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1 Einleitung 

1.1 Konzepte der Atherogenese 

Kaum eine Krankheit steht seit mehreren Jahrzehnten so im Blickfeld der 

medizinischen Forschung wie die Atherosklerose. Sie kann sich klinisch als koronare 

Herzerkrankung (KHK) mit Angina pectoris, Ischämie und Myokardinfarkt, als 

Karotisstenose und Schlaganfall, als periphere arterielle Verschlusskrankheit und als 

Aneurysma der großen Gefäße manifestieren. In den westlichen Industrienationen 

stellen die Atherosklerose und ihre Folgeerkrankungen die häufigste Todesursache 

dar. Dies belegt die Todesursachenstatistik des statistischen Bundesamtes, wonach 

im Jahr 2012 bei nahezu jedem zweiten Verstorbenen der Tod durch eine 

Erkrankung des Herz-Kreislaufsystems ausgelöst wurde (349.217 Sterbefälle, 

40,2%). Allein an einem Myokardinfarkt starben 55.425 Personen (Statistisches 

Bundesamt Wiesbaden, Pressemitteilung vom 12.Dezember 2013). Die Atherogenese 

bezieht sich auf die Entwicklung von atheromatösen Plaques in der Intima von 

Arterien. Basierend auf Tierexperimenten und Beobachtungen beim Menschen geht 

man heute davon aus, dass die Entstehung atherosklerotischer Läsionen initial durch 

eine qualitative Veränderung der Endothelzellen (Endotheldysfunktion) getriggert 

wird (Ross et al, 1977, Ross, 1986). Die Endothelzellen, die normalerweise der 

Anhaftung von vorbeifließenden Leukozyten entgegenwirken, bilden dabei 

Adhäsionsmoleküle aus, die Leukozyten an ihrer Oberfläche binden, wenn sie 

störenden Stimuli wie Dyslipidämie, Hypertension oder pro-inflammatorischen 

Mediatoren ausgesetzt sind. Parallel ablaufende Veränderungen der endothelialen 

Permeabilität und der Zusammensetzung der extrazellulären Matrix unter dem 

Endothel fördern den Eintritt und die Retention von cholesterinreichen Low Density 

Lipoproteinen (LDL) in der Gefäßwand (Williams und Tabas, 1995 und 1998; Tabas 

et al, 2007). Biochemisch modifizierte Bestandteile dieser LDL-Cholesterol-Partikel 

können die Leukozytenadhäsion weiter induzieren. Intakte, jedoch modifizierte 

Partikel unterliegen der Endozytose von Makrophagen (Woollard und Geissmann, 

2010). Dies führt zu intrazellulärer Cholesterolakkumulation. Die atherogene 

Rekrutierung von Leukozyten, d.h. die Aufeinanderfolge von Rollen, fester Adhäsion, 

lateraler Migration und transendothelialer Diapedese der Leukozyten wird durch 

Chemokine gesteuert (Weber und Noels, 2011). Diese sind chemotaktische Zytokine, 

die anhand ihrer enthaltenen Cysteine und den damit korrespondierenen G-Protein- 
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gekoppelten Rezeptoren klassifiziert werden. Die unterschiedlichen Leukozyten, die 

während der Inflammationskaskade rekrutiert werden, umfassen Neutrophile, 

Monozyten, T-Zellen, B-Zellen, dentritische Zellen sowie Mastzellen (Weber et al, 

2008). Der Gebrauch der Chemokine und ihrer Rezeptoren ist abhängig von der 

Zellart sowie vom Zeitpunkt der Läsionsbildung und vom Läsionsgrad (Zernecke und 

Weber, 2010) und zeigt die Robustheit und Spezifität des Chemokin-Systems 

(Koenen und Weber, 2010). 

Die trotz eines systemischen Anstiegs von Risikofaktoren, wie erhöhte LDL Spiegel 

oder ein erhöhter Blutdruck, lokalisierte Verteilung der atheromatösen Plaques im 

arteriellen Gefäßbaum reflektiert wahrscheinlich eine unterschiedliche Hämodynamik 

in verschiedenen Segmenten des arteriellen Gefäßsystems. Ebenfalls könnte es auf 

Unterschiede in der regionalen Entwicklung der Arterien (Majesky, 2007), sowie auf 

die Fähigkeit des normalen laminaren Scherstresses im Endothel ein 

atheroprotektives Programm der Genexpression hervorzurufen, hinweisen (Gimbrone 

et al, 2000). Änderungen der hämodynamischen Kräfte im Gefäßsystem führen zu 

einer modifizierten Expression von microRNA (miR), die eine wichtige Rolle bei der 

Genregulation spielen. Es wurden mehrere miRs identifiziert, die durch einen hohen 

Scherstress induziert werden und eine atheroprotektive Funktion vermitteln. 

Niedriger Scherstress kann die Expression von miRs induzieren, die zu einem 

pathologischen Phänotyp der Endothelzellen führen. Veränderungen des 

Scherstresses führen zu unterschiedlicher Expression zahlreicher miRs und steuern 

somit das Gleichgewicht zwischen Empfindlichkeit und Resistenz gegenüber Herz-

Kreislauf-Erkrankungen (Neth et al, 2013). 

Sobald Monozyten, die am häufigsten im Plaque auftretenden weißen 

Blutkörperchen, in der Arterienwand ansässig sind, differenzieren sie zu 

Gewebsmakrophagen. Im entstehenden Atherom nehmen diese mononukleären 

Phagozyten cholesterinreiche Lipoproteinpartikel auf und bilden die sog. 

Schaumzellen (Gerrity, 1981). Andere Leukozyten, wie  Lymphozyten und Mastzellen 

können ebenfalls im Atherom akkumulieren, allerdings in geringerem Maße als die 

Phagozyten. T-Zellen treten in der Läsion in geringerer Anzahl auf, haben 

wahrscheinlich dennoch eine Schlüsselfunktion in der Regulation der Atherombildung 

(Libby et al, 2011). Hierbei erfolgt außerdem die Rekrutierung von glatten 

Muskelzellen der Tunica media, der mittleren Schicht der Gefäßwand, in die Tunica 

intima. Beim Menschen sind in der Tunica intima der Arterien ortsständige glatte 

Muskelzellen zu finden. Während des Atherogenese-Prozesses migrieren weitere 
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glatte Muskelzellen aus der Media in die Intima, proliferieren als Reaktion auf 

Mediatoren, wie Platelet Derived Growth Factor (PDGF) (Gerthoffer, 2007) und 

produzieren in der Intima extrazelluläre Matrixmoleküle, darunter auch interstitielles 

Kollagen und Elastin. Diese bilden eine fibröse Kappe, die den Plaque bedeckt (Orr et 

al, 2010), und unter der sich typischerweise eine Anhäufung von Schaumzellen 

befindet. Einige von ihnen gehen in Apoptose und entleeren Lipide, die extrazellulär 

akkumulieren. Die ineffiziente Beseitigung der abgestorbenen Zellen kann die 

Akkumulation dieser Rückstände und der extrazellulären Lipide begünstigen und 

somit den lipidreichen nekrotischen Kern von Plaques bilden (Tabas, 2010). Plaques 

sind durch Bildung flusslimitierender Stenosen, die wiederum zur Ischämie der 

Gewebe oder Ruptur und Entstehung von Thromben führen, hauptsächlich für die 

klinischen Manifestationen verantwortlich. Die Thromben entstehen häufig nicht an 

den Gefäßengstellen, sondern auf dem Boden einer Plaqueruptur, meist ein Bruch in 

der fibrösen Kappe, der prokoagulatorisches Material des Plaque-Kerns den 

Gerinnungsfaktoren im Blut aussetzt und dadurch die Thrombose triggert. Die 

Plaques, die typischerweise rupturieren, haben eine dünne, kollagenarme fibröse 

Kappe mit wenigen glatten Muskelzellen und reichlich Makrophagen. Die 

inflammatorischen Zellen können die Ruptur durch Veränderung der 

kollagenolytischen Enzyme und durch Hervorrufen von Mediatoren, die den Abbau 

von glatten Muskelzellen verursachen, beschleunigen (Libby, 2009). Risikofaktoren 

agieren an verschiedenen Punkten der Pathogenese der Atherosklerose. 

Hypertension kann die Spannung der Gefäßwand erhöhen. Dies kann zu gestörten 

Reparaturmechanismen und Aneurysmabildung führen. Angiotensin II, ein wichtiges 

Blutdruck-Hormon, kann die endotheliale Funktion verändern und dadurch die 

leukozytäre Adhäsion begünstigen (Libby et al, 2011). Zigarettenrauchen und 

Diabetes mellitus beeinflussen ebenfalls die Gefäßbiologie, die Mechanismen sind 

bisher weniger gut verstanden. Die Rolle des Cholesterol wurde sehr ausführlich 

untersucht, was einen großen Erfolg für die kardiovaskulären Präventionsstrategien 

brachte (Weber und Noels 2011).  

1.2 Lipide und Atherosklerose 

Lipide spielen eine zentrale Rolle in der Pathogenese der Plaques. Die zu Grunde 

liegenden Mechanismen, die zwischen Lipiden und Atherogenese ablaufen, sind noch 

nicht vollständig aufgeklärt. Beobachtungsdaten bekräftigen die Assoziation zwischen 

Plasma-Lipidspiegeln und dem Risiko für kardiovaskuläre Erkrankungen (Steinberg, 
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2007). Besonders die LDL-Cholesterol (LDL-C) Spiegel korrelieren mit  

kardiovaskulären Ereignissen beim Menschen und verstärken die Anfälligkeit für 

Atherosklerose und deren Komplikationen. Monogenetische Erkrankungen, die zu 

einem Anstieg des Plasma-LDL-C führen, gehen mit einem erhöhten 

kardiovaskulären Risiko einher (Milewicz und Seidmann, 2000). Verschiedene 

Interventionen, die durch voneinander unabhängige Mechanismen zu einer 

Erniedrigung der LDL-C Konzentrationen führen, vermindern die Wahrscheinlichkeit 

für atherosklerotische Ereignisse. Die Entdeckung der LDL-Rezeptor vermittelten 

Aufnahme und die pharmakologische Hemmung der Hydroxy-Methyl-Glutaryl-

Coenzym A (HMG-CoA)-Reduktase mit Statinen, die diesen Pathway regulieren, 

waren große Erfolge der kardiovaskulären Medizin und Wissenschaft (Brown und 

Goldstein, 1986 und 1996). Dennoch bleibt auch bei Patienten, die mit Statinen 

behandelt werden, ein beträchtliches kardiovaskuläres Restrisiko vorhanden (Libby, 

2005). Mehrfach konnte eine inverse Korrelation der High-Density-Lipoprotein-

Cholesterol (HDL-C)-Spiegel mit dem kardiovaskulären Risiko gezeigt werden 

(Castelli et al, 1986; Di Angelantonio et al, 2009; Gordon et al, 1977). Aufgrund der 

Heterogenität im HDL-Partikel, der komplizierten HDL vermittelten Pathways des 

Cholesterolflusses, sowie der Assoziation von HDL mit vielen Proteinen, die die 

Atherosklerose modifizieren können, reflektieren die steady-state-Spiegel von HDL-C 

im Blut die HDL-Funktion nur unzureichend (Besler et al, 2012; Libby et al, 2011).  

HDL kann den reversen Cholesteroltransport beeinflussen und Cholesterol aus den 

peripheren Geweben zur Ausscheidung in die Leber transferieren. Dabei wird das 

Cholesterol von den lipidbeladenen Makrophagen im Atherom mittels 

membranständigen ATP-Binding-Cassette-Transporters abgeladen. Das „reife“ HDL 

interagiert dabei mit einem ATP-Binding-Cassette-Transporter (ABCG1) und 

naszierendes HDL mit einem anderen (ABCA1) (Tall et al, 2008; Rye et al, 2009). 

Apolipoprotein A1 (ApoA1), das den Hauptanteil der Proteine im HDL bildet, erhielt 

große Aufmerksamkeit als möglicher therapeutischer Angriffspunkt für die 

Atherosklerose (Nissen et al, 2003; Navab et al 2003). Außerdem wurde der Einfluss 

der Triglyceride auf die Atherogenese untersucht. Es gibt Hinweise darauf, dass 

erhöhte Triglyceridspiegel im Plasma einen unabhängigen Risikofaktor darstellen 

(Hokanson und Austin, 1996; Sawar et al, 2007). Dabei sind die Triglyceride nicht 

direkt atherogen, sondern stellen aufgrund ihrer Assoziation mit atherogenen 

Remnant-Partikeln und Apolipoprotein C III, einem proinflammatorischen und 

proatherogenen Protein, welches auf allen Plasmalipoproteinen gefunden wurde, 
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einen wichtigen Biomarker für das kardiovaskuläre Risiko dar (Talayero und Sacks, 

2011). Triglyceridreiche Lipoproteine, wie VLDL, VLDL-Remnants und Chylomikronen-

Remnants, scheinen die Atherogenese unabhängig von LDL zu fördern (Brewer, 

1999; Do et al, 2013). Eine Änderung der Lebensgewohnheiten, wie 

Gewichtsreduktion, sportliche Aktivität und Ernährungsumstellung, können die 

Konzentration der im Blut zirkulierenden Triglyceride reduzieren. Der klinische Nutzen 

dieser Lebensstil-Modifikation resultiert wahrscheinlich aus einer Kombination von 

Mechanismen, sodass die Triglyceride allein nicht zu einem kausalen Risikofaktor der 

Atherosklerose erklärt werden können. Die strenge Kontrolle eines Diabetes kann 

ebenfalls eine Hypertriglyceridämie mildern, allerdings kann die enge glykämische 

Kontrolle klinische Komplikationen der Atherosklerose bei Patienten mit Typ II 

Diabetes eher verstärken als ihnen vorzubeugen (Gerstein et al, 2008, Duckworth et 

al, 2009). Fibrate senken effektiv die Triglycerid-Spiegel. Studien dieser Medikamente 

waren in Bezug auf die Reduktion klinischer Ereignisraten eher enttäuschend und 

konnten auch die Mortalitätsrate nicht senken (Jun et al, 2010).  

1.3 Phytosterole und Atherosklerose 

Phytosterole sind natürlich vorkommende Bestandteile von Pflanzen, die eine dem 

Cholesterol ähnliche chemische Struktur aufweisen (Abbildung 1).  

 

 

Abbildung 1 – Strukturformeln der Sterole 

Sie unterscheiden sich vom Cholesterol lediglich durch die Anwesenheit einer 

zusätzlichen Methyl- bzw. Ethylgruppe oder einer Doppelbindung in der Seitenkette 

(Thieme Chemistry, 2007). 
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Säugetiere können diese nicht essentiellen Substanzen selbst nicht synthetisieren, 

nehmen sie aber über die Nahrung auf.  Besonders reichlich sind Phytosterole in 

Ölen, Nüssen, Samen, Getreide, Früchten und Gemüse vorhanden (John et al, 2007).  

Die westeuropäische Ernährung beinhaltet durchschnittlich 200-400mg Phytosterole, 

von denen ca. 2-5% absorbiert werden. Die Ausscheidung der Pflanzensterole erfolgt 

überwiegend über die Galle (John et al, 2007). Die Absorptionsfähigkeit für 

Pflanzensterole beim Menschen liegt somit deutlich niedriger als die des Cholesterols. 

Die Konzentrationen von Phytosterolen im Plasma liegen dementsprechend weit 

unter denen des Cholesterols und schwanken bei normaler Ernährungsweise 

zwischen 0,3 und 1,7 mg/l (Watzl, Rechkemmer, 2001). Aufgrund ihres Potentials 

Cholesterol durch Inhibierung der intestinalen Absorption zu senken, finden  

Phytosterole weite Verbreitung in der Nahrungsergänzungsmittel-Industrie. 

Entsprechend einer in einer Meta-Analyse entwickelten Dosis-Wirkungs-Kurve 

reduziert die empfohlene Tagesdosis von 2 g Pflanzensterolen beim Menschen die 

LDL-C Konzentration im Mittel um 9% (Demonty et al, 2008). Nahrungsergänzungen 

können jedoch zugleich die Serum-Konzentration dieser Sterole erhöhen. So führt 

eine zusätzliche Zufuhr von 1,1 g Phytosterolen pro Tag zu einer Verdopplung der 

zum Cholesterol normalisierten Campesterol-Konzentration im Serum (Fransen et al, 

2007).  

Phytosterole besitzen aufgrund ihrer starken Ähnlichkeit zum Cholesterol vermutlich 

selbst atherogenes Potential. Ab welcher Konzentration dies zum Tragen kommt ist 

derzeit umstritten (Weingärtner et al, 2009; Weingärtner et al, 2011). Trotz ihres 

LDL-C senkenden Effekts bestehen zunehmend Bedenken, dass erhöhte Serum-

Konzentrationen der Phytosterole ungewollt zu einem ansteigenden kardiovaskulären 

Risiko führen könnten (John et al, 2007). Eine jüngere Studie führte zu der 

Erkenntnis, dass durch Nahrungsergänzung zugeführte Phytosterole nicht nur zu 

einem Anstieg der entsprechenden Sterole führen, sondern außerdem die 

Atherogenese bei Mäusen beeinflussen und beim Menschen zu einer vermehrten 

Anreicherung von Sterolen im Gewebe sklerotisch veränderter Aortenklappen führt 

(Weingärtner et al, 2008). Die seltene, autosomal vererbte Erkrankung der 

Sitosterolämie, die durch massiv erhöhte Serum-und Gewebekonzentrationen von 

Phytosterolen charakterisiert ist, führt zu schwerer frühzeitiger Atherosklerose und 

liefert somit einen wichtigen Beleg für  die proatherogene Wirkung von Phytosterolen 

(Berge et al, 2000). Darüber hinaus konnten einige, jedoch nicht alle, 

epidemiologische Studien eine Assoziation von erhöhten Phytosterol-Konzentrationen 
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im Serum mit koronarer Herzkrankheit aufzeigen (Teupser et al, 2010; Thiery et al, 

2006; Strandberg et al, 2006; Assmann et al, 2006). Die Serum-Phytosterol-

Konzentrationen stehen unter strenger genetischer Kontrolle mit einer geschätzten 

Erblichkeit von ca. 80% (Berge et al, 2002). Zu den bislang bekannten, für die 

Kontrolle der Phytosterol-Serum-Konzentrationen verantwortlichen Proteinen zählen 

u.a. Niemann-Pick-C1-Like 1 und ATP-Binding-Cassette-Hemitransporter G5 und G8 

(ABCG5 und ABCG8). Niemann-Pick-C1-Like 1, ein Arzneimitteltarget von Ezetimib, 

spielt eine Rolle beim Einschleusen von Sterolen in den Enterozyten (Altmann et al, 

2004). Dagegen werden ABCG5 und ABCG8 den für die familiäre Sitosterolämie und 

die Sterol-Ausscheidung verantwortlichen Genen zugeordnet (Berge et al, 2000). 

Zudem konnte eine starke Assoziation zwischen den häufig vorkommenden Varianten 

von ABCG5 und auch des ABO Gens in der Normalbevölkerung und den Plasma-

Phytosterolspiegeln gezeigt werden.  Es zeigten sich konkordante Assoziationen zur 

koronaren Herzerkrankung (Teupser et al, 2010).   

1.3.1 Genetische Regulation der Sterolabsorption und der Plasma-

Phytosterol-Spiegel  

Die Absorption von Cholesterol im Darm spielt eine wichtige Rolle bei der 

Regulierung der Plasma-Cholesterol-Spiegel. Die Plasmakonzentrationen der 

Phytosterole korrelieren gut mit der intestinalen Cholesterol-Absorptionsrate 

(Miettinen et al, 1990). Beim Menschen zeigten Studien, die unter strengen 

metabolischen Bedingungen durchgeführt wurden, sehr große individuelle 

Unterschiede in der intestinalen Cholesterol-Absorptionsrate, wobei einige Probanden 

nur 20-30% ihrer täglichen Cholesterol-Zufuhr absorbierten und andere über 70% 

(Sehayek et al, 1998). Es ist wahrscheinlich, dass genetische Faktoren zu dieser 

Variabilität beitragen. Mittels Inzucht-Mausstämmen, die verschiedene Phytosterol-

Konzentrationen aufweisen (C57BL/6J und CASA/Rk), konnten Genorte (Loci) auf 

Chromosom 14 (LOD 9,9) und Chromosom 2 (LOD 4,1 und 3,65) identifiziert werden 

(Sehayek et al, 2002). Eine darauffolgende Studie bestätigte den Effekt des 

Chromosom 14 Locus auf die Plasma-Phytosterol-Konzentration. Es zeigte sich, dass 

dieser Locus überwiegend die Sterol-Absorption im Darm beinflusst und mindestens 

2 Gene beinhaltet (Sehayek et al, 2006). Aus weiteren Maus-Studien konnten Loci für 

die Cholesterolabsorption auf den Chromosomen 1, 2, 5, 6, 10 und 19 gefunden 

werden (Schwarz et al, 2001) (Tabelle 1). 
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Tabelle 1 - Loci für die Regulierung der Cholesterolabsorption und Plasma-

Phytosterol-Konzentration bei der Maus; Chab, cholesterol absorption; cM, 

centimorgan; LOD, logarithm of odds; Plast, plasma plant sterol 

Stämme und Kreuzungen Locus 
Chromosom 

(cM) LOD Referenz 
AKR/J × DBA/2J backcross Chab 1   2 (64)  3.5 Schwarz et al, 2001 

(28) 
 Chab 2   10 (24)  1.9  
AKR/J × DBA rekombinante Inzucht- 
Stämme 

Chab 3   6 (51)  2 Schwarz et al, 2001 
(28) 

 Chab 4   15 (58)  2  
 Chab 5   19 (16)  1.6  
129P3/J × SJL/J backcross Chab 6   1 (57)  2.1 Schwarz et al, 2001 

(28) 
 Chab 7   5 (57)  3.3  
C57BL/6J × CASA/Rk intercross Plast14   14 (17)  9.9 Sehayek et al, 2002 

(33) 
 Plast 2a   2 (18)  4.1  
 Plast 2b   2 (65)  3.7  

1.4 Genetik der Atherosklerose beim Menschen 

Die geschätzte Erblichkeit für das Ausmaß der Atherosklerose variiert, basierend auf 

Zwillingsstudien und Studien der familiären Häufung, zwischen 30 und 60% (Lusis, 

2000; Lusis et al, 2004; Marenberg et al, 1994). Seit 2007 haben sich Genomweite 

Assoziationstudien (GWAS) als die erfolgreichsten Ansätze zur Analyse der erblich 

bedingten Grundlagen von Erkrankungen beim Menschen erwiesen. Das Human 

Genome Project, das HapMap Project sowie darauffolgende genomische Studien 

führten zu der Identifizierung vieler Single Nucleotid Polymorphismen (SNPs) in der 

Weltbevölkerung (Lander, 2011).  Mit der Entwicklung von Array-Technologien, die 

gleichzeitig mehrere hunderttausend SNPs genotypisieren können, wurde es möglich 

GWAS für häufige, komplexe Merkmale, wie die KHK und deren Risikofaktoren 

durchzuführen (Musunuru und Kathiresan, 2010; Schunkert et al, 2011). Nach vielen 

Jahren der Hypothesen-gesteuerten Studien mittels Kandidatengen-Studien und 

Kopplungsananlysen (Cambien und Tiret, 2007) hat der GWAS Ansatz etliche 

genomische Regionen identifiziert, die vermeintlich Gene der KHK- und 

Myokardinfarkt-Anfälligkeit beherbergen (Schunkert et al, 2010; Patel und Ye, 2011).  

Seit der Entdeckung des  9p21.3 Locus auf Chromosom 9 (Mc Pherson et al, 2007; 

Samani et al, 2007; Helgadottier et al, 2007), der bisher das am häufigsten 

reproduzierte genetische Signal für die KHK weltweit lieferte (Assimes et al, 2008; 
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Cheng et al, 2011; Holdt und Teupser 2012) wurden viele andere Loci identifiziert. 

Die größte GWAS für die KHK, die CARDIoGRAM- Studie schloss über 100 000 

Personen europäischen Ursprungs ein (Schunkert et al, 2011), ebenso wurde von 

kleineren KHK Studien der asiatischen Population berichtet (Peden et al, 2011; Wang 

et al, 2011). Zusammen wurden bisher 58 statistisch signifikante Loci für die 

Phänotypen KHK und Myokardinfarkt entdeckt, von denen 23 mit den GWAS Loci der 

klassischen Risikofaktoren wie Lipide, Blutdruck und Diabetes mellitus überlappen. 

Dies lässt eine kausale Verbindung vermuten (Holdt und Teupser, 2013). Einige Loci 

beinhalteten bereits gut bekannte Gene, die u.a. den LDL-Rezeptor kodieren, 

wodurch die Wichtigkeit von LDL für die Atherosklerose bekräftigt wird. Einige der 

KHK-Loci sind mit den LDL-Spiegeln assoziiert, dreiviertel dieser Loci sind allerdings 

neu und wurden bisher nicht mit Atherosklerose oder Myokardinfarkt in Verbindung 

gebracht. Für die Mehrheit der Loci konnte kein signifikanter Zusammenhang zu 

anderen KHK Risikofaktoren, wie Diabetes mellitus, Hypertension oder Body-Mass-

Index (BMI) gezeigt werden (Stylianou et al, 2012). Im Gegensatz dazu konnten 

viele Lipid- und Inflammationsgene sowie Gene, die bislang einen Einfluss auf die 

KHK-Risikofaktoren zeigen konnten, noch nicht in den Hypothesen-freien GWAS beim 

Menschen bestätigt werden (Keating et al, 2008). Die am häufigsten replizierten Loci 

in voneinander unabhängigen GWAS sind der Chr9p21.3, Chr6p24.1 und der 

Chr1p13.3 Locus (Holdt und Teupser, 2013). Neueste Arbeiten suggerieren, dass 

Chr9p21.3 seinen Effekt über eine epigenetische Regulation der Zielgene ausübt 

(Holdt und Teupser, 2012), während die Mechanismen von Chr6p24.1 unklar bleiben 

(Holdt und Teupser, 2013) und Chr1p13.3 das Plasma-LDL-Cholesterol beeinflusst 

(Linsel-Nitschke et al, 2010).     

1.5 Mausmodelle der Atherosklerose 

Für die erfolgreiche Aufdeckung der genetischen Faktoren sind sich gegenseitig 

ergänzende Ansätze mittels Tiermodellen, groß angelegten menschlichen 

genetischen Studien und funktionellen Experimenten notwendig. Das am häufigsten 

verwendete in vivo Modell der experimentellen Atheroskleroseforschung ist die Maus. 

Wildtyp-Mäuse entwickeln bei normaler Ernährung jedoch keine Atherosklerose. Zur 

Induktion der Atherosklerose wurden daher diätbasierte und genetische Mausmodelle 

verwendet. Zum einen wurde die heute aufgrund beachtlicher Nebeneffekte obsolete 

sog. Paigen-Diät (15% Fett, 1,25% Cholesterol, 0,5% Cholsäure) genutzt, um eine 

Atherosklerose-Entwicklung bei der Wildtyp-Maus zu induzieren. Die Kombination von 
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Cholesterol und Cholat fördert die Cholesterol- und Fettabsorption, hemmt die 

Umwandlung von Cholesterol in Gallensäure, reduziert somit die Cholesterol-

Clearance und resultiert in einer erhöhten Cholesterolkonzentration im Plasma (Ando 

et al, 2005). Cholat übt außerdem einen Effekt auf die Genexpression von Lipid-, 

Lipoprotein- und inflammatorischen Genen aus und führt somit zu vermehter 

Atheroskleroseentwicklung (Xu et al, 2002). Die atherosklerotische Läsionsgröße 

blieb jedoch bei ausschließlicher Fütterung der Paigen-Diät relativ gering (Nishina et 

al, 1990), weshalb die beiden anderen Modelle häufiger Verwendung fanden. Ein 

anderes Modell stellt die Low-Density-Lipoprotein (LDL) Rezeptor knockout (KO) 

Maus (Ldlr-/-) dar. Ihr fehlt der primäre Rezeptor für die LDL-Cholesterol-Aufnahme. 

Dies führt zu einem mäßigen Anstieg der Plasma-LDL-Spiegel (Getz und Reardon, 

2006), weshalb zunächst eine zusätzliche Fütterung einer Western-Type-Diät (WTD) 

(Ishibashi et al, 1993) oder die Kreuzung mit einem anderen Modell, z.b. einer 

Apobec1 knockout Maus, notwendig war, um die Atherogenese ausreichend zu 

induzieren. Jedoch konnte gezeigt werden, dass Ldlr-/- Mäuse auch unter einer 

normalkalorischen semisynthetischen Diät eine Hypercholesterolämie und 

Atherosklerose entwickeln können, ohne den toxischen Effekten einer Cholesterol- 

und Cholsäure-reichen Diät zu unterliegen (Teupser et al, 2003). Ein weiteres häufig 

verwendetes Tiermodell, die Apolipoprotein E (Apoe) knockout Maus (Apoe-/-), 

zeichnet sich durch das Fehlen des für die Aufnahme von Lipoproteinen über die 

hepatischen Rezeptoren notwendigen Ligandens aus und führt somit zu einem 

Plasma-Cholesterol-Anstieg.  Folglich kann bei Apoe-/- Mäusen unter normaler 

Ernährung eine Atherosklerosebildung beobachtet werden, die bei Fütterung der 

WTD noch verstärkt werden kann (Getz und Reardon, 2006; Plump et al, 1992; 

Plump und Breslow, 1995).  

Um die molekularen Mechanismen der Atherogenese besser zu verstehen sind 

Kandidatengen-basierte und hypothesenfreie Strategien verwendet worden. 

1.5.1 Kandidatengen-Ansätze im Mausmodell 

Bei einem Kandidatengen-Funktionsverlust-Ansatz wird ein knockout Mausmodell für 

ein bestimmtes Gen aus den vorher beschriebenen Mausmodellen generiert. 

Üblicherweise werden Doppel-Knockout-Mäuse durch Kreuzung des Kandidaten 

Knockout mit entweder Ldlr-/- oder Apoe-/- Mäusen hergestellt. Mithilfe dieses 

Ansatzes konnten annähernd 100 Gene identifiziert werden, die einen signifikanten 

Effekt auf die Atherosklerose ausüben (Stylianou et al, 2012). Die Deletion von 65 
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dieser 100 Gene führte zu einer Verminderung, die Deletion von 35 Genen bewirkte 

eine Zunahme der Atherosklerose. 33 dieser Gene zeigten ihre Effekte auf die 

Atherosklerose durch Beeinflussung der Plasmalipide. Die restlichen Gene, die die 

Plasmalipide nicht wesentlich verändern, beeeinflussen die Atherogenese vermutlich 

über andere Wege (Stylianou et al, 2012). Bei dem Kandidatengen-

Funktionszugewinn-Ansatz werden transgene Überexpressions-Mäuse auf Apoe-/- und 

Ldlr-/- Hintergrund verwendet. Sie erlauben die Untersuchung von Genen, die beim 

Knockout im Embryonalstadium letal wären sowie die Erforschung von Menschen-

spezifischen Genen, wie Cholesterylester-Transfer-Protein, für das es kein orthologes 

Gen bei der Maus gibt (Jiang et al, 1992). Zu den weiteren Methoden zur 

Erforschung spezifischer Gene der Atherosklerose bei der Maus zählt die 

Knochenmarkstransplantation, die den Einfluss von Genen, die in hämatopoetischen 

Zellen exprimiert werden, auf die Atherogenese darstellen kann. Dazu zählt u.a. 

Abcg1, das nach Transplantation von Abcg1-/- Knochenmark in hyperlipidämische 

Ldlr-/- und Apoe-/- Mäuse zu einer verminderten Atheroskleroseentwicklung  führte 

(Baldan et al, 2006), 

Einige Gene zeigen nur in Abhängigkeit des genetischen Hintergrunds einen Einfluss 

auf die Atherosklerose, so z.B. bei den ICAM1-/- Maus-Studien, bei denen ein Effekt 

auf die Atherosklerose nur bei einem Apoe-/- Hintergrund (Collins et al, 2000), nicht 

jedoch bei dem Ldlr-/- Hintergrund (Cybulsky et al, 2001) zu beobachten war.  

1.5.1 Hypothesenfreie Genkartierung mit Hilfe von Kopplungs-

untersuchungen 

Das Mausmodell kann neben der Untersuchung spezifischer Gene auf ihren Einfluss 

auf die Atherosklerose auch zur hypothesenfreien Identifizierung von Atherosklerose-

Genen, insbesondere mit Hilfe der Kopplungsanalyse (Quantitative Trait Locus (QTL)-

Analyse) verwendet werden. Die Kopplungsanalyse ist eine statistische Methode, die 

Daten der Phäno-und Genotypen miteinander korreliert und stellt einen Ansatz dar, 

die genetischen Grundlagen der Variabilität komplexer Merkmale zu identifizieren 

(Falconer und Mackay, 1996; Kearsey, 1998; Lynch und Walsh, 1998). Sie erlaubt es 

bestimmte komplexe Phänotypen einer spezifischen Region auf dem Chromosom 

zuzuordnen. Dazu benötigt man zwei oder mehr Mausstämme, die sich 

natürlicherweise genetisch in dem zu untersuchenden Merkmal, wie zum Beispiel der 

Empfindlichkeit für Atherosklerose unterscheiden. Zusätzlich werden genetische 

Marker benötigt, die zwischen den Parentalstämmen einen Unterschied aufweisen. 
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Verschiedene Marker finden Verwendung, so zum Beispiel die Single Nucleotid 

Polymorphisms (SNPs), Simple Sequence Repeats (SSRs oder Mikrosatelliten) und 

Restriction Fragment Length Polymorphisms (RFLPs) (Vignal et al, 2002; Gupta und 

Rustgi, 2004). Die Parentalstämme werden miteinander gekreuzt, die daraus 

resultierende heterozygote F1 wird auf verschiedene Weise untereinander verpaart 

(Darvasi, 1998). Schließlich werden die Phänotypen und die Genotypen der Marker, 

die sich zwischen den beiden Parentalstämmen unterscheiden, in dieser sekundären 

Population (F2), die jeweils verschiedene Fragmente des Genoms der beiden 

Parentalstämme  beinhalten, erfasst. Statistische Methoden, die die Güte der 

Korrelation eines Genotyps mit  dem zu untersuchenden Phänotyp untersuchen, 

evaluieren die Wahrscheinlichkeit, dass ein Marker oder ein Intervall zwischen zwei 

Markern mit einem QTL, der das zu untersuchende Merkmal beeinflusst, assoziert ist. 

Gleichzeitig werden die Effekte anderer Marker auf dieses Merkmal geprüft (Mackay, 

2001). Bisher konnten auf diese Weise 43 signifikante Atherosklerose QTLs 

identifiziert werden (Wang et al, 2005). Kopplungsanalysen erfordern proatherogene 

Modelle, um Atherosklerose Loci kartieren zu können. Üblicherweise wird die F2- 

Generation zweier Parentalstämme einbezogen. 19 der 43 Loci nutzten 

Parentalstämme mit dem Apoe-/- Hintergrund, 12 wurden mithilfe von Ldlr-/- kartiert 

und weitere 12 Loci konnten durch ausschließliche Fütterung der F2 Generation mit 

der Paigen-Diät entdeckt werden. Durch Kopplungsanalyse entdeckte Loci beinhalten 

typischerweise hunderte von Genen und Dutzende von möglichen Kandidatengenen, 

auch nach der Anwendung von weiterführenden Mapping Strategien und 

Bioinformatik (DiPetrillo et al, 2005; Stylianou et al, 2008; Su et al, 2009; Flint et al, 

2005). Als Beispiel kann Artles1, ein Atherosklerose-QTL, dem das Gen Arachinodate-

5-Lipoxygenase (Alox5) zugeordnet werden konnte, genannt werden. Dieser QTL 

blockiert die Entwicklung der Atherosklerose trotz ausgeprägter Hyperliplidämie 

(Mehrabian et al, 2001). Der atherosklerotische Phänotyp konnte bei Alox5-/- Mäusen 

bestätigt werden (Mehrabian et al, 2002).  Somit stellt die Kopplungsanalyse 

weiterhin einen erfolgversprechenden Weg zur Identifizierung der Atherosklerose 

zugrundeliegender Gene dar. 

1.6 Lokalisation der atherosklerotischen Läsion  

Für atherosklerotische Läsionen im menschlichen Gefäßsystem sind  

Prädilektionsstellen an Biegungen, Bifurkationen und Gefäßabgängen bekannt 

(Asakura und Karino, 1990). Atherosklerose tritt ausschließlich an systemischen 
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Arterien, nicht jedoch an Venen oder Pulmonalarterien auf. Dies suggeriert, dass 

lokale hämodynamische Faktoren, Wandbeschaffenheit und Druck eine entscheidene 

Rolle bei der Bildung der Läsionen spielen. Mäuse entwickeln Läsionen auf dieselbe 

Art und Weise, was darauf schließen lässt, dass  die arterielle Wand in ähnlicher 

Weise betroffen ist, trotz eines 20fachen Unterschiedes des tatsächlichen Wand-

Scherstresses zwischen den beiden Spezies (Suo et al, 2007; Weinberg und Ross, 

2007). 

Die atherosklerotischen Läsionen bei der Maus sind an Orten mit niedrigem oder 

oszillierendem Scherstress lokalisiert (Huo et al, 2008), so insbesondere an der 

Aortenwurzel, der Brachiocephalarterie, der kleinen Kurvatur des Aortenbogens, der 

Abzweigung der linken Arteria carotis communis und der linken Arteria subclavia 

sowie in geringerem Ausmaß an der deszendierenden thorakalen Aorta. Neuere 

Studien deuteten darauf hin, dass die Geometrie des Aortenbogens einen Einfluss 

auf die Lokalisation der Läsionen bei der Maus hat (Zhu et al, 2009; Tomita et al, 

2010). Diese Unterschiede in der Geometrie des Aortenbogens existieren ebenso 

beim Menschen (Fogel et al, 2006). Aufgrund der Ähnlichkeiten zwischen Maus und 

Mensch eignet sich das Mausmodell besonders gut für Atherosklerose-Studien. In der 

vorliegenden Arbeit wurde die Atheroskleroseentwicklung an der Brachiocephalarterie 

(BCA) untersucht. 

1.7 Zielstellung der Arbeit 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue Genorte zu identifizieren, die mit  der 

Atheroskleroseempfindlichkeit und modifizierenden Faktoren der Atherogenese 

assoziiert sind. Hierfür wurden 376 Tiere einer F2 Generation 

atheroskleroseresistenter Balb/cByJ mit atheroskleroseempfindlichen C57BL/6 

Mäusen auf dem LDL-Rezeptor defizienten Hintergrund hergestellt, sowie geno- und 

phänotypisiert. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf die Phänotypen der 

Lipoproteine und der Phytosterole und deren Einfluss auf die 

Atheroskleroseentwicklung an der Brachiocephalarterie gerichtet. Die Identifizierung 

neuer Genorte erfolgte mit Hilfe der Kopplungsanalyse. 
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2 Material und Methoden 

2.1  Tierexperimentelle Methoden 

2.1.1 Herstellung von LDL Rezeptor defizienten Balb/cByJ Mäusen  

LDL-Rezeptor defiziente C57BL/6-Mäuse, im Weiteren B6.Ldlr-/- genannt, und 

Balb/cByJ Mäuse wurden beim Jackson Laboratorium, Bar Harbour (USA) erworben. 

LDL-Rezeptor-defiziente Mäuse auf dem Balb/cByJ  Hintergrund (BALB.Ldlr+/-) 

wurden durch Marker-assistierte Rückkreuzung (Markel, Shu et al, 1997) des Ldlr-/- 

Merkmals von B6.Ldlr-/- auf Balb/cByJ  hergestellt. Insgesamt 119 

Mikrosatellitenmarker in einem durchschnittlichen Abstand von circa 10cM über das 

gesamte Genom verteilt, wurden zur Genotypisierung verwendet. Die Nachkommen, 

die bereits am weitesten rückgekreuzt waren, wurden zur weiteren Verpaarung mit 

Balb/cByJ verwendet und die bisher nicht rückgekreuzten Regionen wurden mittels 

Mikrosatelliten PCR und Polyacrylamidgelelktrophorese (Abbildung 2) untersucht. Mit 

Hilfe dieser Methode konnte die Zeit bis zur vollständigen Rückkreuzung von zehn 

auf sechs Generationen reduziert werden. 
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Abbildung 2 – Generierung LDL Rezeptor defizienter Balb/cByJ Mäuse. Diese sind 

heterozygot für den LDL Rezeptor knockout (BALB.Ldlr+/-) 
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2.1.1.1 Herstellung der F1 und F2 Generation 

Die F1 Generation wurde durch Verpaarung von BALB.Ldlr+/-  mit B6.Ldlr-/- erzeugt. 

Die Nachkommen (BQ 1 genannt) wurden mittels PCR auf den LDL-Rezeptor 

knockout getestet und die Männchen und Weibchen mit Ldlr-/- wurden untereinander 

verpaart, um die F2 Generation (BQ 2) zu bilden (Abbildung 3).  Um gegebenfalls 

einen Einfluss des Ursprungs der Geschlechtschromosomen und der Mitochondrien 

auf den Phänotyp identifizieren zu können, wurden die F1 und F2 Generationen auf 

zwei Wegen erzeugt. Im „cross mBALB x wB6“ (im Weiteren Cross A genannt) 

wurden BALB.Ldlr+/- Männchen mit B6.Ldlr-/- Weibchen verpaart und die dadurch 

entstandene F1 Generation untereinander verpaart, um 95 Weibchen (im Weiteren 

F2a_wbl genannt) und 95 Männchen (F2a_ml genannt) der F2 zu generieren. Im 

„cross mB6 x wBALB“ (im Weiteren Cross B genannt) wurden männliche B6.Ldlr-/- mit 

weiblichen BALB.Ldlr+/- verpaart. Die daraus resultierende F1 Generation wurde 

ebenfalls untereinander verpaart, um 92 Weibchen (F2b_wbl) und 94 Männchen 

(F2b_ml) der F2 zu erzeugen (Abbildung 4). 

 

 

 

Abbildung 3 – Generierung der F1 und F2 Generation 
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Abbildung 4 – Ursprung der Geschlechtschromosomen der männlichen Tiere im 

Cross A und Cross B 

 

Die Züchtung und Haltung der Tiere erfolgte am Medizinisch Experimentellen 

Zentrum der Universität Leipzig. Die Mäuse, die zur Phänotypisierung herangezogen 

wurden, wurden im Alter von 28 Tagen abgesetzt und unter Haltungsdiät 

(semisynthetische, modifizierte AIN76 Diät mit 0,02% Cholesterol) und Wasserzufuhr 

ad libitum in Gemeinschaftskäfigen (2-5 Tiere pro Käfig) 16 Wochen unter 

kontrollierten klimatischen und pathogenarmen Bedingungen mit einem Tag-Nacht-

Zyklus von 12 Stunden gehalten (Teupser et al, 2003). Die Tiertötung und 

Organentnahme wurden vom Regierungspräsidium Leipzig mit Aktenzeichen N5/05 

genehmigt. 

2.1.2 Organ- und Blutentnahme 

Im Alter von 20 Wochen wurden die Mäuse seziert. Am Tag der Sektion wurde das 

Futter entfernt unter Beibehaltung der Wasserzufuhr. Die Tiere wurden durch 

intraperitoneale Injektion einer gewichtsadaptierten Dosis (ca. 50 µl) eines Rompun 

2% (BayerVital, Leverkusen)/Ketaminhydrochlorid 10% (WDT, Garbsen) Gemisches 
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(1:3) anästhesiert. Danach wurde die Körperlänge vermessen und das Körpergewicht 

bestimmt. In ausreichend tiefer Narkose erfolgten die Thorax-Eröffnung und die 

intrakardiale Blutentnahme. Dabei wurde der linke Ventrikel mit einer mit EDTA-

Lösung gespülten 1 ml Spritze punktiert und bis zu 1 ml Blut gewonnen. Das 

antikoagulierte Vollblut wurde in einem Eppendorfgefäß, nach Entnahme von 10 µl 

Vollblut für die Bestimmung von HbA1c sofort bei 8000 U/min für 8 min zentrifugiert 

(Centrifuge 5415D, Eppendorf, Hamburg). Der Plasmaüberstand wurde abpipettiert 

und wie folgt aufgeteilt: 70 µl Plasma wurden für die Bestimmung der 

Lipoproteinfraktionen mittels Ultrazentrifugation aliquotiert. Jeweils 60 µl wurden für 

Multiplex-Zytokinbestimmung (Luminex) und Adipozytokinmessung bei -80 °C 

aufbewahrt. Weitere 50 µl Plasma wurden in einem Verhältnis von 1:4 mit 

isotonischer Kochsalzlösung vermischt und zur Bestimmung der klinisch-chemischen 

Laborparameter genutzt. Außerdem wurden 10 µl Plasma für die 

Konzentrationsmessung verschiedener Phytosterole tiefgefroren. Das Restplasma 

wurde bei -80 °C gelagert. Nach der Blutentnahme wurde das Gefäßsystem mit 

10 ml heparinisiertem PBS (5.000 I.E. Heparin/ 1 Liter PBS) über eine Kanüle im 

linken Ventrikel gespült. Aus der Gallenblase wurde die Gallenflüssigkeit mit Hilfe 

einer kleinen Insulininjektionsspritze aufgezogen, dann Lebergewebe entnommen 

und beides in einem 1,5 ml Eppendorfgefäß zunächst in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren. Die Präparation der für die Atherosklerosequantifizierung benötigten 

Gefäßabschnitte erfolgte durch Freilegung der Aortenwurzel, des Aortenbogens sowie 

der Brachiocephalarterie bis über die Bifurkation in Arteria subclavia und Arteria 

carotis communis dextra. Nachdem die Arteria brachiocephalica am Abzweig aus dem 

Aortenbogen und die Arteria subclavia und Arteria carotis communis dextra ca. 1 mm 

distal der Bifurkation durchtrennt wurden, erfolgte die Entnahme des Präparates und 

das sofortige Spülen mit PBS. Die Entnahme des Herzens erfolgte nach 

Durchtrennung der Aorta ascendens oberhalb der Aortenwurzel. Das Herz wurde 

unterhalb der Klappenebene transversal gespalten. Die entnommene 

Brachiocephalarterie und die obere Hälfte des Herzens wurden in Tissue-Tek O.C.T. 

eingebettet und bei -80 °C eingefroren. Der Aortenbogen wurde abgetrennt und in 

flüssigen Stickstoff gebracht. Nach Eröffnung des Abdomens wurde der gesamte 

Gastrointestinaltrakt oberhalb des Magens und am distalen Ende des Kolons 

abgetrennt und das omentale Fettgewebe entfernt und gewogen. Jeweils 5 cm 

Jejunum und Ileum wurden entnommen, mit PBS gespült, der Länge nach 

aufgeschnitten und sofort in flüssigem Stickstoff eingefroren. Dann wurden beide 
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Nieren und die Milz entnommen. Die Nieren wurden vom perirenalen und 

retroperitonealen Fettgewebe freipräpariert und separat gewogen. Das parametrale/ 

ependydimale Fettgewebe wurde ebenfalls entfernt und gewogen. Zum Schluss 

wurden die beiden Oberschenkelknochen zur Gewinnung von Knochenmark 

entnommen. Die entnommenen und bei -80 °C gelagerten Gewebe wurden für 

spätere RNA- bzw. Proteinbestimmungen aufbewahrt. 

2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1 DNA Extraktion aus Mausschwanzspitzen 

Die Gewinnung der DNA erfolgte aus Schwanzspitzenbiopsien von 21 bis 28 Tage 

alten Mäusen. Das Gewebe wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß mit 500 µl 1 x Tail 

tip Lyse Puffer (Zusammensetzung Tabelle 2) und 50 µl Proteinase K-Lösung versetzt 

und bei 55 °C in einem Thermocycler über Nacht geschüttelt. Nach anschließender 

Zentrifugation für 5 min bei maximaler Drehzahl wurden 450 µl  des Überstandes mit 

1 ml 100 %igem Ethanol versetzt und vorsichtig geschwenkt  bis die DNA in Form 

eines Fadens präzipitierte. Der DNA-Faden wurde mit einer verschmolzenen 

Glaskapillare aus dem Reaktionsgefäß entnommen und in sterilem 1 x TE-Puffer 

(Zusammensetzung Tabelle 3) aufgelöst. Die DNA-Lösung wurde bei 4 °C im 

Kühlschrank gelagert. 

Tabelle 2 - Zusammensetzung von 1x Tail Tip Lyse Puffer 
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Tabelle 3 - Zusammensetzung von 1x TE 

 

2.2.2 DNA Extraktion aus Leberbiopsien  

Bei unzureichender DNA Gewinnung aus der Schwanzspitze wurde zusätzlich aus 

Leberbiopsien DNA mithilfe des Qiagen DNeasy Tissue Kit nach Angaben des 

Herstellers gewonnen. 

2.2.2.1 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA  

Zur Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren wurde die Absorption bei 260 nm 

an einem Spectralphotometer (NanoDrop) bestimmt. Dieses System berechnet die 

Konzentrationen wie folgt: 

Ein  E 260 Wert von  1,0 entspricht dabei ca. 50 µg/ml doppelsträngige DNA 

Die Reinheit der DNA Präparation wurde mit Hilfe des Quotienten 

 

bestimmt. Hierbei entspricht E260 dem Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren und 

E280 dem von Proteinen. Der Quotient sollte in 1 x TE-Puffer für DNA möglichst >1,8 

betragen (Sambrook 1989). 

2.2.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

2.2.3.1 LDL Rezeptor knockout PCR 

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der Vervielfältigung von DNA-Fragmenten 

(Mullis, Faloona et al, 1986). Dies geschieht durch die zyklische Wiederholung von 

Aufspaltungs-/Denaturierungs-, Anlagerungs- und Verlängerungsreaktionen. In der 

Aufspaltungsreaktion wird der DNA-Doppelstrang komplett getrennt. Anschließend 
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werden Primer angelagert und von ihnen ausgehend die komplementären Stränge 

durch eine thermostabile DNA-Polymerase synthetisiert. Die verwendeten Primer 

wurden von MWG Biotech (Ebersberg) hergestellt. In der vorliegenden Arbeit wurden 

folgende Standardbedingungen für die LDL knockout PCR-Amplifikation verwendet: 

• 5 µl DNA (0,1-1 µg/µl) 

• 2,5 µl 10xPCR-Puffer + MgCl2 (Roche) 

• 2,5 µl dNTP (TP, CTP, TTP und GTP) 

• 0,625 µl IMR0046 (LDLR-ex4) 

• 0,125 µl IMR0059 (LDLR-ko) 

• 0,375 µl IMR0014 (LDLR-neo) 

• 1,25 µl 5% DMSO 

• 12,375 µl H2O 

• 0,25 µl Taq-DNA-Polymerase (5 U/µl, Roche) 

• ∑25 µl 

Die PCRs wurden in einem  GeneAmp PCR System (Applied Biosystems) 

Thermocycler duchgeführt. Die Reaktionsbedingungen lauteten: 

• 95 °C 3 min, 

• 40 Zyklen: 95 °C  20 s, 57 °C 30 s, 72 °C 50 s, 

• 72°C 5 min 

Bei den verwendeten Primern beträgt die Annealingtemperatur, die direkt von der 

Länge und Zusammensetzung der Primer abhängig ist, 57 °C. Die Elongationszeiten  

bei 72 °C sind dagegen von der Länge des erwarteten Produktes abhängig. Pro 1kbp 

Produktlänge sollte bei Verwendung der Taq-Polymerase mit 30 s bis 1 min während 

der Wiederholung gerechnet werden (Mülhardt 2002; Mülhardt 2003). Je nach 

Fragmentlänge sollte der abschließende Elongationsschritt zwischen 5 und 10 min 

liegen, bei der LDL knockout PCR beträgt diese Zeit 5min. 

LDL Rezeptor knockout heterozygote bzw. homozygote Mäuse wurden mittels dieser 

PCR und anschließender Agarosegelelektrophorese der PCR Produkte identifiziert 

(Abschnitt 2.2.4). Der Identifizierung der Produktlängen dient der DNA Molecular 

Weight Marker X (= Lanemarker). Dieser besteht aus 23 DNA Fragmenten mit 

verschiedener Anzahl von Basenpaaren (bp). Nach Elektrophorese werden 19 

Banden sichtbar (Abbildung 5). 
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Abbildung 5 – Agarose Gelektrophorese von LDL Rezeptor knockout PCR 

Produkten. Die obere Bande entspricht einer DNA Fragmentlänge von ca. 800 bp bei LDL-

Rezeptor knockout, die untere Bande stellt eine Fragmentlänge von ca. 350 bp dar, wie sie 

bei der Wildtyp-Maus-DNA entsteht. Sind beide Banden zu sehen sind die Proben heterozygot 

für den LDL-Rezeptor knockout. LB 5-8, 5-13 bis 5-15 sind in dieser Abbildung heterozygot, 

5-12 zeigt den Wildtyp-Hintergrund. Von den Nachkommen in der F1 Generation (im Bild BQ 

1-1 bis BQ 1-10) sind BQ 1-2, 1-4, 1-6, 1-7 und 1-8 homozygot. Die Kontrollen 

LM=Lanemarker, WT=Wildtyp, Ldlr-/-=homozygot für LDL Rezeptor knockout, H2O=Wasser 

sind ebenfalls aufgetragen wurden. 
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2.2.3.2 Mikrosatellitenmarker background screen PCR 

Mikrosatelliten (syn. SSR - Simple Sequence Repeats oder auch SSLP - Simple 

sequence length polymorphism) sind kurze, nicht kodierende DNA-Sequenzen, die im 

Genom eines Organismus oft wiederholt werden. Die wiederholte Sequenz in einem 

Mikrosatelliten ist sehr einfach. Sie besteht aus zwei bis vier Nukleotiden und kann 

10- bis 100-mal wiederholt auftreten. Sequenziert man am Locus eines 

Mikrosatelliten, so erhält man Sequenzen wie "TAGTAGTAGTAGTAGTAG...". 

Mikrosatelliten sind die häufigste Form repetitiver DNA. Am häufigsten sind die 

Dinukleotidwiederholungen vom Typ (CA)n. Diese machen etwa 0,5% des Genoms 

aus. In der vorliegenden Studie wurden solche Mikrosatelliten-Marker herausgesucht, 

die polymorph zwischen den beiden Mausstämmen C57Bl/6 und BALB/cByJ sind, um 

festzustellen, ob die Maus an einem bestimmten Genort das Babl/c oder C57Bl/6 Allel 

trägt (Abbildung 6). In der vorliegenden Arbeit wurden folgende 

Standardbedingungen für den Mikrosatelliten Background screen mittels PCR-

Amplifikation verwendet: 

• 4 µl DNA (0,1-1 µg/µl) 

• 2,5 µl PCR-Puffer  

• 2,5 µl dNTP (TP, CTP, TTP und GTP) 

• 0,25 µl Taq Polymerase (Roche) 

• 1 µl forward Primer 

• 1 µl reverse Primer 

• 13,75 µl H2O 

 

Die PCRs wurden ebenfalls in einem  GeneAmp PCR System (Applied Biosystems) 

Thermocycler duchgeführt. Die Reaktionsbedingungen lauteten: 

• 95 °C 4 min, 

• 40 Zyklen: 95 °C  20 s, 55 °C 20 s, 72 °C 30 s, 

• 72 °C 5 min 

Die Reaktionsprodukte wurden anschließend mittels Polyacrylamidgelelektrophorese 

analysiert (Abschnitt 2.2.5) 
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Abbildung 6 – Beispiel für Marker assisted backcross: Polyacrylamidgelelektrophorese 

von  PCR Produkten auf Chromosom 14, an der Stelle des Markers d14mit356 (links), 

Chromosom 5 bei d5mit31 (Mitte) und Chromosom 3 bei d3mit 40 (rechts).  Es sind jeweils 

die Kontrollen Wasser, C57/Bl6, Balb/c, Heterozygote und Lanemarker neben den zu 

untersuchenden Mausproben aufgetragen.  Im linken Bild ist zu erkennen, dass LB 4-2 an 

dieser Stelle im Genom homozygot für das Balb/c Allel ist, während LB 4-3 heterozygot an 

dieser Position ist.  Die mittlere Abbildung zeigt die Übereinstimmung von LB 4-2 und 4-3 mit 

Balb/c. Das rechte Bild zeigt, dass die Mäuse der 5. Generation (LB 5-8, 5-13-15) an dieser 

Stelle alle homozygot für das Balb/c Allel sind. 

2.2.3.2.1 Genom Scan der F2 Generation mit Mikrosatelliten-

markern  

Eine genomweite Kartierung der F2 Generation wurde am Genomics Resource Center 

der Rockefeller University in New York City mittels Mikrosatelliten-PCR durchgeführt. 

Die dafür notwendige DNA wurde aus Mausschwanzspitzen oder Lebergewebe 

gewonnen (Abschnitte 2.2.1 und 2.2.2) und in 384 well Platten gekühlt nach New 

York verschickt. Die Mikrosatelliten-Marker, welche alle 19 Chromosomen  und das X-

Chromosom in einem durchschnittlichen Abstand von 13 centiMorgan (cM) abdecken, 

wurden zuvor auf das Vorhandensein eines Polymorphismus zwischen B6 und Balb 

untersucht. Die Forward Primer wurden fluoreszierend mit den Farbstoffen 6-
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carboxyfluorescein (FAM), 4,7,2',4',5',7'-hexachloro-6-Carboxyfluorescein (HEX) und 

2,7',8'-benzo-5'-fluoro-2',4,7-trichloro-5-carboxyfluorescein (NED) markiert. Die 

Reverse Primer waren nicht markiert, jedoch wurde eine GCTTCT Sequenz an das 

5`-Ende angehängt, um „stutter bands“ zu reduzieren (Brownstein et al, 1996). Die 

Marker wurden auf 13 Platten von jeweils 8 bis 10 Markern gruppiert. Der initiale 

Genomscan wurde mit 107 Markern in einem Abstand von ca. 13 cM durchgeführt. 

Die Namen der Marker sowie ihre Fluoreszenz-Markierung sind in der Tabelle 4 

aufgezeigt. Die PCR Reaktionen wurden in 384 well Platten mit 10-50 ng 

getrockneter DNA durchgeführt. Der PCR Mastermix beinhaltete den PCR Puffer  

(5 mM KCl, 1 mM Tris pH 9.0, 250 µM MgCl2), 200 µM jedes dNTP, 0,02 U/µl Taq 

Polymerase (Fisher Scientific) und 0,3 µl eines 8 µM Primer Mix von jedem forward 

und reverse Primer in einem Gesamtvolumen von 5 µl. Die PCR Produkte wurden den 

Panels nach geordnet und mittels Kapillarelektrophorese eines 3700 DNA-Sequenzers 

getrennt und mit der GENOTYPER software (Applied Biosystems) analysiert. 

 

Tabelle 4 - Zur Genotypisierung verwendete Mikrosatellitenmarker 
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D17MIT87 FAM 1 89.5 93.6 

D6MIT86 FAM 1 133.7 121.9 

D14MIT203 FAM 1 157.7 174.1 

D7MIT253 HEX 1 89.1 87.1 

D8MIT121 HEX 1 256.5 228.9 

D11MIT350 NED 1 102.8 98.6 

D3MIT63 NED 1 120.5 124.7 

D9MIT239 NED 1 202.2 198.1 

D13MIT76 FAM 2 108.7 100.6 

D17MIT164 FAM 2 132.4 122.8 

D2MIT74 FAM 2 159 161.2 

D13MIT236 HEX 2 98.5 88.8 

D2MIT518 HEX 2 111.8 125.3 

D18MIT69 HEX 2 154 158.1 

D14MIT7 NED 2 110.3 100.2 

D16MIT86 NED 2 130.2 124.1 

D8MIT348 NED 2 208.4 200.2 

D18MIT185 FAM 3 100.9 96.7 

D2MIT1 FAM 3 130 125.7 

D4MIT178 FAM 3 154.1 178.7 

D7MIT101 HEX 3 118.3 95.2 

D17MIT123 HEX 3 136.3 142.1 

D15MIT154 HEX 3 157.2 159.3 

D11MIT360 NED 3 126.7 102.3 

D4MIT181 NED 3 139.8 150 

D16MIT189 NED 3 209.3 203.3 

D1MIT136 FAM 4 103.4 109.5 

DXMIT216 FAM 4 126.4 132.7 

D12MIT164 FAM 4 148.2 152.7 

D12MIT82 FAM 4 169.5 167.6 

D8MIT124 HEX 4 132 137.9 

D3MIT74 HEX 4 155.5 151.4 

D10MIT233 NED 4 132.9 106 

D5MIT31 NED 4 225 239.2 

D2MIT409 FAM 5 105.7 99.2 
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D10MIT106 FAM 5 126.1 124.1 

D13MIT88 FAM 5 172.3 184.1 

D7MIT223 HEX 5 107.7 103.7 

D7MIT152 HEX 5 130.4 126.5 

D6MIT216 HEX 5 154.2 152.2 

D4MIT68 NED 5 106.3 110.4 

D13MIT139 NED 5 140.8 146.6 

D2MIT66 NED 5 262.1 279.4 

D6MIT274 FAM 6 117.6 96 

D7MIT62 FAM 6 150.5 134.7 

D12MIT34 FAM 6 175.5 190.3 

D4MIT195 HEX 6 109.3 113.6 

D19MIT71 HEX 6 136.89 150.63 

D1MIT178 HEX 6 184.4 165.8 

D10MIT271 FAM 7 119.1 99 

D4MIT256 FAM 7 139.9 137.9 

D15MIT176 FAM 7 156 158 

D3MIT107 FAM 7 198.5 212 

D16MIT103 HEX 7 114.4 110.4 

D18MIT208 HEX 7 128.3 126.2 

D10MIT80 HEX 7 157.1 142.6 

D18MIT24 HEX 7 179.4 205.4 

D7MIT248 NED 7 110.9 108 

D16MIT139 NED 7 152.6 178.6 

D9MIT151 FAM 8 121.5 110.5 

D11MIT1  FAM 8 161 165 

D5MIT201 HEX 8 115.3 111 

D12MIT60 HEX 8 149.8 143.7 

D7MIT267 HEX 8 200.6 185.9 

DXMIT223 NED 8 108.7 112.7 

D9MIT78 NED 8 131.4 127.1 

D8MIT178 NED 8 154.8 165.2 

D3MIT320 FAM 9 122.2 114.0 

D1MIT296 FAM 9 146.6 138.9 

D3MIT60 FAM 9 172.5 162.3 

D1MIT155 FAM 9 255.8 219.3 

D11MIT270 HEX 9 126.3 114.3 

D5MIT249 HEX 9 144 145.8 

D3MIT19 HEX 9 160 165.9 

D15MIT67 HEX 9 194.3 192.3 

D6MIT67 NED 9 156.1 160 

D17MIT115 FAM 10 123.1 113.5 

D10MIT20 FAM 10 236.8 224 

D8MIT166 HEX 10 122.3 118.2 

D2MIT7 HEX 10 148.3 146.3 

D2MIT504 HEX 10 202.4 198.5 

D9MIT259 NED 10 114.1 118.1 

D12MIT134 NED 10 186.2 188 

D5MIT73 FAM 11 117.2 119.2 

D11MIT151 FAM 11 142.7 154.5 

DXMIT124 FAM 11 180.9 177 

D3MIT51 FAM 11 243.5 257.8 

D14MIT267 HEX 11 116.8 118.9 

D15MIT35 HEX 11 148 152.4 

D12MIT4 HEX 11 209.2 198.7 

D14MIT60 NED 11 137.8 114.1 

D15MIT252 FAM 12 124.1 117.6 

D14MIT244 FAM 12 148.8 144.1 

D18MIT144 FAM 12 183 178.8 

D6MIT159 HEX 12 119.2 144.1 

D11MIT39 HEX 12 172.9 158.7 

D6MIT15 HEX 12 257.7 200.1 

D1MIT359 NED 12 123.7 116.6 

D19MIT42 NED 12 179.7 185.6 

D1MIT320 FAM 13 90 92 

DXMIT68 FAM 13 128.8 120.9 

D5MIT233 FAM 13 149.9 171.9 

D13MIT191 HEX 13 122.9 127 

DXMIT114 HEX 13 153.2 159.5 

D13MIT78 HEX 13 231.7 212.1 

D19MIT23 NED 13 200.3 189.6 

D8MIT65 NED 13 242.9 290.6 
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2.2.3.2.2 Finemapping mittels Single Nucleotid Polymorphisms 

(SNPs) 

Die für das Finemapping verwendeten SNPs wurden Datenbanken 

(http://www.informatics.jax.org/) entnommen und experimentell mit Hilfe von DNA 

Sequenzierung verifiziert. Diese 12 SNPs wurden anhand von Schmelzkurven-

Analyse, basierend auf einer Methode mit  fluoreszenzmarkierten DNA Sonden 

(Teupser et al, 2008), ausgewertet. Das Finemapping diente der Eingrenzung eines 

neu entdeckten QTLs auf einem Chromosomenabschnitt der Chromosomen 2, 3, 6 

und 8. Dies erfolgte durch eine engere Abdeckung der auf dem Chromosom 

verteilten SNPs. So wurden auf Chromosom 2 drei zusätzliche Marker bei 30 

(rs27193625), 35 (rs27192030) und 65 (rs13476554) Mb, für Chromosom 3 zwei 

Marker bei 40 (rs13477072) und 60 (rs13477139) Mb, für Chromosom 6 drei SNP 

Marker bei 65 (rs13478802), 85 (rs13478865) und 125 (rs4226262) Mb und für das 

Chromososm 8 4 zusätzliche Marker bei 20 (rs13479643), 40 (rs13479723), 60 

(rs13479792) und 120 (rs13480021) Mb zur Genotypisierung verwendet (Tabelle 5). 

Da das Chromososm 19 von Mikrosatellitenmarkern nicht in ausreichend kleinen 

Abständen abgedeckt war, wurden ebenfalls zusätzlich SNPs bei 15, 35, 40, 45 und 

60 Mb zur Genotypisierung herangezogen. 

Tabelle 5 – Zusätzliche SNP Marker zum Finemapping  

SNP Chromosom Position (Mb) 

rs13476554 2 65 

rs13477072 3 40 

rs13477139 3 60 

rs13478802 6 65 

rs13478865 6 85 

rs13479643 8 20 

rs13479723 8 40 

rs13479792 8 60 

rs13480021 8 120 

rs27192030 2 35 

rs27193625 2 30 

rs4226262 6 125 

 

Folgende PCR Bedingungen wurden zur Genotypisierung für das Finemapping auf 

Chromosom 2 verwendet: 
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• 1 µl MgCl2 (25 mM) 

• 0,63 µl 10 x Puffer 

• 0,63 µl dNTP Mix (2,5 mM) 

• 0,06 µl Est Taq Polymerase (5 U/µl) 

• 0,13 µl Primer-Sonden-Mix 

• 0,31 µl BSA NEB (10 mg/ml) 

• 2,5 µl H2O 

• ∑ 5,25 µl 

Hinzu kam jeweils 1 µl der Proben DNA.  

Die PCRs wurden ebenfalls in einem GeneAmp PCR System (Applied Biosystems) 

Thermocycler duchgeführt. Die Reaktionsbedingungen lauteten: 

• 95 °C 3 min 

• 45 Zyklen: 95 °C  20 s, 62,5 °C 30 s, 72 °C 1 min, 

• 72 °C 7 min 

• 95 °C 3 min 

• 30 °C 2,5 min 

• 90 °C 15 s 

Für Chromosom 3, 6, 8 und 19 herrschten folgende Bedingungen: 

• 1 µl MgCl2 (25 mM) 

• 0,63 µl 10xPuffer 

• 0,63 µl dNTP Mix (2,5 mM) 

• 0,06 µl Est Taq Polymerase (5 U/µl) 

• 0,37 µl Primer-Sonden-Mix 

• 0,31 µl BSA NEB (10 mg/ml) 

• 2,25 µl H2O 

• ∑ 5,25 µl 

Hinzugefügt wurde jeweils 1 µl der Proben auf ein Gesamtvolumen von 6,25 µl. 

Die Thermocycler-Reaktionsbedingungen lauteten: 

• 95 °C 3 min 

• 45 Zyklen: 95 °C  20 s, 61 °C (bzw. 62,5 °C für Chr 19) 30 s, 72 °C 1 min, 

• 72 °C 7 min 

• 95 °C 3 min 

• 30 °C 2,5 min 

• 90 °C 15 s 
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2.2.4 Agarosegel-Elektrophorese 

Aufgrund ihrer negativen Ladung sind Nukleinsäuregemische durch Gel-

Elektrophorese trennbar. Dabei haben die Länge der Nukleinsäure und ihre 

Sekundärstruktur einen Einfluss auf die Mobilität. Diese verhält sich umgekehrt 

proportional zur molaren Masse. DNA wurde elektrophoretisch auf TAE 

Agarosegelen analysiert. Die Massenkonzentration des Gels wurde entsprechend 

der erwarteten Größe der Fragmente gewählt (0,8-2,5% Agarose). Der Molecular 

Weight Marker X (Roche Diagnostics) wurde als Längenstandard mitgeführt. Der 

TAE Kammerpuffer bestand aus 2 M Tris-acetate und 5 mM Na2EDTA (pH 8,0). 

Nach einer Laufzeit von 30-90 Minuten bei 80 Volt wurde das Gel für 5 Minuten in 

einer Ethidiumbromid-Lösung (5 µg/ml in 1x TAE) gefärbt. Bei Ethidiumbromid 

handelt es sich um einen roten Phenathridin-Farbstoff, ein aromatisches Kation, 

welches zwischen den Basen der DNA interkaliert und im UV-Bereich bei 302 nm zur 

Fluoreszenz gebracht werden kann. Die Fluoreszenz wird durch die Interaktion mit 

den DNA-Basen noch intensiviert, sodass sehr kleine DNA-Mengen detektiert 

werden können (  50 ng) (Voet 2002). Nach Beendigung der Färbung wurde das 

Gel durch Elektrophorese für 5 min entfärbt und anschließend mit UV-Licht einer 

Wellenlänge von 256 nm dokumentiert. 

2.2.5 Polyacrylamidgel-Elektrophorese 

Zunächst erfolgt die Herstellung eines 8%igen Polyacrylamidgels nach folgendem 

Prinzip: 

• H2O     29,1 ml 

• 10xTBE Puffer    2 ml 

• Glycerol (99%)   500 µl 

• 40% 1:29 Acrylamid   8 ml 

• 10% Ammoniumperoxidsulfat  400 µl 

• TEMED     30 µl 

Das nach dieser Methode hergestellte Gel wurde zwischen 2 Glasplatten pipettiert, 

war nach 2 Stunden auspolymerisiert und konnte in die Elektrophoresekammer 

überführt werden. Der Kammerpuffer bestand aus 0,25 x TBE Puffer. Dieser wurde 

aus 50 ml 10xTBE und 2 Liter DEPC Wasser hergestellt. 10xTBE Puffer setzte sich 

wiederum aus 107,8 g Tris, 55 g Borsäure und 7,44 g EDTA auf 1000ml Aqua mit 

einem pH von 8,3 zusammen. Auf 14 µl DNA wurden 1,5 µl Loading buffer 

(Ladepuffer= Farbstoff) pipettiert und die Platte für 1 min bei 800 g zentrifugiert. Es 

wurden jeweils 1 Liter Kammerpuffer oben und unten in eine Vertikalkammer und 
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das Gel bei 60 Volt über 18 Stunden bei 4 °C laufen gelassen. Daraufhin wurde das 

Gel für 45 Minuten in einer 1 µg/ml Ethidiumbromid-Lösung gefärbt. Anschließend 

wurde das Gel unter UV Licht mit einer Wellenlänge von 256 nm dokumentiert. 

2.3 Phänotypisierung       

2.3.1 Histologische Aufbereitung der Brachiocephalarterie 

Die Aufarbeitung der für die Atherosklerosequantifizierung wichtigen Gefäßabschnitte 

der Brachiocephalarterie, beginnend 200 µm cranial der Bifurkation von A. carotis 

communis und A.subclavia (Abbildung 7) erfolgte nach der Methode von Teupser et 

al. (Teupser, Persky et al, 2003). Zur Quantifizierung der Atherosklerose erfolgte die 

Anfertigung von 10 µm dicken Schnitten der Brachiocephalarterien. Die 

Schnitttemperatur betrug -30 °C und je 2 Schnitte wurden auf einem Objektträger 

(Superfrost plus, Menzel) aufbewahrt. 

Die in Einbettmedium (Tissue-Tek O.C.T. Compound) bei -80 °C aufbewahrten 

Gefäße wurden so im Mikrotom eingespannt, dass die A. subclavia dextra und A. 

carotis communis dextra zuerst geschnitten wurden. Die Bifurkation wurde als 

Startpunkt für die Schnittverwahrung definiert. Die ersten 20 Schnitte wurden 

verworfen. Die folgenden beiden Schnitte (200 µm vom Startpunkt) wurden auf 

einem Objektträger asserviert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C 

aufbewahrt. Die nächsten 12 Schnitte wurden auf 6 Objektträger aufgebracht und 

bis zur immunhistochemischen Färbung ebenfalls bei -80 °C aufbewahrt. Bei 400 µm 

und 600 µm vom Startpunkt  wurden jeweils 2 Schnitte für die Quantifizierung der 

Atherosklerose asserviert und tiefgefroren (Abbildung 7). 
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Abbildung 7 – Aufbereitung der Brachiocephalarterie 

2.3.2 Histologische Färbung der BCA 

Zur quantitativen Analyse der Atherosklerose wurden die Schnitte 1a, 2a und 3a der 

Brachiocephalarterien einer histologischen Färbung mit Ölrot O, Lichtgrün und 

Haematoxylin unterzogen. Dabei färbt Ölrot O intra- und extrazelluläre Lipide rot, 

Lichtgrün färbt elastische Fasern grün und Zellkerne werden durch Haematoxylin 

dunkelblau gefärbt. Die Objektträger wurden bis zur Färbung in 

formalindampfgesättigten Kammern bei -80 °C aufbewahrt und fixiert. Die Ölrot-0-

Färbung erfolgte mechanisiert mit Hilfe des Varistain Gemini (Shandon, 

Frankfurt/Main) nach folgendem Protokoll: Die Objektträger wurden für 2 Minuten in 

Behältnissen mit Wasser gewaschen (nach 1 Minute wurde das Behältnis 

gewechselt), danach 30 Sekunden in  60% Isopropanol. Im Anschluss erfolgte die 

Färbung mit 0,24% Ölrot (Aldrich, St. Louis). Nach 18 Minuten wurden die 

Objektträger mit 60%igem Isopropanol (30 s) und Wasser (2 x 1 min) gewaschen. 

Anschließend wurden die Objektträger nochmals 2 Minuten lang in 2,4% 

Haematoxylin gegengefärbt, bevor sie 1 Minute in die Blueing-Lösung gegeben 

wurden. Nochmals wurden die Objektträger 1 Minute mit Wasser gewaschen. Nach 

der zweiten Waschung wurden die Objektträger 30 Sekunden lang mit Lichtgrün 

inkubiert und anschließend ein drittes Mal gewaschen. Nach der Färbung wurden die 

Schnitte mit der zuvor auf 55 °C angewärmten Glycerol-Gelatine und Deckgläschen 

luftblasenfrei abgedeckt.  
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2.3.3 Quantifizierung der atherosklerotischen Plaques an der BCA 

Zur quantitativen Analyse der atherosklerotischen Läsionen wurden die mit Ölrot O  

gefärbten Schnitte verwendet. Mit Hilfe eines Zeiss-Mikroskop (Axioskop) wurden 

Bilder der Brachiocephalarterien (Vergrößerung 5-fach) angefertigt und digital 

gespeichert (AxioVision/SCD950). Die Auswertung erfolgte mit der Zeiss-Image-

Software KS300 Version 3.0 (Zeiss, Jena). Die rot gefärbten und somit  lipidhaltigen 

Areale der Intima wurden manuell mit Hilfe der Software umrandet und somit die 

Größe der Fläche bestimmt. Der Mittelwert der Fläche der Läsionen der Schnitte 1a, 

2a und 3a ergab die intimale Läsionsgröße der Brachiocephalarterie (Teupser, 

Pavlides et al, 2004) 

2.3.4 Klinische Chemie 

Die klinisch-chemischen Analysen erfolgten nach den Richtlinien der 

Bundesärztekammer (RiliBÄK) unter Standardbedingungen mit Qualitätskontrollen. 

Die bei der Sektion der Tiere gewonnen 50 µl Plamsa wurden in einem 1:4 Verhältnis 

mit isotonischer Kochsalzlösung gemischt und die Bestimmung der Laborparameter 

ALAT, ASAT, Cholinesterase, LDH, GLDH, Glucose, Triglyzeride, Cholesterol, 

Harnstoff und Protein mittels automatisierter Messgeräte (Modular PPE, Roche) 

unseres Institutes durchgeführt.  

2.3.5 Fraktionierung der Lipoproteine 

Mittels Ultrazentrifugation erfolgte eine quantitative Bestimmung der Lipoproteine 

(Ultrazentrifuge Optima L-90K, Rotor Typ 42.2 Ti; Thickwall Cellulose Proprionate 

Zentrifugenröhrchen 7 x 20 mm; Beckman, Irvine, CA, USA). In ein 

Zentrifugenröhrchen wurden 60 µl Mausplasma gegeben, mit 60 µl PBS überschichtet 

und anschließend zentrifugiert (4 °C, 40000 U/min, 3 h). Mit Hilfe einer 100 µl 

Hamilton Spritze (HPLC Mikroliterspritze, Roth) wurden nun 60 µl des Unterstandes 

in ein neues Zentrifugenröhrchen überführt. Zwischen den einzelnen Proben wurde 

die Hamilton-Spritze mit destilliertem Wasser gespült. Mit einer Pipette erfolgte die 

Überführung der verbliebenen 60 µl ebenfalls in ein neues Zentrifugenröhrchen. Nun 

erfolgte die Zugabe von 60 µl KBr-Lösung (Dichte = 1,12 g/ml) zum Unterstand und 

es erfolgte eine erneute Zentrifugation (4 °C, 40000 U/min, 18h). Der daraus 

entstandende Unterstand ergibt das HDL, der Überstand besteht aus LDL. HDL 

wurde mittels einer Hamilton Spritze, LDL mit einer Pipette  in jeweils ein 1,5 ml 

Eppendorfgefäß gegeben. Der Überstand der ersten Zentrifugation wurde mit 60 µl 
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PBS überschichtet und ebenfalls zentrifugiert (4 °C, 40000 U/min, 18 h). Der so 

entstandene Unterstand ergibt das LDL und wurde mittels einer Hamilton Spritze in 

das LDL Eppendorfgefäß gegeben. Der Überstand, welcher das VLDL ergibt wurde 

mit einer Pipette in ein weiteres Eppendorfgefäß transferiert. In allen Fraktionen 

erfolgte die unverdünnte Messung von Cholesterol und Triglyceriden. Die LDL-Werte 

mussten mit Faktor 2 multipliziert werden, um die Vorverdünnung auszugleichen. Die 

Dichte der Plasmalipoproteinfraktionen betrug für 

• VLDL: < 1,006 g/ml 

• IDL, LDL: 1,006 - 1,063 g/ml 

• HDL: > 1,063 g/ml 

2.3.6 Lipidanalytik 

Zur Bestimmung von Gesamtcholesterol und -triglyzeriden im Mausplasma wurde das 

durch kardiale Punktion gewonnene Plasma 1:5 verdünnt und anschließend die 

entsprechende Konzentration gemessen. Bei Bestimmung von Gesamtcholesterol und 

-triglyzeriden in den zuvor gewonnenen Lipoproteinfraktionen wurden die Proben 

unverdünnt eingesetzt. Die Cholesterolbestimmungen wurden manuell in einer 

Mikrotiterplatte im 96-Loch Format durchgeführt. Dabei wurden 10 µl der Probe mit 

200 µl Cholesterol-Reagenz (Roche, Mannheim) vermischt und anschließend für 

10 min bei Raumtemperatur auf einem Orbitalschüttler inkubiert. Während der 

Inkubation fand eine konzentrationsabhängige Farbreaktion statt. Das Testprinzip 

(CHOD-PAP->Cholesterol Oxidase Phenol 4-Aminoantipyrine Peroxidase) beruht auf 

einer enzymatischen Reaktion. Cholesterol wird nach enzymatischer Hydrolyse und 

Oxidation bestimmt. Der Indikator Quinoneimin wird von Wasserstoffperoxid und 4-

Aminoantipyrin in Anwesenheit von Phenol und Peroxidase gebildet (Abbildung 8). 

 

 

Abbildung 8 – Prinzip der Cholesterol-Messmethode CHOD-PAP 

Die anschließende Messung erfolgte mit Hilfe des Extinktionsmessgerätes „SPECTRA 

Flour“ (Tecan, Crailsheim, Lichtstrahlverfahren) bei 500 nm. Kalibratorverdünnungen 
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mit 50, 100, 200 und 400 mg/dl Cholesterol (Sigma, Taufkirchen) dienten als 

Standard. 

Die Triglyzeridbestimmung erfolgte analog der Cholesterolbestimmung mit 

entsprechendem Triglyzerid-Reagenz (Roche, Mannheim). Hier beruht das Prinzip 

(GPO-PAP->glycerol phosphate oxidase-p-aminophenazone) ebenfalls auf einer 

enzymatischen Reaktion. Der Hydrolyse von Triglyceriden zu Glycerol  folgt die 

Oxidation zu Dihydroxyacetonphosphat und Wasserstoffperoxid. Letzteres reagiert 

mit 4-Aminophenazon und 4-Chlorophenol unter der katalytischen Wirkung der 

Peroxidase zu dem roten Indikatorfarbstoff. 

2.3.7 Messung der Phytosterole 

Die Phytosterolkonzentrationen wurden mittels Tandem Massenspektrometrie (APPI-

LC-MS/MS (API 3000) ermittelt. Diese Methode basiert auf einer Kopplung der  

Flüssigkeitschromatographie (LC) mit der Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) 

unter Nutzung von Photoionisation unter atmosphärischem Druck (APPI). Dies 

erlaubte eine simultane Quantifizierung von freiem und verestertem Betasitosterol, 

Brassicasterol, Campesterol und Stigmasterol (Lembke et al, 2005). Ebenfalls wurde 

Lanosterol, ein Zwischenprodukt bei der Biosynthese von Cholesterol, gemessen. Als 

Untersuchungsmaterial dienten 10 µl Serum, welches stabil bei -80 °C gelagert 

wurde. Die benötigten Reagenzien für den Ansatz waren: 

• Interner Standard d5-Phytosterole 

• Interner Standard d7-Cholesterol  

• Isopropanol (HPLC, gradient grade) 

• Methanol (HPLC, gradient grade) 

• Acetonitril (HPLC, gradient grade) 

• Stigmasterol (ST) 

• Campesterol (CA) 

• Brassicasterol (BR) 

• Lanosterol (LA) 

• β-Sitosterol (SI) 

• Cholesterol (CH) 
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Die Herstellung der benötigten Lösungen und Kalibratoren sowie der Ansatz der 

Proben erfolgte nach dem folgenden Protokoll: 
 

• Herstellung Interner Standard (IS)-Stammlösung:  

o 1 g/l Interner Standard d5-Phytosterole in Isopropanol lösen  

(= IS, d5-PS-Mix; davon 10ml herstellen), Lagerung bei –80 °C 

o 100 mg/l Interner Standard d7-Cholesterol in Isopropanol lösen 

(= IS, d7-Chol; davon 10ml herstellen), Lagerung bei –80 °C 

• Herstellung IS-Gebrauchslösung:  

o 100 µl IS, d5-PS-Mix und 

o 100 µl IS, d7-Chol  

in 100 ml Methanol/ Acetonitril 1+1 lösen, Lagerung bei –40 °C, Haltbarkeit 1 

Woche  
 

Kalibratoren: 

• Herstellung Stammlösungen:  

o je 1 g/l für alle Phytosterole (ST, CA, BR, LA und SI) in Isopropanol 

Lagerung bei –80 °C  

o 10 g/l Cholesterol (CH) in Isopropanol, Lagerung bei –80 °C 

• Herstellung Eichkurven:  

o Phytosterolkalibratoren 

 C5  je 50 mg/l aus den Stammlösungen in Isopropanol 

 C4  10 mg/l 

 C3  2 mg/l 

 C2  0,5 mg/l 

 C1  0,1 mg/l, Lagerung bei –80 °C 

o Cholesterolkalibratoren 

 CC3 2000 mg/l aus Stammlösung in Isopropanol 

 CC2 500 mg/l 

 CC1 100 mg/l 

 CC001 10 mg/l, Lagerung bei –80 °C  

 Blank Isopropanol 

Kontrollen: 

• KS   Serumkontrolle 

• KH Serumkontrolle + Steroladdition 

• KM Phytosterolkontrolle in Isopropanol, Lagerung bei –80 °C 
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Zunächst wurden die Kalibratoren mengenmäßig für 2 Bestimmungen, jeweils am 

Anfang und am Ende einer Messung, sowie die KM Kontrolle (siehe oben) ebenfalls 

für Anfang und Ende des Laufes, sowie nach jeder 20sten Probe, in ein Eppendorf-

Safelock-Tube überführt. Die Kalibratoren, Kontrollen, IS-Standardlösung und die 

Proben wurden auf Raumtemperatur erwärmt. 490 µl der IS-Gebrauchslösung 

wurden in ein Eppendorf-Gefäß vorgelegt, dazu wurden 10 µl der zu untersuchenden 

Proben pipettiert und anschließend für 5 Sekunden gevortext. Anschließend wurden 

die Proben für 10 min bei 1300 U/min zentrifugiert. Der daraus resultierende 

Überstand wurde in Autosampler-Vials pipettiert und bis zur Messung im Kühlschrank 

aufbewahrt, bzw. bei einem Zeitraum >1 Tag bei -40 °C eingefroren. 

2.4 Statistische Auswertung 

2.4.1 Statistische Analyse und Bioinformatik 

Alle Daten wurden, wenn nicht anders angegeben, als Mittelwert ± 

Standardabweichung angegeben. Die Beurteilung der Normalverteilung wurde mit 

der PRISM Statistik Software (GraphPad, San Diego) anhand des Kolmogorov-

Smirnov Test durchgeführt. Für den  Vergleich mehrerer Gruppen wurden der 

Kruskal-Wallis Test mit anschließendem Dunn´s Test verwendet. Der Vergleich 

zweier Gruppen wurde mit dem Mann-Whitney Test durchgeführt. Für die 

Kopplungsanalysen wurden die Daten der atherosklerotischen Läsionsgröße der 

Brachiocephalarterie in eine semiquantitative Verteilung transformiert, um eine 

Normalverteilung zu erzielen. Alle anderen Phänotypen, die signifikant von einer 

Normalverteilung abwichen, wurden entweder logarithmiert oder in die 

Quadratwurzel umgewandelt, um sie in eine Normalverteilung zu überführen. 

Kopplungsanalysen für einzelne QTL´s wurden mit MapManager QTX Version b20, 

frei erhätlich unter www.mapmanager.org (Manly et al, 2001), ausgeführt. Die 

Signifikanzniveaus für die LOD (logarithm of the odds) scores wurden empirisch 

durch Permutationstests (n=1000) bestimmt. Informationen über syntene Regionen 

zwischen Maus und Mensch wurden der Ensembl Datenbank (www.ensembl.org) und 

Haplotyp-Informationen dem Mouse Haplotype Block viewer (erhältlich unter 

http://mouse.perlegen.com/mouse/mousehap.html) entnommen. Informationen 

über Gene, die auf durch QTL Mapping identifizerten  Chromosomenabschnitten 

lokalisert sind,  wurden mit Hilfe von JAX Mouse Genome Informatics 

(http://www.informatics.jax.org/) gewonnen.  
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2.4.2 Kopplungsanalyse 

Zur Lokalisation der QTL´s wurde die Map Manager QTXb20 software 

(http://mapmgr.roswellpark.org/) (Manly et al, 2001) verwendet. Da sich die 

Ausprägung atherosklerotischer Läsionen, sowie weitere phänotypische Merkmale  

bei männlichen und weiblichen Mäusen, signifikant unterscheidet, wurden alle 

Analysen nach Geschlechtern getrennt durchgeführt. Eine likelihood ratio statistic 

(LRS) wurde generiert, um die Signifikanz der Korrelation eines genetischen Markers 

mit dem Merkmal zu bestimmen. Die „Log of the odds ratio“ (LOD) scores wurden 

durch Divison der LRS mit 4,6 berechnet. Der LOD score vergleicht die 

Wahrscheinlichkeit, die Ergebnisse zu erhalten, wenn die Loci miteinander verlinkt 

sind, mit der Wahrscheinlinchkeit dieselben Werte durch puren Zufall zu erhalten. 

Eintausend Permutationen der Merkmalswerte wurden zur Bestimmung der 

empirischen Signifikanzgrenzen „suggestiv“, „signifikant“ und „hoch signifikant“ der 

LOD scores verwendet. Loci, die die 95. Perzentile der Permutationsverteilung 

überschritten, wurden als signifikant (P<0,05), Loci, die die 37. Perzentile 

übertreffen als suggestiv (P<0,63) definiert. Ein  p-Wert <0,001 wurde als hoch 

signifikant angesehen. Der p-Wert ist ein Maß dafür, wie häufig die Daten rein 

zufällig beobachtet werden könnten. So gilt beispielsweise ein p-Wert von 0,05 für 

gewöhnlich als signifikant, da dieser Wert eine nur 5%-ige Wahrscheinlichkeit für 

eine rein zufällige Beobachtung dieser Daten angibt. Das „support intervall“ (SI) für 

jeden QTL wird durch einen Abfall des QTL Peaks um 1-LOD bestimmt. Der Allel-

Einfluss eines jeden QTL wurde mit Hilfe der Mittelwerte der Phänotypen für jeden 

der drei möglichen Genotypen ermittelt. Mittels ANOVA (Analysis of Variance) wurde 

bestimmt, ob sich die Mittelwerte der Phänotypen der Nachkommen mit 

verschiedenen Genotypen an einem bestimmten Marker signifikant unterscheiden. 

Demnach wird getestet, ob die Varianz zwischen den Gruppen größer ist als die 

Varianz innerhalb der Gruppen, wodurch ermittelt werden kann, ob sich die Gruppen 

signifikant unterscheiden. Die Unterschiede gelten als statistisch signifikant, wenn 

P<0,05 ist. Voraussetzung für die Varianzanalyse ist eine Normalverteilung der 

Daten. Ist dies nicht der Fall wurden nicht-parametrische, verteilungsfreie Tests, wie 

der Mann-Whitney-U-Test angewandt. 
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3 Ergebnisse 

3.1  Phänotypisierung der Parentalstämme B6.Ldlr-/- und  

BALB.Ldlr-/- 

LDL Rezeptor defiziente Mäuse auf dem genetischen BALB/cByJ Hintergrund 

(BALB.Ldlr-/-) wurden mittels Marker assistierter Rückkreuzung des Ldlr-/- Merkmals 

von B6 auf BALB hergestellt. B6.Ldlr-/- und BALB.Ldlr-/- Mäuse wurden nach 16 

wöchiger standardisierter semisynthetischer Diät seziert und umfangreich 

phänotypisiert. Neben der Größe der atherosklerotischen Plaques an der 

Brachiocephalarterie wurden 41 weitere phänotypische Merkmale bestimmt. Diese 

beinhalteten  sowohl anthropometrische Parameter als auch eine umfangreiche Liste 

von metabolischen Parametern, einschließlich Plasmakonzentrationen von Lipiden, 

Lipoproteinen und Sterol-Metaboliten (Tabelle 6). BALB.Ldlr-/- Mäuse zeigten eine 

ausgeprägte Atherosklerose-Resistenz und entwickelten signifikant kleinere Läsionen 

als B6.Ldlr-/- (Abbildung 10).  Beide Parentalstämme zeigten deutliche Unterschiede 

im Lipidprofil (Tabelle 6). Aufgrund der beobachteten signifikanten  

Geschlechtsunterschiede für mehrere Merkmale, einschließlich der 

atherosklerotischen Läsionsgröße, wurden die Männchen und Weibchen 

nachfolgend getrennt voneinander analysiert. 

3.2 Atherosklerotische Läsionsgrößen an der Brachiocephalarterie   

Die Quantifizierung der atherosklerotischen Läsion an der Brachiocephalarterie 

brachte Schnitte mit unterschiedlicher Ausprägung der Atherosklerose hervor 

(Abbildung 9 A-D). Die Quantifizierung der Atherosklerose der Parentalstämme (F0 

Generation) zeigte bei BALB.Ldlr-/- Mäusen eine ausgeprägte Atherosklerose-

Resistenz und die Entwicklung signifikant kleinerer Läsionen als bei den B6.Ldlr-/- 

Mäusen (Abbildung 10 A und B). Die Quantifizierung der atherosklerotischen 

Läsionsgröße der F1 Generation ergab eine mäßige, der F2 Generation eine große 

Streuung (Abbildung 10 A und B). Die Subgruppenanalyse der männlichen und 

weiblichen Tiere der F2 Generation (jeweils aus Cross A und Cross B) ergab keine 

signifikanten Unterschiede der mittleren Läsionsgröße (Abbildung 10 C).  
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Tabelle 6 – Erhobene Phänotypen bei B6.Ldlr-/- und BALB.Ldlr-/- Mäusen (Parentalstämme) 

und Darstellung signifikanter Unterschiede; BCA atherosklerotische Läsionsgröße an der 

Brachiocephalarterie; epend/param ependymales/parametrales Fettgewebe.  

 Männliche Tiere Weibliche Tiere 

 B6.Ldlr-/- BALB.Ldlr-/- P B6.Ldlr-/- BALB.Ldlr-/- P 

N 15 16  16 17  

BCA (µm2) 6361 ±6780 82,11 ±223,77 <0,001 30205 ±27703 287,81 ±358,22 <0,001 

Körpergröße (cm) 9,19 ±0,30 9,19 ±0,26 NS 8,65 ±0,24 8,90 ±0,30 <0,05 

Gewicht (g) 28,45 ±3,21 28,09 ±2,94 NS 21,33 ±0,91 21,89 ±1,85 NS 

Omentales Fettgewebe (g) 0,63 ±0,18 0,62 ±0,10 NS 0,43 ±0,04 0,43 ±0,08 NS 

Perirenales Fettgewebe (g) 0,37 ±0,20 0,34 ±0,08 NS 0,27 ±0,04 0,29 ±0,09 NS 

Epend./param. Fettgewebe. (g) 0,81 ±0,42 0,65 ±0,20 NS 0,30 ±0,06 0,33 ±0,12 NS 

Fettgewebe gesamt (g) 1,82 ±0,77 1,61 ±0,36 NS 1,00 ±0,11 1,08 ±0,27 NS 

Gewicht Niere links (g) 0,17 ±0,03 0,20 ±0,04 <0,05 0,14 ±0,02 0,16 ±0,02 <0,01 

Gewicht Niere rechts (g) 0,17 ±0,02 0,20 ±0,03 <0,01 0,13 ±0,02 0,17 ±0,03 <0,001 

Cholesterol (mg/dL) 572,65 ±201,98 354,73 ±87,98 <0,01 809,08 ±96,82 322,54 ±66,67 <0,001 

VLDL-Cholesterol (mg/dL) 65,96 ±36,15 30,14 ±16,52 <0,001 189,91 ±61,86 21,93 ±8,38 <0,001 

LDL-Cholesterol (mg/dL) 434,83 ±156,72 213,31 ±74,57 <0,001 584,91 ±79,36 235,59 ±56,86 <0,001 

HDL-Cholesterol (mg/dL) 71,85 ±20,84 111,27 ±16,90 <0,001 35,11 ±10,60 65,02 ±9,72 <0,001 

Triglyceride (mg/dL) 158,07 ±67,57 198,40 ±75,46 <0.05 175,81 ±68,75 142,46 ±62,65 <0,05 

VLDL-Triglyceride (mg/dL) 77,61 ±45,93 99,61 ±42,86 NS 95,85 ±45,55 56,40 ±25,33 <0,05 

LDL-Triglyceride (mg/dL) 60,71 ±17,41 71,58 ±26,37 NS 60,77 ±21,08 60,94 ±28,40 NS 

HDL-Triglyceride (mg/dL) 19,74 ±7,07 27,21 ±9,63 <0,05 19,19 ±8,73 25,13 ±9,84 NS 

Freies Brassicasterol (mg/L) 0,31 ±0,13 0,21 ±0,06 <0,05 0,67 ±0,15 0,26 ±0,07 <0,001 

Verestertes Brassicasterol (mg/L) 1,09 ±0,37 0,62 ±0,18 <0,001 3,20 ±0,98 0,99 ±0,24 <0,001 

Gesamt Brassicasterol (mg/L) 1,40 ±0,49 0,83 ±0,22 <0,001 3,88 ±1,11 1,25 ±0,30 <0,001 

Brassicasterol/Cholesterol 2,3x10-4 ±3,4x10-5 2,0x10-4 ±6,8x10-5 <0,001 5,0x10-4 ±1,0x10-4 3,1x10-4 ±5,8x10-5 NS 

Freies Sitosterol (mg/L) 2,49 ±1,13 0,95 ±0,33 <0,001 4,53 ±1,60 1,11 ±0,44 <0,001 

Verestertes Sitosterol (mg/L) 4,75 ±1,93 3,02 ±1,50 <0,05 6,88 ±1,48 2,82 ±0,92 <0,001 

Gesamt Sitosterol (mg/L) 7,24 ±3,00 3,97 ±1,80 <0,001 11,41 ±3,03 3,93 ±1,33 <0,001 

Sitosterol/Cholesterol 1,2x10-3 ±2,9x10-4 1,0x10-3 ±5,8x10-4 <0,01 1,5 x10-3 ±2,8x10-4 9,9x10-4 ±2,9x10-4 NS 

Freies Campesterol (mg/L) 7,00 ±3,03 3,22 ±1,18 <0,001 12,29 ±1,59 4,26 ±1,38 <0,001 

Verestertes Campesterol (mg/L) 21,96 ±8,74 12,51 ±4,82 <0,001 42,70 ±6,27 17,18 ±4,75 <0,001 

Gesamt Campesterol (mg/L) 28,96 ±11,73 15,73 ±5,97 <0,001 54,99 ±7,71 21,44 ±6,12 <0,001 

Campesterol/Cholesterol 4,6x10-3 ±8,3x10-4 3,9x10-3 ±1,8x10-3 <0,01 7,2x10-3 ±1,0x10-3 5,3x10-3 ±1,2x10-3 <0,01 

Freies Cholesterol (mg/L) 1186,87 ±397,54 762,63 ±216,69 <0,01 1566,73 ±314,92 669,31 ±134,59 <0,01 

Verestertes Cholesterol (mg/L) 4922,00 ±1568,98 3458,75 ±777,15 <0,001 6197,33 ±907,67 3313,13 ±506,99 <0,001 

Gesamt Cholesterol (mg/L) 6108,87 ±1963,64 4221,38 ±992,11 <0,001 7764,07 ±1210,55 3982,44 ±639,81 <0,001 

Verest. Cholesterol/Cholesterol 0,81 ±7,3x10-3 0,82 ±0,01 <0,001 0,80 ±0,01 0,83 ±8,6x10-3 <0,001 

Lanosterol (mg/L) 0,24 ±0,15 0,11 ±0,03 <0,001 0,82 ±0,76 0,11 ±0,05 <0,001 

Lanosterol/Cholesterol 4,0x10-5 ±2,0x10-5 2,7x10-5 ±1,1x10-5 <0,05 1,0x10-4 ±8,7x10-5 2,8x10-5 ±1,4x10-5 <0,001 

Glukose (mg/dL) 250,60 ±63,37 165,70 ±42,76 <0,001 253,40 ±38,81 212,00 ±66,80 <0,001 

Gesamt- Protein (g/L) 47,15 ±3,90 49,23 ±2,21 <0,05 47,02 ±2,34 46,83 ±6,58 NS 

GLDH (µkat/L) 0,38 ±0,69 0,34 ±0,46 NS 0,15 ±0,04 0,15 ±0,06 NS 

ALAT (µkat/L) 0,92 ±1,06 0,51 ±0,12 NS 0,40 ±0,08 0,45 ±0,21 NS 

ASAT(µkat/L) 2,28 ±2,02 1,72 ±0,60 NS 1,94 ±0,43 1,93 ±0,52 NS 

Cholinesterase (µkat/L) 65,09 ±13,17 61,85 ±10,15 NS 92,15 ±6,09 86,53 ±10,30 NS 

Fellfarbe Schwarz Weiß  Schwarz Weiß  
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Abbildung 9 – Repräsentative Schnitte (Ölrot 0 Färbung) von 

Brachiocephalarterien der F2 Generation mit ausgeprägter (A), mäßiger (B), 

geringer (C) und keiner (D) atherosklerotischen Läsion 
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Abbildung 10 – Atherosklerotische Läsionsgröße an der Brachiocephalarterie der 

Parentalstämme, der F1 und F2 Generation: (A) Läsionsgröße bei den weiblichen 

Tieren; (B) Läsionsgröße  bei den männlichen Tieren; (C): Läsionsgröße der F2 Männchen 

 Männchen Weibchen 

 n n 

Balb 16 17 

B6 15 16 

F1 29 30 

F2 189 187 

 n 

F2a ml. 95 

F2a wbl. 95 

F2b ml. 94 

F2b wbl. 92 
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und Weibchen der verschiedenen Subgruppen: F2a Tiere wurden durch Kreuzung männlicher 

B6.Ldlr-/- Mäuse mit weiblichen BALB.Ldlr-/- Mäusen und Kreuzung der daraus entstanden F1 

Generation untereinander, generiert. F2b Tiere wurden durch Kreuzung männlicher  

BALB.Ldlr-/- Mäuse mit weiblichen B6.Ldlr-/- Mäusen und Kreuzung der daraus resultierenden 

F1 Generation erzeugt. 

 

 

3.3 Identifizierung eines neuen QTL der Atherosklerose an der BCA 

auf Chromosom 6 

Zur Identifizierung von Genloci, die für die unterschiedliche Atheroskleroseanfälligkeit 

verantwortlich sind, wurden zunächst 376 F2 Mäuse in einer reziproken Kreuzung 

zwischen B6.Ldlr-/- und BALB.Ldlr-/- erzeugt und eine Kopplungsanalyse durchgeführt. 

Die atherosklerotische Läsionsgröße an der Brachiocephalarterie der F2 Mäuse zeigte 

eine breite Streuung (Abbildung 10). Erstmalig konnte in dieser Arbeit ein neuer 

signifikanter QTL für die atherosklerotische Läsionsgröße auf dem distalen Teil des 

Chromosoms 6 gefunden werden. Dieser Locus war nur bei den Männchen präsent 

(LOD 6,09; p<0,001) und nicht bei den Weibchen (LOD 0,32). Wie in Abbildung 11 

gezeigt, lag der höchste LOD score in der Nähe des Markers d6mit216 (67 cM, 121,1 

Mb).  

 

 

Abbildung 11 – LOD Score Darstellung für die atherosklerotische Läsionsgröße der 

Brachiocephalarterie auf Chromosom 6 der männlichen Tiere 
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Im Folgenden wurde die Allel-Verteilung an diesem Locus analysiert. Diese zeigte, 

dass das B6 Allel das Risiko-Allel für die Atheroskleroseempfindlichkeit darstellte 

(Abbildung 12). Um, wie in vorherigen Arbeiten gezeigt (Teupser et al, 2006), die 

Auswirkungen von Geschlecht und der Abstammung auf die 

Atheroskleroseempfindlichkeit nachweisen zu können, entsprach auch das 

Studiendesign der vorliegenden Arbeit dem einer reziproken Kreuzung. Zu diesem 

Zweck wurden 189 F2 Mäuse durch Kreuzung männlicher B6.Ldlr-/- und weiblicher 

BALB.Ldlr-/- Mäuse und Kreuzung der daraus resultierenden F1 Generation (cross 

mB6 x wBALB) erzeugt, sowie 187 F2 Mäuse durch Kreuzung männlicher BALB.Ldlr-/- 

und weiblicher B6.Ldlr-/- Mäuse und der sich daraus ergebenden F1 Tiere 

untereinander (cross mBALB x wB6) (Abschnitt 2.1.1.1). In der einzelnen 

Subkreuzungen ließen sich jedoch keine Auswirkungen der Abstammungslinie auf die 

Atheroskleroseempfindlichkeit nachweisen. Der QTL auf Chromosom 6 war in beiden 

männlichen Untergruppen (Abbildung 11) mit ähnlichen Auswirkungen des Genotyps 

(Abbildung 12) zu finden. Außerdem konnte kein signifikanter Unterschied bei der 

Läsionsgröße zwischen den beiden F2 Subgruppen gezeigt werden (Abbildung 10C). 

 

 

 

Abbildung 12 – Allelverteilung für die atherosklerotische Läsionsgröße auf 

Chromosom 6 am Marker d6mit216 
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3.4 Lipid- und Lipoproteinprofile der F0, F1 und F2 Generation 

Um im Folgenden den Einfluss der Lipide und Lipoproteine auf die 

Atheroskleroseentwicklung untersuchen zu können wurden diese im Einzelnen 

miteinander verglichen. Die Parentalstämme unterschieden sich, wie in 3.1 bereits 

erläutert, deutlich voneinander. Dabei waren die Plasmakonzentrationen des VLDL- 

und LDL-Cholesterols (im Weiteren VLDL-C und LDL-C genannt), sowie der 

Phytosterole Brassicasterol, Sitosterol, Campesterol und des Lanosterols bei B6.Ldlr-/- 

signifikant höher als bei BALB.Ldlr-/- (Abbildung 13A, B, D-G). Die Konzentration des 

HDL-Cholesterols, im Weiteren HDL-C genannt, im Plasma war dagegen bei 

BALB.Ldlr-/- deutlich erhöht (Abbildung 13C). Zur Darstellung der in 3.1 

beschriebenen Geschlechtsunterschiede wurden Männchen und Weibchen ebenfalls 

getrennt betrachtet und es ergaben sich signifkante Unterschiede. VLDL-C, LDL-C 

und die Phytosterole waren jeweils bei den Weibchen in höherer Konzentration, HDL-

C in niedrigerer Konzentration vorhanden (Abbildung 13). In der F2 Generation 

waren signifikante Unterschiede zwischen den Männchen und Weibchen für die 

Konzentration des VLDL- und HDL-Cholesterols sowie der Phytosterole zu 

verzeichnen, wobei VLDL-C und die Phytosterolkonzentrationen ebenfalls bei den 

weiblichen und HDL-C bei den männlichen Tieren  erhöht waren. Für LDL-C ließ sich 

kein Unterschied zwischen männlichen und weiblichen Tieren zeigen. 
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Abbildung 13 – Unterschiede im Lipoproteinprofil der Parentalstämme (B6 und BALB), der 

F1 und F2 Generation getrennt nach Männchen und Weibchen (links) sowie deren 

Signifikanzwerte (rechts). Im Speziellen wurden die Plasmakonzentrationen von LDL- (A), 
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VLDL- (B), HDL-Cholesterol (C) und die Plasmakonzentrationen der Phytosterole 

Brassicasterol (D), Campesterol (E) und Sitosterol (F) sowie des Zwischenproduktes der 

Cholesterolbiosynthese Lanosterol (G) verglichen. 

3.5 Kosegregation von Atherosklerose und Lipid-Phänotypen auf 

Chromosom 6 

Um einen genetischen Zusammenhang der Atheroskleroseentwicklung mit dem 

Vorhandensein eines genetisch bedingten Lipidprofils zu erkennen, wurde für die 

Lipide und Lipoproteine der F2 Generation ebenfalls ein QTL Mapping durchgeführt. 

Es konnte eine Kosegregation für Merkmale des Lipid-und Sterolmetabolismus mit 

dem Atherosklerose-Locus auf Chromosom 6 gefunden werden (Abbildung 14). 

Dieses Muster wurde nur bei den männlichen Tieren gefunden, wobei ein hoch  

signifikanter QTL für Campesterol (LOD 4,81;p<0,001) sowie signifikante und 

suggestive QTLs für die Phytosterole Sitosterol (LOD 3,05; p=0,012) und 

Brassicasterol (LOD 2,75; p=0,034) und für das LDL-Cholesterol (LDL-C) (LOD 2,64; 

p=0,016) und Gesamt-Cholesterol (verestert) (LOD 3,21; p=0,01) gezeigt werden 

konnten, die jeweils ihr Maximum in der Nähe des Markers d6mit216 (121,1 Mb) 

aufwiesen (Abbildung 14).  Die Analyse der Allel-Verteilung ergab, dass das B6 Allel, 

zusätzlich zur gesteigerten Läsionsgröße (Abbildung 15A), zu einem ungünstigeren 

Lipidprofil führte. Das B6 Allel führte zu signifikant erhöhten Plasmakonzentrationen 

von LDL-Cholesterol (Abbildung 15B), Brassicasterol (Abbildung 15C), Sitosterol 

(Abbildung 15D), Campesterol (Abbildung 15E) und Gesamtcholesterol (Abbildung 

15F).  
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Abbildung 14 – LOD score Darstellung von Chromosom 6 der männlichen F2  

 

 

 

A B 

C D 
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Abbildung 15 – Darstellung der Allelverteilung auf Chromosom 6 am Marker 

d6mit216  

3.6 Korrelation von Plasmalipiden/Lipoproteinen und 

Atherosklerose in der F2 Generation 

Auf Chromosom 6 stellte das B6 Allel das Risiko-Allel dar. Insbesondere bei den 

Männchen scheinen genetische Faktoren, die in dieser Kreuzung zur Entwicklung der 

Läsion beitrugen, pathophysiologisch über eine Beeinflussung der Plasmalipide  

wirken zu können. Aus diesem Grund wurden Korrelationen für die 

atherosklerotische Läsionsgröße mit den Plasmalipid-Phänotypen berechnet. Die 

höchste Korrelation wurde für das LDL-Cholesterol (LDL-C) (r2=0,18; Abbildung 16A) 

beobachtet, gefolgt von Gesamtcholesterol (r2= 0,16; Abbildung 16B), Campesterol 

(r2=0,1; Abbildung 16C), Brassicasterol (r2=0,06; Abbildung 16D), Sitosterol (r2 

=0,035; Abbildung 16E) und VLDL-Cholesterol (VLDL-C) (r2= 0,034; Abbildung 16F). 

Keine signifikante Korrelation konnte für das HDL-Cholesterol und Lanosterol, einem 

Zwischenprodukt der Cholesterolbiosynthese, gezeigt werden (Abbildung 16G und 

H). 

E F 
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Abbildung 16 – Korrelationen der atherosklerotischen Läsionsgröße mit den 

Plasmalipiden und Lipoproteinen 
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Die Normalisierung der Plasma Campesterol- bzw. Brassicasterol-Konzentration auf 

die Plasma Cholesterol-Konzentration hob die Korrelation zur Läsionsgröße auf 

(Abbildung 17). Es zeigte sich außerdem eine hoch signifikante Korrelation von LDL-C 

mit Campesterol (r2=0,44; Abbildung 18A) und Brassicasterol (r2=0,39; Abbildung 

18B) und VLDL-C mit Campesterol (r2=0,11; Abbildung 18C) und Brassicasterol 

(r2=0,29; Abbildung 18D).  

 

 

Abbildung 17 – Korrelation der atherosklerotischen Läsionsgröße mit 

Brassicasterol (A) und Campesterol (B) nach Normalisierung auf Cholesterol  
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Abbildung 18 – Korrelationen von LDL-Cholesterol und VLDL-Cholesterol mit den 

Phytosterolen Campesterol (A,D) und Brassicasterol (B,C)   

3.7 QTL Mapping für genetische Determinanten weiterer 

metabolischer Phänotypen 

Zusätzlich wurde die Kopplungsanalyse für alle anderen in Tabelle 6 aufgeführten 

Phänotypen durchgeführt. Dies diente der Identifizierung weiterer Genloci, die zu 

dem jeweiligen Phänotyp beitragen. Zur übersichtlichen Darstellung wurde eine 

sogenannte „heat map“ erstellt, welche anhand einer Farbkodierung die LOD scores 

über das ganze Genom erkennen lässt (Abbildung 19). QTL Kolokalisationen für 

verschiedene Phänotypen können hinweisend sein, dass hier das gleiche kausale Gen 

zugrunde lag. Dies könnte eine Identifizierung des Gens an diesem Locus erleichtern. 

Deutliche Signifikanzen ließen sich in der Heatmap der männlichen Tiere für den 

bereits in 3.3 beschriebenen neu entdeckten Atherosklerose-Locus auf Chromosom 

6, sowie für einen bisher unbekannten Locus auf Chromosom 8 für die Phytosterole 

und einem Locus auf Chromosom 2, ebenfalls für die Phytosterole, darstellen. Auch 

der bisher am häufigsten publizierte Locus für HDL auf Chromosom 1 konnte in 

dieser Studie sowohl bei den männlichen als auch den weiblichen Tieren repliziert 

werden. Die in der Heatmap als signifikant dargestellten QTL Cluster werden in den 

folgenden Abschnitten (siehe unten) genauer dargelegt. Als Verifizierung der 

korrekten Zuordnung von Genotypen und Phänotypen in der vorliegenden Kreuzung  

diente der bekannte Genlocus auf Chromosom 7 für die Fellfarbe, der sich auch in 

dieser Arbeit replizieren ließ (Abbildung 19). 
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Abbildung 19 – Heat map der genomweiten Kopplungsananlyse für 42 Merkmale der 

männlichen (Seite 53) und weiblichen (Seite 54) F2 Generation. Die Nummerierung der 

Chromosomen 1-19 befindet sich am linken Bildrand. Die LOD scores wurden für jeden 

Phänotyp anhand einer farblichen Kodierung dargestellt (siehe Farbskala am unteren Rand). 

3.8 Identifizierung eines neuen Sterol QTL auf Chromosom 8 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals ein neuer QTL Cluster für die Plasma-

Pflanzensterole auf Chromosom 8 identifiziert. Dieser QTL war geschlechtsabhängig 

und nur bei den männlichen Tieren präsent (Abbildung 20). Der Chromosom 8 QTL 

für die Plasmakonzentration der Phytosterole Brassicasterol (LOD 5,9; p<0,001), 

Sitosterol (LOD 5,9; p<0,01) und Campesterol (LOD 4,44; p<0,001) zeigte sein 

Maximum in der Nähe des Markers rs13479723 (42,16 Mb), an dem sich ebenfalls 

ein suggestiver Locus für das LDL-Cholesterol (LDL-C) (LOD 2,95, p=0,16) befand. 

Es konnte jedoch keine Kopplung für die atherosklerotische Läsionsgröße auf diesem 

Chromosom gezeigt werden (Abbildung 20).  

 

 

Abbildung 20 – LOD score Darstellung von Chromosom 8 der männlichen F2 

Generation 

Das B6 Allel hatte einen additiven Effekt auf die Höhe  der Plasmaspiegel des LDL 

Cholesterols (LDL-C) (Abbildung 21A), des Gesamtcholesterols (Abbildung 21B) und 

der Phytosterole Brassicasterol (Abbildung 21C), Sitosterol (Abbildung 21D) sowie 

Campesterol (Abbildung 21E). Da eine Normalisierung der Phytosterol-Merkmale auf 

die Plasmacholesterol-Spiegel die Effekte signifikant verringerte 

(Brassicasterol/Cholesterol: LOD 2,41; p<0,05) (Abbildung 22A) bzw den QTL aufhob 



Ergebnisse 

  

56 

(Sitosterol/Cholesterol: LOD 2,08; p>0,05 (Abbildung 21B) und 

(Campesterol/Cholesterol: LOD 1,11; p>0,05) (Abbildung 21C)) könnte man erneut 

annehmen, dass der parallele Anstieg auf die Bindung der Phytosterole an die 

Lipoproteine zurückzuführen ist.   

 

  

 

 

Abbildung 21 - Allelverteilung auf Chromosom 8 am Marker rs13479723 

A B 

C D 

E 
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Abbildung 22 – Allelverteilung auf Chromosom 8 am Marker rs13479723 nach 

Normalisierung der Phytosterole Brassicasterol (A), Sitosterol (B) und 

Campesterol (C) auf das Plasma-Gesamtcholesterol 

3.9 QTL für HDL-Cholesterol und Phytosterole auf Chromosom 1 

Auf dem distalen Chromosom 1 konnte sowohl für die männlichen als auch für die 

weiblichen Tiere ein Locus für HDL-C und Phytosterole gefunden werden. Dieser 

Locus zeigte sein Maximum bei den Weibchen für die Phytosterole Campesterol (LOD 

6,59; p<0,001), Sitosterol (LOD 5,72; p<0,001) und Brassicasterol (LOD 4,03; 

p<0,001) sowie für HDL (LOD 5,16; p<0,001) und Gesamtcholesterol (LOD 3,83; 

p<0,001) am Marker d1mit359 (179Mb). Es konnte jedoch keine Kopplung für die 

atherosklerotische Läsionsgröße auf diesem Chromosom gezeigt werden (siehe 

Abbildung 23). Das BALB Allel zeigte einen additiven Effekt zur Erhöhung der 

Plasmaspiegel des HDL Cholesterols (Abbildung 24A), Gesamtcholesterols (Abbildung 

24B), Campesterols (Abbildung 24E), Sitosterols (Abbildung 24D) und Brassicasterols 

(Abbildung 24C). Da die Normalisierung der Phytosterol-Merkmale auf die 

Plasmacholesterol-Spiegel die Effekte signifikant verringerte (Abbildung 19 unten), 

A B 

C 
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könnte man wiederum annehmen, dass der parallele Anstieg auf die Bindung der 

Phytosterole an die Lipoproteine zurückzuführen war.  

 

 

          

Abbildung 23 – LOD score Darstellung  von Chromosom 1 der weiblichen F2  

 

 

 

A B 
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Abbildung 24 – Allelverteilung auf Chromosom 1 am Marker d1mit359 der 

weiblichen F2 Generation 

Bei den Männchen stellte sich ebenfalls ein hoch signifikanter Locus für das HDL-

Cholesterol (LOD 8,93; p<0,001) dar, der sein Maximum, wie bei den weiblichen 

Tieren, nahe des Markers d1mit359 (179 Mb) zeigte (Abbildung 25). Ebenfalls in 

dieser Region ließen sich signifikante Loci für Cholesterol (LOD 3,34; p=0,005) und 

die Pflanzensterole Campesterol (LOD 5,05; p<0,001), Sitosterol (LOD 4,01; 

p<0,001) und Brassicasterol (LOD 3,25; p=0,003) darstellen. Wieder ließ sich keine 

Kopplung zur Läsionsgröße der Atherosklerose zeigen. Ähnlich wie bei den Weibchen 

schien das BALB-Allel für die erhöhten Plasmaspiegel der Sterole verantwortlich zu 

sein (Abbildung 26A-E). Erneut ließ die signifikante Verringerung dieser Effekte nach 

Normalisierung der Phytosterole auf das Cholesterol einen, durch eine Bindung der 

Phytosterole an die Lipoproteine bedingten, parallelen Anstieg annehmen. 

 

C D 

E 
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Abbildung 25 – LOD score Darstellung von Chromosom 1 der männlichen F2  

 

  

A B 

C D 
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Abbildung 26 – Allelverteilung auf Chromosom 1 am Marker d1mit359 der 

männlichen F2 Generation 

3.10 QTL für Cholesterol und Phytosterole auf Chromosom 2 

Auf Chromosom 2 konnten QTLs für Merkmale des Lipid- und Sterolmetabolismus 

identifiziert werden. Dies war deutlicher bei den Männchen ausgeprägt (Abbildung 19 

oben), wobei hoch signifikante QTLs für die Phytosterole Brassicasterol (LOD 7,11; 

p<0,001) und Sitosterol (LOD 5,14; p<0,001) sowie für Lanosterol (LOD 5,29; 

p<0,001) einem Zwischenprodukt in der Cholesterolbiosynthese, beobachtet werden 

konnten, welche ihr Maximum zwischen d2mit7 (38,1 Mb) und rs13476554 (67,1 Mb) 

zeigten (Abbildung 27). Diese Position des Genoms beherbergte ebenfalls 

signifikante QTLs für das Plasma VLDL-Cholesterol (VLDL-C) (LOD 3,64; p=0,002) 

und das HDL-Cholesterol (HDL-C) (LOD 3,55; p=0,002) (Abbildung 27). Die Analyse 

der Allel-Verteilung ließ erkennen, dass das B6 Allel zu einem ungünstigeren 

Lipidprofil führte. Während das B6-Allel die Plasmakonzentrationen von Brassicasterol 

(Abbildung 28A), Sitosterol (Abbildung 28B), Lanosterol (Abbildung 28C) und VLDL-C 

(Abbildung 28D) erhöhte, senkte es den Plasmaspiegel von HDL-C (Abbildung 28E) 

und zeigte keinen signifikanten Effekt auf das LDL-Cholesterol (LDL-C) (Abbildung 

28F) und die atherosklerotische Läsionsgröße (Abbildung 28G). 

 

E 
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Abbildung 27 – LOD score Darstellung von Chromosom 2 der männlichen F2  
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Abbildung 28 – Allelverteilung auf Chromosom 2 am Marker d2mit7 der 

männlichen F2 Generation 

 

Zusammenfassend wurde in dieser Studie ein neuer Locus für die atherosklerotische 

Läsionsgröße auf dem distalen Teil des Chromosoms 6 gefunden, wobei eine 

Kosegregation mit Merkmalen des Lipid- und Sterolmetabolismus gezeigt werden 

konnte. Desweiteren konnte erstmals ein Locus für die Sterole auf dem proximalen 

Abschnitt des Chromosoms 8 gefunden werden. Dieser war nur bei den männlichen 

Tieren vorhanden.  Ebenfalls signifikante QTLs für die Sterole wurden auf dem 

proximalen Teil des Chromosom 2 detektiert und bereits bekannte QTLs für 

Cholesterol auf Chromosom 1 konnten auch in dieser Arbeit repliziert werden. 

 

E F 

G 
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4 Diskussion 
In dieser Studie konnte ein neuer geschlechtsspezifischer Genort für die 

Atherosklerose auf Chromosom 6 sowie neue, ebenfalls geschlechtsspezifische Loci 

für Atherosklerose modifizierende Faktoren wie Phytosterole auf den Chromosomen 

2 und 8 entdeckt werden. Erstmals wurde zur Identifizierung dieser Genorte anhand 

der Kopplungsananlyse eine Kreuzung der atherosklerose-resistenten Balb/cByJ- und 

der atherosklerose-empfindlichen C57BL/6-Maus auf dem LDL- Rezeptor defizienten 

Hintergrund vorgenommen. Die Untersuchung der Phänotypen zeigte eine 

ausgeprägte Atherosklerose-Resistenz der BALB.Ldlr-/- -Mäuse. Sie entwickelten 

signifikant kleinere Läsionen als B6.Ldlr-/-. Dies entspricht den Ergebnissen 

diätinduzierter Atherosklerose-Studien bei C57BL/6 und Balb/cByJ Stämmen (Paigen 

et al, 1987). 

Plasmalipid- und Lipoproteinkonzentrationen korrelierten signifikant mit der 

Läsionsgröße. Dies erhöht die Wahrscheinlichkeit, dass die genetischen Faktoren, die 

zur Entwicklung atherosklerotischer Läsionen in dieser Kreuzung führten ihre 

Wirkung über die Plasmalipide und Lipoproteine entfalten. 

4.1 Neuer Genlocus für Atherosklerose 

In der vorliegenden Studie konnte ein neuer Locus für die atherosklerotische 

Läsionsgröße an der Brachiocephalarterie auf dem distalen Teil des Chromosoms 6 

gefunden werden. Dies wurde speziell bei den männlichen Tieren beobachtet. Zur 

Untersuchung der genetischen Grundlagen potentieller systemischer Risikofaktoren 

für die Atherosklerose wurden zusätzlich Merkmale des metabolischen Systems 

bestimmt und eine Kopplungsanalyse für diese Parameter durchgeführt. Auf dem 

distalen Chromosom 6 kolokalisierte die atherosklerotische Läsionsgröße  mit Loci der 

Plasmakonzentrationen für die Phytosterole Campesterol, Sitosterol und 

Brassicasterol sowie für LDL-C und Gesamtcholesterol. Dies könnte auf einen 

Zusammenhang dieser Plasmalipide und Lipoproteine mit der Entwicklung 

atherosklerotischer Läsionen hinweisen. Auf Chromosom 6 stellte das C57BL/6 Allel 

das Risiko-Allel dar. Insbesondere bei den Männchen scheinen genetische Faktoren, 

die in dieser Kreuzung zur Entwicklung der Läsion beitragen pathophysiologisch über 

eine Beeinflussung der Plasmalipide  wirken zu können. 

In früheren Studien konnte durch Kreuzung von CAST/Ei mit C57BL/6 Mäusen ein 

Locus für die atherosklerotische Läsionsgröße, in diesem Fall an der Aorta, auf 
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Chromosom 6 gefunden und ein zugrunde liegendes Gen identifiziert werden. Dieser 

Locus, Artles genannt, befindet sich nahe dem Marker d6mit256 (61cM, 126,2 Mb) 

und beinhaltet das Kandidaten-Gen Peroxisome proliferator activated receptor 

gamma (PPARy) (Mehrabian et al, 2001), das sich an Position 115 Mb des 

Mausgenoms befindet. In der vorliegenden Studie konnte spezifisch für die 

männlichen Tiere in der Nähe von Artles auf Chromosom 6, nahe des Markers 

d6mit216 (67 cM, 121 Mb), ebenfalls ein signifikanter Locus (LOD 6,09) für die 

atherosklerotische Läsionsgröße, in diesem Fall an der Brachiocephalarterie,  

gefunden werden. Möglicherweise handelt es sich um dasselbe zugrunde liegende 

Gen. Beim Menschen befindet sich die syntene Region und das Peroxisome 

proliferator activated receptor gamma (PPARy)-Gen auf dem kurzen Arm von 

Chromosom 3 (Chr3p25; 12,4 Mb) (Abbildung 29, Abbildung 30). PPARγ wird 

ubiquitär exprimiert. Die Aktivierung von PPARγ führt zu einer Verbesserung des 

Glukosestoffwechsels sowie der Insulinsensitivität und somit zu einer Verzögerung 

der Progression zum Typ 2 Diabetes mellitus (Sharma und Staels, 2007). Aktivierung 

des PPARγ-Rezeptors steigert die Aufnahme freier Fettsäuren, wirkt auf die 

Differenzierung von Adipozyten und Makrophagen und besitzt darüber hinaus auch 

antiinflammatorische Effekte. Es konnte eine Assoziation zwischen der Aktivierung 

des PPARγ-Rezeptors und einer Reduktion des Atheroskleroserisikos gezeigt werden 

(Balakumar et al, 2007; Tenenbaum et al, 2005). PPARy aktiviert das PON1 Gen, 

welches die Paraoxonase 1- Ausschüttung aus der Leber erhöht und dadurch die 

Atherosklerose reduziert (Khateeb et al, 2010). Therapeutisch wird PPARy beim 

Menschen im Rahmen der Behandlung des Diabetes mellitus Typ 2 genutzt. Die 

sogenannten Glitazone aus der Gruppe der oralen Antidiabetika aktivieren PPARy im 

Zellkern und steigern dadurch die Genexpression von Genen des Glukose- und 

Lipidstoffwechsels, die Glukoseaufnahme in die Zelle wird erhöht, die Insulinresistenz 

wird vermindert. Allerdings gibt es auch unerwünschte Nebenwirkungen wie 

Gewichtszunahme, Herzinsuffizienz, pathologische Frakturen und möglicherweise 

Urothelkarzinome, weshalb neuere und sicherere PPARy-Modulatoren erforscht 

werden sollen (Chmielewska-Kassassir et al, 2013; Cariou et at, 2012). 

Interessanterweise wurde dieses Gen bei den genomweiten Assoziationsstudien nicht 

mit KHK und Myokardinfarkt, sowie deren Risikofaktoren in Verbindung gebracht. In 

der vorliegenden Studie würde man einen QTL auch für Glukose erwarten, der sich 

allerdings nicht beoabachten ließ (Abbildung 19). Dies lässt vermuten, dass neben 

PPARy zusätzlich andere Gene relevant sein könnten. Stattdessen kolokalisierte die 
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Atherosklerose mit Phytosterolen sowie LDL-C und dem Gesamtcholesterol. Spezielle 

Interaktionen von PPARy mit Phytosterolen und Lipoproteinen sind bisher nicht 

beschrieben. Es könnte ebenfalls ein Hinweis darauf sein, dass andere Gene an 

diesem Locus involviert sind. 

In einer weiteren Studie, die eine Kreuzung von (MOLF/Ei × B6.129S7-Ldlrtm1Her) × 

C57BL/6J-Ldlrtm1Her verwendete, wurde ebenfalls für die atherosklerotische 

Läsionsgröße an der Aorta auf dem distalen Teil von Chromosom 6 ein signifikanter 

Locus (LOD 6,7) nahe des Markers d6mit110 (64,6 cM, 134 Mb) entdeckt. Dieser 

wurde athsq2 genannt (Welch et al, 2001). Ein zugrunde liegendes Gen wurde nicht 

identifiziert.  

Aufgrund der Geschlechtsspezifität des Atherosklerose Locus in der vorliegenden 

Studie kann man spekulieren, dass bei den männlichen Tieren gegebenenfalls Ko-

faktoren vorhanden sind, die zur Ausprägung der Atherosklerose führen. 

 

Abbildung 29 – Syntenie zwischen Maus Chromosom 6 (Mitte) und Mensch (rechts 

und links): markiert sind die Regionen auf denen sich das Kandidatengen  PPARy befindet 

(http://www.ensembl.org/Mus_musculus/Location/Synteny?otherspecies=Homo_sapiens&r=6

%3A1-1000; 14.01.2014) 
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Abbildung 30 – Lokalisation von PPARy auf Chromosom 3 beim Menschen 

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000132170;r=3:

12328867-12475855; 14.01.2014) 

4.2 Neue Genloci für Risikofaktoren der Atherogenese 

Ebenfalls bei den männlichen Tieren konnte ein neuer QTL Cluster für Plasma-

Phytosterole sowie für LDL-C und Gesamtcholesterol auf Chromosom 8 identifiziert 

werden. Es zeigte sich eine Korrelation der Phytosterol- und 

Cholesterolkonzentrationen mit der Läsionsgröße. Dies führt ebenfalls zur Annahme, 

dass in dieser Kreuzung die wesentlichen, zur Anfälligkeit für Atherosklerose 

führenden genetischen Faktoren über Plasmalipide und Lipoproteine wirken. Das 

zugehörige Intervall beinhaltet 629 Gene, von denen 221  Gene nur vorhergesagte 

Gene sind. Die syntene Region für den Chromosom 8 Locus der Maus befindet sich 

beim Menschen ebenfalls auf Chromosom 8 (Abbildung 31). Interessanterweise 

wurde in einer genomweiten Assoziationsstudie beim Menschen in der syntenen 

Region des identifizierten Chromosom 8 QTLs der Maus eine Assoziation zu 

Gesamtcholesterol, LDL-C, Triglyceriden und Risiko für Myokardinfarkt beobachtet 

(Teslovich et al, 2010). Das verursachende Gen, sowie dessen Verbindung zum 

Lipidmetabolismus und Myokardinfarkt bleiben bisher unbekannt. 
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 Abbildung 31 – Syntenie zwischen Maus Chromosom 8 (Mitte) und Mensch 

(rechts und links): markiert ist  das Intervall des Phytosterol-, LDL-C- und 

Gesamtcholesterol- Locus und dessen syntene Region auf dem menschlichen Genom 

(http://www.ensembl.org/Mus_musculus/Location/Synteny?otherspecies=Homo_sapiens&r=8

%3A1-1000, 15.01.2014) 

4.3 Weitere Genloci für Plasmalipid- und Lipoprotein-Metabolismus 

Der in der vorliegenden Arbeit identifizierte QTL für HDL und Phytosterole auf 

Chromosom 1 liegt in einer  Region, für die schon mehrmals in anderen Studien Loci 

für Plasmalipide und Sterole beschrieben wurden (Wang und Paigen, 2005; Su et al, 

2006; Su et al, 2009). Mehrmals wurde über einen HDL QTL auf dem distalen 

Chromosom 1 berichtet (Ishimori et al, 2003; Wang und Paigen, 2005), der auch in 

der vorliegenden Studie bestätigt werden konnte. Es wurden bereits 2 separate QTLs 

(Hdlq14 und Hdlq15) auf diesem distalen Abschnitt in einem Abstand von 10 cM 

identifiziert (Wang et al, 2003). Ein Kandidatengen für Hdlq15 ist Apoa2, welches 

ApoA-II, eine Hauptkomponente des Lipoproteins im HDL, codiert. Eine homozygote 

Nullmutation des Apoa2 Gens führt zu einer Reduktion des Gesamtcholesterols, HDL-

C, freier Fettsäuren sowie der Insulin- und Glucosespiegel 

(http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:88050). Durch Kombination von 
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Plasma-Proteomscreening mittels Massenspektronomie und Genomscreening konnte 

ebenfalls gezeigt werden, dass die Variation von Apoa2 für die Unterschiede des HDL 

Cholesterols auf Chromosom 1 verantwortlich ist (Holdt et al, 2013). 

Bei der Maus befindet sich apoa2 bei 171 Mb, beim Menschen bei 161 Mb, jeweils 

auf dem distalen Chromosom 1 (Abbildung 33). Die Kandidatengene, die in den 

humanen genomweiten Assoziationsstudien mit KHK, Myokardinfarkt und deren 

Risikofaktoren auf Chromosom 1 entdeckt wurden, befinden sich hauptsächlich auf 

dem kurzen Arm des Chromosoms während sich die syntene Region des Maus- QTLs 

auf dem langen Arm befindet.  

 

Abbildung 32 – Syntenie zwischen Maus Chromosom 1 (Mitte) und Mensch (rechts 

und links): markiert ist der in der vorliegenden Studie identifizierte Maus QTL für HDL und 

Phytosterole sowie dessen syntene Region auf dem menschlichen Genom 

(http://www.ensembl.org/Mus_musculus/Location/Synteny?otherspecies=Homo_sapiens&r=1

%3A1-1000, 15.01.2014) 
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Abbildung 33 – Lokalisation des Apoa2 Gens auf Chromosom 1: oben humanes 

Genom (161 Mb); unten Maus-Genom (171 Mb) 

(http://www.ensembl.org/Mus_musculus/Location/View?db=core;g=ENSMUSG00000005681;

r=1:171225054-171226379; 15.01.2014) 

Ein QTL für Plasma-VLDL-C, HDL-C, dem Cholesterolsynthesemarker Lanosterol, 

Brassicasterol und Sitosterol konnte in der vorliegenden Arbeit auf Chromosom 2 

gefunden werden. Frühere Studien entdeckten am proximalen Chromosom 2 bereits 

QTLs für Merkmale des Metabolismus und der Plasmasterole. Dabei handelt es sich 

zum einen um HDL1, einen Locus für das Plasma HDL-C in der Nähe des Markers 

d2mit9 (65,2 Mb), welcher erstmals in einer Kreuzung von CAST/Ei und C57BL/6J 

(Mehrabian et al, 2000) gezeigt werden konnte und später in einer weiteren 

Kreuzung von CAST und DBA Mäusen bestätigt wurde (Lyons et al, 2003). 

Desweiteren wurde Mob7, ein Locus für subkutanes und retroperitoneales 

Fettgewebe, ebenfalls nahe des Markers d2mit9, unter der Verwendung von CAST/Ei 

und B6 Mausstämmen (Mehrabian et al, 1998) identifiziert. Später wurden mit Mob7 

überlappende Loci für Körpergewicht, Fettgewebe und Adipozytengröße in einem 

unabhängigen Modell identifiziert (Mizutani et al, 2006). In der vorliegenden Studie 

konnte ebenfalls eine suggestive Kopplung für Fettgewebe beobachtet werden 

(Abbildung 19). Hinsichtlich der Phytosterol-Konzentrationen im Plasma wurde 

anhand einer Kreuzung von Casa und C57BL/6J Mäusen Plast2a nahe des Markers 

d2mit296 (31,18 Mb) beschrieben (Sehayek et al, 2002), wobei, ähnlich zur 

vorliegenden Studie, das C57BL/6J Allel zum Anstieg der Pflanzensterolspiegel im 

Plasma beiträgt. Erhöhte Plasmakonzentrationen von Phytosterolen wurden als 

potentieller Risikofaktor für die koronare Herzkrankheit bei Maus und Mensch 

diskutiert (Silbernagel et al, 2010). Diese Ansicht wurde anhand einer Mendelian 

Randomization Studie beim Menschen, welche Loci für Phytosterole mittels 

genomweiter Assoziation identifizierte und konkordante Assoziationen zur koronaren 

Herzkrankheit zeigte, unterstützt (Teupser et al, 2010). Ein Anstieg der 

Phytosterolkonzentrationen führte in der vorliegenden Studie zu einem Anstieg der 

Läsionsgröße. Dies bekräftigt die Meinung, Phytosterole als potentiellen Risikofaktor 
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für die Entwicklung atherosklerotischer Läsionen anzusehen. Eine Normalisierung der 

Phytosterolspiegel hob das Kopplungs-Signal auf. Daher lässt sich vermuten, dass die 

Phytosterole vielmehr einen Indikator für erhöhte VLDL-C-Spiegel darstellen könnten 

und eine höhere Konzentration von Phytosterolen, die auf dem VLDL-C mitwandern, 

widerspiegeln. Man könnte ebenso spekulieren, dass ein gemeinsamer genetischer 

Modulator durch Beeinflussung der Sterolabsorption in intestinalen Zellen oder der 

hepatischen Exkretion der Sterole in die Galle beide Merkmalsausprägungen 

beeinflusst.  

4.4 Ortsspezifität atherosklerotischer Läsionen 

In einem Parallelarm dieser Studie wurde die atherosklerotische Läsionsgröße an der 

Aortenwurzel derselben Tiere bestimmt, wobei zum ersten mal ein Locus für die 

Atherosklerose auf Chromosom 2 identifiziert werden konnte, welcher Ath39 genannt 

wurde (Burkhardt et al, 2011) (Abbildung 34).  

 

 

Abbildung 34- LOD score Darstellung von Chromosom 2 der männlichen F2 

Generation: Für die Atherosklerose der Brachiocephalarterie (BCA) lässt sich kein 

signifikanter Locus identifizieren. Hingegen kolokalisiert ein für die Atherosklerose der 

Aortenwurzel  signifikanter Locus mit dem Locus für die Lipoproteine VLDL-C und HDL-C 

sowie die Phytosterole Brassicasterol, Sitosterol und dem Cholesterolsynthesemarker 

Lanosterol. 
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Mittels Haplotypanalyse und vergleichender Genomanalyse zwischen Mensch und 

Maus konnten 2 Kandidatengene herausgefiltert werden, die sich allerdings, u.a. 

anhand von Expressionsanalysen (eQTL), nicht als kausale Gene für die 

Atheroskleroseentwicklung erweisen konnten. Ursächlich für den fehlenden QTL für 

die Atherosklerose an der Brachiocephalarterie könnte die Ortsspezifität der 

Atherogenese sein. Die Schwankungen in der Entwicklung der Läsionen an 

verschiedenen Orten sind suszeptibel für etliche Parameter. Dazu zählen zum 

Beispiel der genetische Hintergrund, der Immunstatus, das Geschlecht und oxidativer 

Stress, die jeweils die Atherosklerose an den verschiedenen Orten unterschiedlich 

beeinflussen (VanderLaan et al, 2004). Die atherosklerotischen Läsionen bei der 

Maus sind an Orten mit niedrigem oder oszillierendem Scherstress lokalisiert (Huo et 

al, 2008; Neth et al, 2013), so insbesondere an der Aortenwurzel, der 

Brachiocephalarterie, der kleinen Kurvatur des Aortenbogens, der Abzweigung der 

linken Arteria carotis communis und der linken Arteria subclavia sowie in geringerem 

Ausmaß an der deszendierenden thorakalen Aorta. Neuere Studien deuten darauf 

hin, dass die Geometrie des Aortenbogens einen Einfluss auf die Lokalisation der 

Läsionen bei der Maus hat (Zhu et al, 2009; Tomita et al, 2010). Diese Unterschiede 

in der Geometrie des Aortenbogens existieren ebenso beim Menschen (Fogel et al, 

2006). Eine Reduktion des Scherstresses unter eine bestimmte Schwelle, so z.b. bei 

oszillierendem Fluss,  erhöht den Umsatz von Endothelzellen aufgrund verstärkter 

Apoptose und Proliferation und induziert einen proinflammatorischen Phänotyp durch 

erhöhtes Haftvermögen der Leukozyten (Ando und Yamamoto, 2011, Riha et al, 

2005). Zusätzlich zum Scherstress dehnt der transmurale Druck, der durch den 

Blutdruck im Gefäßlumen induziert wird, mechanisch die Gefäßwand. Die 

mechanische Dehnung moduliert funktionelle Merkmale der glatten Muskelzellen wie 

die Proliferation, Apoptose und Migration, die eng mit dem vaskulären Remodelling in 

Zusammenhang stehen (Haga et al, 2007). Zusätzlich zum verminderten Scherstress 

ist die mechanische Dehnung an den Prädilektionsstellen der Atherosklerose erhöht, 

wobei eine Senkung der zirkumferentiellen Wandspannung die Atherosklerose 

einschränken kann. Dies weist darauf hin, dass beide hämodynamischen Faktoren 

eine Rolle bei der Atherogenese spielen (Thubrikar und Robicsek, 1995). Sie haben 

Einfluss auf die Differenzierung der Endothel- und glatten Muskelzellen und somit auf 

den Phänotyp der vaskulären Zellen. MicroRNAs sind kleine, nicht-kodierende, 

Einzelstrang-RNAs, die die Genexpression durch posttranskriptionelle Hemmung 

regulieren und so die Differenzierung modulieren und über das Schicksal der Zelle 
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bestimmen. Hoher Scherstress induziert die Bildung von MicroRNAs, die eine 

atheroprotektive Rolle vermitteln, während niedriger Scherstress zur Expression von 

MicroRNAs führt, die zu einem pathologischen Phänotyp der  Endothelzellen führen 

(Neth et al, 2013). Diese Sachverhalte könnten die unterschiedliche Ausprägung der 

atherosklerotischen Läsionen zwischen der vorliegenden Studie und deren 

Parallelarm bedingen. 

Trotz verschiedener Belege, dass das proximale Chromosom 2 einen Locus trägt, 

welcher den Lipidmetabolismus, die Körperfettregulation und auch die Atherosklerose 

involviert, konnten bisher die zugrunde liegenden Gene nicht identifiziert werden. Zu 

den Bioinformatik-basierten Strategien, die das QTL Intervall eingrenzen und somit 

die Suche nach dem ursächlichen Gen erleichtern können, zählen u.a. die Haplotyp-

Analyse. Hierfür kann der Mouse Haplotype Block Viewer verwendet werden, um die 

Abschnitte identifizieren zu können, die keine durch Abstammung erworbene 

Gleichheit (non-identical-by-descent; non-IBD) zwischen 2 Mausstämmen aufweisen.  

 

Abbildung 35 - Syntenie zwischen Maus Chromosom 2 (Mitte) und Mensch (rechts 

und links): markiert ist der in der vorliegenden Studie identifizierte Maus QTL für Cholesterol 

und Phytosterole sowie dessen syntene Region auf dem menschlichen Genom 
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(http://www.ensembl.org/Mus_musculus/Location/Synteny?otherspecies=Homo_sapiens&r=2

%3A1-1000, 15.01.2014) 

In Regionen, in denen die Allele beider Mausstämme vom gleichen Vorfahren 

stammen, ist es sehr unwahrscheinlich das zugrunde liegende Gen eines QTLs zu 

identifizieren (DiPetrillo et al, 2005). Eine weitere Möglichkeit zur Eingrenzung des 

Intervalls stellt die vergleichende Genomik dar, welche annimmt, dass die gleichen 

Gene den QTLs in syntenen Regionen verschiedener Spezies zugrunde liegen 

(Burgess-Herbert et al, 2008). Die syntenen Regionen beim Menschen für Teile des 

Maus QTLs auf Chromosom 2 befinden sich zwischen Chr2q22.1 und 2q32.1 

(Abbildung 35), einer Region, in der verschiedene Kopplungsanalysen beim 

Menschen QTLs für die koronare Herzkrankheit und HLD-C entdeckten (Nsengimana 

et al, 2007; Samani et al, 2005). 

4.5 Genlocus für Fellfarbe  

Zur Qualitätskontrolle der Studie wurde für die Fellfarbe ebenfalls eine 

Kopplungsanalyse durchgeführt und es zeigte sich ein hochsignifikanter Genlocus auf 

Chromosom 7 jeweils bei den männlichen und weiblichen Tieren (Abbildung 19). 

Dieser ist bekannt als Albino-Locus, auch Tyr Locus genannt. Er war einer der ersten 

Loci, die man verwendete, um die Mendelschen Regeln bei Säugetieren zu Beginn 

des letzten Jahrhunderts zu veranschaulichen. Das Tyr Gen kodiert die Tyrosinase, 

ein Enzym, das an der Synthese von Melanin beteiligt ist (Beermann et al, 2004). Ein 

zweiter Locus, der die Fellfarbe bestimmt ist der Agouti Locus auf Chromosom 2 

(Siracusa et al, 1987), welcher in dieser Studie allerdings nicht zu beobachten war. 

4.6 Ausblick 

Zur Identifizierung der den jeweiligen untersuchten Phänotypen zugrunde liegenden 

Gene, die sich in dem Intervall der verschiedenen Loci befinden, bedarf es einiger 

weiterer Schritte, um zunächst die Größe des Intervalls bei fehlenden zusätzlichen 

Markern, einzugrenzen. Dazu zählt zum einen die Haplotyp-Analyse, z.B. mit Hilfe 

des Mouse Haplotype Block Viewer (siehe oben), welche Regionen mit Allelen 

gleicher Vorfahren beider Mausstämme eliminieren kann. Zum anderen dient ein 

Genomvergleich verschiedener Spezies unter der Annahme, dass die gleichen Gene 

den QTLs in den syntenen Regionen zugrunde liegen, der Eingrenzung des Intervalls 

(Burgess-Herbert et al, 2008). Überlappungen der syntenen Regionen können zum 

Beispiel mit Hilfe des Mouse Map Converters identifiziert und somit das Intervall 
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weiter reduziert werden. Bei komplexen genetischen Merkmalen besteht kein 1:1 

Verhältnis zwischen Geno- und Phänotyp. Dies erschwert die Suche nach dem 

ursächlichen Gen (Darvasi, 1998). Eine einzelne Genmutation führt daher nicht 

zwangsläufig zu einem veränderten Phänotyp. Dieser kann erst nach Untersuchung 

entsprechend großer Fallzahlen beobachtet werden. Im Gegensatz dazu führt bei 

monogenetischen Erkrankungen die Mutation eines einzelnen Genes zur Änderung 

des Phänotyps, was eine erfolgreiche Suche erleichtert. Heutzutage erweisen sich 

Expressionsanalysen (eQTL) als gute Methode Kandidatengene der Genloci näher zu 

untersuchen. Hierzu wird die Expression eines Einzelgens oder eines kompletten 

Transkriptoms mit Hllfe von Genexpressionsarrays quantitativ bestimmt. mRNA 

Transkript-Kopien dienen als quantitatives Merkmal und werden als Expressions-QTL 

(eQTL) kartiert. Zeigt sich eine Co-Segregation mit chromosomalen Regionen, die 

komplexe Merkmale, so zum Beispiel die Atherosklerose, kontrollieren, so lässt dies 

Rückschlüsse auf das ursächliche Gen zu und erleichtert die Genidentifikation. Auf 

diese Weise wurden bereits einige kausale Gene identifiziert (Schadt et al, 2003; 

Schadt et al, 2005). Weitere Methoden zur Untersuchung der Kandidatengene und 

ihrer Einflüsse auf den Genotyp stellen Knockout- und Genüberexpressions-

Mausmodelle sowie Zellkultur-Studien dar. Desweiteren konnte der Nutzen von 

Plasma-Proteom-Kopplungsanalysen (pQTLs) für jede genetische Untersuchung 

gezeigt werden. Die Eignung für eine Hochdurchsatz-Analyse könnte diesen neuen 

Ansatz interessant für groß angelegte genomweite Assoziationsstudien machen 

(Holdt et al, 2013). Aus den Ergebnissen der vorliegenden Studie gilt es die 

Intervalle für die Genloci auf Chromosom 1, 2, 6 und 8 einzugrenzen, um den 

verantwortlichen Genen auf die Spur zu kommen. Wie sieht nun die Zukunft von 

Kopplungsanalysen am Maus-Modell aus? Genomweite Assoziationsstudien zeichnen 

sich als leistungsstarkes Hilfsmittel ab, neue Gene und molekulare Wege, die für die 

Empfindlichkeit für humane komplexe Erkrankungen verantwortlich sind, zu 

definieren. Trotz dieser Erfolge hat diese Methode auch ihre Limitationen, 

bemerkenswert zum Beispiel die inkonsistente Penetranz der Phänotypen als Folge 

von verschiedenartigsten Umwelteinflüssen. Mausmodelle können jedoch einige 

dieser Nachteile umgehen, indem sie ein viel höheres Maß an Kontrolle über die 

genetische Variation und die Umwelteinflüsse erlauben. Obwohl ihre Anwendung und 

Übertragung auf die menschliche komplexe Genetik nicht immer eindeutig ist, dienen 

sie trotzdem hervorragend und überzeugend als Mittel Beobachtungen bei humanen 

Populationen zu ergänzen. Die Kopplungsanalyse am Mausmodell hat sich als eine 
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sehr erfolgreiche aber auch technisch aufwändige Methode erwiesen die 

Empfindlichkeit für verschiedene Merkmale zu bestimmen. Kopplungsanalysen für die 

Atherosklerose am Mausmodell haben unter anderem genetische Regionen, die den 

Ausprägungsgrad der Läsionen modifizieren, definiert. Die Identifizierung der 

verantwortlichen Gene kann sowohl zu neuen Erkenntnissen der Pathogenese der 

Atherosklerose als auch zu Kandidaten für die humanen genetischen 

Assoziationsstudien führen.  
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5 Zusammenfassung 
Die Atherosklerose stellt zusammen mit ihren Folgeerkankungen die häufigste 

Todesursache in den westlichen Industrienationen dar und steht seit Jahrzehnten im 

Blickfeld medizinischer Forschung. Die vorliegende Arbeit diente der Identifizierung 

neuer Genloci für die Atheroskleroseempfindlichkeit sowie Atherosklerose-

modifizierender Faktoren. Da Lipide eine zentrale Rolle bei der Pathogenese der 

Plaques spielen wurde besonderes Augenmerk auf die Lipoproteine HDL, LDL, VLDL 

sowie auf das Gesamtcholesterol gelegt. Über das atherogene Potential der 

Phytosterole herrscht noch Uneinigkeit, weshalb diese ebenfalls auf eventuell 

zugrunde liegende genetische Faktoren untersucht wurden.  

Zum ersten Mal wurde eine Kreuzung atheroskleroseresistenter Balb/cByJ mit 

atheroskleroseempfindlichen C57BL/6 Mäusen auf dem LDL-Rezeptor defizienten 

Hintergrund unter einer semisynthetischen Haltungsdiät mit 0,02% Cholesterol 

vorgenommen. Anhand des  Kreuzungsschemas ließ sich ein gegebenenfalls 

vorhandener Einfluss des Ursprungs der Geschlechtschromosomen und der 

Mitochondrien auf den Phänotyp nachweisen. Geno- und  phänotypisiert wurde 

sowohl die Parental- als auch die F1 und F2 Generation. Die Genotypisierung erfolgte 

mit 119 Mikrosatellitenmarkern, die über das gesamte Genom verteilt waren. Zum 

Finemapping an neu entdeckten Genloci wurden zusätzlich 12 SNP Marker 

verwendet. Die Quantifizierung der atherosklerotischen Läsionen erfolgte an der 

Brachiocephalarterie. Weitere 41 phänotypische Merkmale, die anthropometrische 

und metabolische Parameter wie Lipide, Lipoproteine und Sterol-Metabolite 

beinhalten, wurden bestimmt. Zur Kopplungsanalyse wurden 376 Mäuse der F2 

Generation verwendet.  

Die Parentalstämme (BALB.Ldlr-/- und B6.Ldlr-/-) zeigten signifikante Unterschiede im 

Lipidprofil und der Ausprägung der atherosklerotischen Läsionen. Aufgrund der 

beobachteten signifikanten Geschlechtsunterschiede für mehrere Phänotypen, 

einschließlich der atherosklerotischen Läsionsgröße, wurden die männlichen und 

weiblichen Tiere getrennt voneinander analysiert. Die Kopplungsanalyse führte zur 

Entdeckung eines neuen Atherosklerose QTL für die Brachiocephalarterie auf 

Chromosom 6. Dieser war geschlechtsspezifisch und nur bei den Männchen zu 

beobachten. Es zeigte sich eine Kosegregation mit Phytosterolen sowie LDL-C und 

Gesamtcholesterol. Dies weist auf einen kausalen Zusammenhang dieser Lipide und 
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Lipoproteine mit der Entwicklung von Atherosklerose hin. Als mögliches zugrunde 

liegendes Kandidatengen wurde PPARy identifiziert,  dessen Aktivierung unter 

anderem antiinflammatorische Effekte hervorruft und die Atherosklerose reduzieren 

kann. Weitere Gene und Kofaktoren sind vermutlich für die Geschlechtsspezifität 

sowie die Verbindung der Phytosterole, LDL-C und Gesamtcholesterol mit der 

Ausprägung atherosklerotischer Läsionen verantwortlich. Ein weiterer neuer 

Genlocus konnte für die Phytosterole, LDL-C und Gesamtcholesterol auf Chromosom 

8 identifiziert werden. Bei genomweiten Assoziationsstudien für Myokardinfarkt und 

dessen Risikofaktoren wurde ebenfalls in der syntenen Region auf Chromosom 8 des 

Menschen ein Locus entdeckt. Zugrunde liegende Gene wurden bisher nicht 

identifiziert.  

Desweiteren konnte in dieser Studie ein bereits mehrfach entdeckter Locus für HDL 

auf Chromosom 1, dessen zugrunde liegendes Gen Apoa2 ist,  bestätigt werden. Ein 

QTL für VLDL-C, HDL-C, dem Cholesterolsynthesemarker Lanosterol, Brassicasterol 

und Sitosterol konnte in der vorliegenden Arbeit auf Chromosom 2 gefunden werden.  

Frühere Studien konnten ebenfalls für dieses Chromosom QTLs für Merkmale des 

Metabolismus und der Plasmasterole nachweisen. Hinsichtlich der Phytosterol-

Konzentrationen im Plasma wurde bereits der Locus Plast2a beschrieben. Ähnlich zur 

vorliegenden Studie trug das C57BL/6 Allel zum Anstieg der Pflanzensterolspiegel im 

Plasma bei. Ursächliche Gene konnten bisher ebenfalls noch nicht eindeutig 

identifiziert werden. Erhöhte Plasmakonzentrationen von Phytosterolen wurden als 

potentieller Risikofaktor für die koronare Herzkrankheit bei Maus und Mensch 

diskutiert. Ein Anstieg der Phytosterolkonzentrationen führte in der vorliegenden 

Studie zu einem Anstieg der Läsionsgröße. Dies bekräftigt die Meinung, Phytosterole 

als potentiellen Risikofaktor für die Entwicklung atherosklerotischer Läsionen 

anzusehen. 

Die Kopplungsanalyse am Mausmodell hat sich als eine sehr erfolgreiche Methode 

erwiesen die Empfindlichkeit für verschiedene Merkmale zu bestimmen. 

Kopplungsanalysen am Mausmodell haben unter anderem genetische Regionen 

definiert, die den Ausprägungsgrad der Läsionen modifizieren. Die Identifizierung der 

verantwortlichen Gene kann sowohl zu neuen Erkenntnissen der Pathogenese der 

Atherosklerose als auch zu Kandidaten für die humanen genetischen 

Assoziationsstudien führen.  
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