teilchenzahl
gewertet.

Bestimmung von ApoB in Mausen

Die Konzentration von ApoB in Mauseserum wurde
mit dem mausspezifischen (Mus musculus) ELISA Kit
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for Apolipoprotein B (APOB) (Cloud-Clone Corp.,
Houston, TX, USA) bestimmt. Der Verdlinnungsfak-
tor wurde korrigiert.

Histologische Untersuchungen

Die Arterien von Mausen wurden nach Entfernung
des Plasmas unter einem Seziermikroskop in eiskal-
tem PBS-Puffer geerntet und zurechtgeschnitten. A.
brachiocephalia, linke Karotide, A. subclavia sinistra,
rechte Karotide und A. subclavia dextra wurden alle
gemeinsam an einem Sttick mit der Thoraxarterie am
Bogen entnommen und in 10 % neutralgepuffertem
Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Es wur-
den Frontalschnitte des gesamten Baums durchge-
fuhrt, wobei alle Teile in einer Ebene zu liegen
kamen. Es wurden Farbungen mit Hdmatoxylin und
Eosin und Elastica-Van-Gieson durchgefihrt (IDEXX,
Sacramento, CA, USA). Spezielle Beachtung wurde
Proben gewidmet, bei denen eine Abtragung des
Endothels, eine Hyperplasie der Intima, subendothe-
liale Verdickungen, Elastindesorganisation, atheros-
klerotische Plagues und pra-aneurysmale Strukturen
auftraten. Diese Blocks wurden geschnitten und mit
Ublichen immunhistochemischen Methoden mit po-
sitiven und negativen Antikérperkontrollen gefarbt
auf human Apo(a), human Apo B-100 und Fibrino-
gen (Histotox Labs, Inc., Boulder, CO, USA).

Statistische Analysen

Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabwei-
chung (SD) angegeben, siehe Ergebnisse. Die Daten
wurden mit dem t-Test fur unabhangige Proben
analysiert. P<0,05 wurde als statistisch signifikant
definiert.

Glossar

Transgene Méuse

Mause, deren Erbgut (Gene) klnstlich verandert
wurde - in diesem Fall, um sie in zwei entscheiden-
den Merkmalen dem menschlichen Stoffwechsel an-
zupassen.

Atherosklerotische Ablagerung

Unter Arteriosklerose versteht man die Verdickung
der Arterienwand, die vor allem durch die Ablage-
rungen von Fetten, GerinnungseiweiBen und ande-
ren Blutbestandteilen sowie durch Zellwucherungen
innerhalb der Arterienwand charakterisiert ist. lhre
haufigste Ursache ist chronischer Nahrstoffmangel.

Extrazelluldre Matrix

Die extrazellulare Matrix (Extrazellularmatrix, Inter-
zellularsubstanz, EZM, engl. extracellular matrix,
ECM) ist der nicht-zellulare Anteil des Gewebes. Er
besteht vor allem aus Kollagen, Elastin und anderen
Bindegewebsmolekulen.

Fibronektin

Fibronektin ist ein Glykoprotein (verzuckertes Ei-
weiB) der extrazellularen Matrix, das in vielen phy-
siologischen Abldufen, unter anderem bei der
Gewebsreparatur sowie der Zellwanderung eine
wichtige Rolle spielt.

Laminin
Die Laminine sind kollagenahnliche Glykoproteine und
ein Bestandteil der extrazellularen Matrix.

Plasminogen

Plasminogen wird als Vorstufe von Plasmin von der
Leber synthetisiert und in die Blutbahn ausgeschit-
tet. Die Hauptaufgabe des Plasmins ist die Fibrin-
spaltung, also die Auflésung von Blutgerinnseln.
Man kann Plasmin als die Fibrin-Schere im Gerin-
nungssystem bezeichnen.

Fibrin/Fibrinogen/Fibrinolyse

Das Fibrinogen ist ein Protein, das in der Leber ge-
bildet und ins Blutplasma ausgeschuttet wird. Fibri-
nogen wird bei der Blutgerinnung in Fibrin
umgewandelt, das zusammen mit zelluldren Ele-
menten des Blutes, namentlich den Thrombozyten,
den Thrombus bildet. Fibrinolyse (Fibrinspaltung) ist
die Bezeichnung fur die kérpereigene Auflésung
eines Blutgerinnsels (Thrombus) durch das Enzym
Plasmin.

Thrombose

Eine Thrombose ist eine GefaBerkrankung, bei der
sich ein Blutgerinnsel (Thrombus) in einem Blutge-
faB, in der Regel einer Vene, bildet. Gerinnungsvor-
gange finden jedoch Uberall statt, z.B. auch im
Extrazellularraum der BlutgefaBwande.

Hémorrhagische Blutung
Massive Blutungen im Kérper eines Patienten, die
nicht selten zum Tod durch Verbluten fuhren.
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