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A b s t r a c t  C e l lu l a r  f a t ty  a c id - b in d in g  p r o te in s  (F A B P )  

a re  a h ig h ly  c o n s e r v e d  f a m i ly  o f  p r o t e in s  c o n s i s t in g  o f  

se v e ra l  su b ty p e s»  a m o n g  t h e m  th e  m a m m a r y - d e r iv e d  

g ro w th  in h ib i to r  ( M D G I )  w h i c h  i s  q u i t e  h o m o lo g o u s  to  

o r e v e n  id e n t ic a l  w i th  th e  h e a r t - t y p e  F A B P  (H -F A B P ) .  

T h e  F A B P s  a n d  M D G I  h a v e  b e e n  s u g g e s t e d  to  b e  in 

v o lv e d  in  in t r a c e l lu la r  f a t ty  a c id  m e ta b o l i s m  a n d  t r a f f ic k 

ing . R e c e n t ly ,  e v id e n c e  f o r  g r o w th  a n d  d i f f e r e n t ia t io n  

r e g u la t in g  p r o p e r t i e s  o f  M D G I  a n d  H - F A B P  w a s  p r o v i d 

ed. U s in g  f o u r  a f f in i ty - p u r i f i e d  p o ly c lo n a l  a n t ib o d ie s  

a g a in s t  b o v in e  a n d  h u m a n  a n t ig e n  p r e p a r a t io n s ,  th e  c e l 

lu la r  lo c a l i z a t io n  o f  M D G I /H - F A B P  in  h u m a n  a n d  

m o u s e  t i s s u e s  a n d  o r g a n s  w a s  s tu d ie d .  T h e  a n t ib o d ie s  

w e re  w e a k ly  c r o s s - r e a c t iv e  w i th  a d ip o s e  t i s s u e  e x t r a c ts  

k n o w n  to  l a c k  H -F A B P , b u t  f a i l e d  to  r e a c t  b y  W e s te rn  

b lo t  a n a ly s i s  w i th  l iv e r - ty p e  F A B P  ( L - F A B P )  a n d  in te s t i 

n a l - ty p e  F A B P  ( I -F A B P ) .  M D G I /H - F A B P  p r o te in  w a s  

m a in ly  d e te c te d  in  m y o c a r d iu m ,  s k e le ta l  a n d  s m o o th  

m u s c le  f ib r e s ,  l ip id  a n d /o r  s t e r o id  s y n th e s i s in g  c e l ls  ( a d 

r e n a ls ,  L e y d ig  c e l ls ,  s e b a c e o u s  g la n d s ,  l a c ta t in g  m a m 

m a ry  g la n d )  a n d  te r m in a l ly  d i f f e r e n t i a t e d  e p i th e l i a  o f  th e  

r e s p i r a to ry ,  in te s t in a l  a n d  u r o g e n i t a l  t r a c ts .  T h e  r e s u l t s  

p r o v id e  e v id e n c e  th a t  e x p r e s s io n  o f  H - F A B P  is a s s o c ia t 

e d  w i th  a n  i r r e v e r s ib ly  p o s tm i to t i c  a n d  t e r m in a l ly  d i f f e r 

e n t ia te d  s ta tu s  o f  c e l ls .  S in c e  a ll  th e  a n t i s e r a  e m p lo y e d  

s h o w e d  s p a t ia l ly  id e n t ic a l  a n d  q u a l i t a t iv e ly  e q u a l  im m u -  

n o s ta in in g ,  it is  s u g g e s te d  th a t  h u m a n ,  b o v in e  a n d  m o u s e  

M D G I /H - F A B P  p r o te in s  s h a r e  h ig h ly  h o m o lo g o u s  e p i 

to p e s .
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Introduction

A  n u m b e r  o f  i n t r a c e l l u l a r  p r o t e i n s ,  w h i c h  a r e  c h a r a c t e r i 

s e d  b y  t h e  c a p a b i l i t y  t o  b i n d  h y d r o p h o b i c  l i g a n d s ,  h a v e  

b e e n  i s o la t e d  f r o m  a v a r i e t y  o f  t i s s u e s  f r o m  v a r io u s  s p e 

c ie s  o f  a n i m a l s  a s  w e l l  a s  f r o m  h u m a n s .  W i th  r e g a r d  to  

th e i r  p h y s i c o c h e m i c a l ,  c h e m i c a l  a n d  s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r 

i s t i c s  a n d  to  t h e i r  l i g a n d  s p e c t r u m ,  t h e y  h a v e  b e e n  d i v i d 

e d  in to  th r e e  g r o u p s :  (I)  f a t t y  a c i d - b i n d i n g  p r o t e i n s  

( F A B P s ) ,  ( I I )  c e l l u l a r  r e t i n o l - b i n d i n g  p r o t e i n s  ( C R B P s ) ,  

a n d  ( I I I )  c e l l u l a r  r e t i n o i c  a c i d - b i n d i n g  p r o t e i n  ( C R A B P ;  

f o r  r e v ie w s  s e e  B e r n i e r  a n d  J o l l è s  1 9 8 7 ;  C l a r k e  a n d  

A r m s t r o n g  1 9 8 9 ;  G l a t z  a n d  V a n  d e r  V u s s e  1 9 8 9 ; V e e r k 

a m p  e t  a l, 1 9 9 3 ) .  D a t a  f r o m  b o t h  n u c l e i c  a c i d  a n d  a m i n o  

a c id  s e q u e n c e  a n a l y s e s  r e v e a l e d  v a r y i n g  d e g r e e s  o f  h o 

m o lo g y  a m o n g  m e m b e r s  o f  t h e  f a m i l y  o f  f a t t y  a c i d - b i n d 

in g  p r o te in s ,  b u t  w i th  a  h i g h l y  c o n s e r v a t i v e  s e c o n d a r y  

a n d  te r t i a r y  s t r u c tu r e  ( O c k n e r  1 9 9 0 ;  V e e r k a m p  e t  a l .  

1 9 9 1 ) .  F u r th e r m o r e ,  t h e  i n t e r s p e c i e s  h o m o l o g y  a m o n g  

f a m i ly  m e m b e r s  a p p e a r s  m o r e  p r o n o u n c e d  th a n  th e  i n t r a 

s p e c ie s  h o m o l o g y  o f  t h i s  p r o t e i n  f a m i l y  ( B a s s  1 9 9 3 ) .

A l t h o u g h  t h e  p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n s  a n d  b i o l o g i c a l  

s ig n i f i c a n c e  o f  t h e  f a t ty  a c i d - b i n d i n g  p r o t e i n s  a r e  n o t  y e t  

f u l ly  d e t e r m i n e d ,  t h e r e  is  e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  th a t  

F A B P s  a r e  in v o lv e d  in  t h e  c e l l u l a r  u p t a k e  a n d  i n t r a c e l l u 

la r  t r a f f i c k i n g  o f  l o n g - c h a i n  f a t t y  a c i d s  ( B a s s  1 9 9 0 ;  K a -  

ik a u s  e t  a h  1 9 9 0 ;  O c k n e r  1 9 9 0 ;  S w e e t s e r  e t  a l .  1 9 8 7 ) .  

T h u s  F A B P s  m a y  r e g u l a t e  c y t o p l a s m i c  f a t ty  a c id  c o n 

c e n t r a t i o n s  a n d  o x i d a t i v e  c a p a c i t y  ( G l a t z  a n d  V an  d e r  

V u s s e  1 9 8 9 ; K a i k a u s  e t  aL  1 9 9 0 ;  M a t a r e s e  e t a l .  1 9 8 9 ;  

V e e r k a m p  a n d  V an  M o e r k e r k  1 9 9 3 ) .  T h e  c a p a b i l i t y  o f  

F A B P s  to  b in d  r e t i n o i c  a c i d  a n d  m e t a b o l i t e s  o f  th e  e i c o -  

s a n o id  p a th w a y  ( B o y la n  a n d  G u d a s  1 9 9 1 ;  D u t t a - R o y  e t  

al. 1 9 8 7 ;  R a z a  e t  a l. 1 9 8 9 )  s u g g e s t s ,  m o r e o v e r ,  t h e i r  p o s 

s ib le  p a r t i c i p a t i o n  in  c e l l u l a r  g r o w t h  r e g u l a t i o n  a n d  d i f 

f e r e n t i a t i o n  p r o c e s s e s  ( G l a t z  e t a l .  1 9 9 3 ) .  T h i s  s u g g e s 

t io n  w a s  c o r r o b o r a t e d  b y  t h e  i s o l a t i o n  o f  a  g r o w t h  i n h i b 

i t in g  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  p r o m o t i n g  p r o t e i n  f r o m  b o v i n e  

m a m m a r y  g l a n d ,  w h i c h  w a s  o r i g i n a l l y  r e f e r r e d  to  as  

m a m m a r y  d e r iv e d  g r o w t h  i n h i b i t o r  ( M D G I ;  B ö h m e r  e t  

al. 1 9 8 7 a ) .  M D G I  w a s  l a t e r  f o u n d  to  b e  h i g h l y  h o m o l o -
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g o u s  to ,  i f  n o t  i d e n t i c a l  w i th ,  h e a r t - t y p e  fa t ty  a c i d - b i n d 

i n g  p r o t e i n  ( H - F A B P ;  S p e n e r  e t  al. 1 9 9 0 ;  T r e u n e r  e t a l .  

1 9 9 4 ) .  T h e  e x p r e s s i o n  o f  M D G I  in  m u r in e  m a m m a r y  

g l a n d  w a s  s h o w n  to  b e  u n d e r  s t r o n g  h o r m o n a l  c o n t ro l  

( B in a s  e t  a l. 1 9 9 2 ) .  R e c e n t ly ,  d i r e c t  e v id e n c e  w a s  f o u n d  

f o r  b o t h  a n t i p r o l i f e r a t i v e  a n d  d i f f e r e n t i a t io n  p r o m o t in g  

c a p a b i l i t i e s  o f  M D G I / H - F A B P  in  m a m m a r y  g la n d  o rg a n  

c u l tu r e s  ( Y a n g  e t  a l. 1 9 9 4 ) .

U s i n g  i m m u n o c h e m i c a l  m e th o d s ,  H - F A B P  h a s  b e e n  

d e t e c t e d  in  a  v a r i e ty  o f  o r g a n s  a n d  t i s s u e s ,  e .g . h e a r i  a n d  

s k e le t a l  m u s c l e ,  l u n g ,  k id n e y ,  s to m a c h ,  p l a c e n ta  a n d  t e s 

te s  ( B a s s  a n d  M a n n i n g  1 9 8 6 ;  K le in e  e t  al. 1 9 9 3 ; P a u lu s -  

s e n  e t a l .  1 9 8 9 ;  V e e r k a m p  e t a l .  1 9 9 0 ) .  T o  o u r  k n o w l 

e d g e ,  h o w e v e r ,  o n ly  a  f e w  s tu d ie s  d e s c r i b e  th e  c e l lu la r  

a n d  t i s s u e  l o c a l i s a t i o n  o f  H - F A B P  ( W a ta n a b e  e t  a l. 1 9 9 1 , 

1 9 9 3 ) .  In  th e  p r e s e n t  s tu d y  u s in g  a f f in i ty  p u r i f i e d  a n t i 

b o d ie s ,  th e  s p a t i a l  d i s t r i b u t i o n  o f  M D G I /H - F A B P  w a s  in 

v e s t i g a t e d ,  n o t  o n l y  in  a  l a r g e r  v a r i e ty  o f  t i s s u e s  th a n  w a s  

in v e s t ig a t e d  b y  W a t a n a b e  e t  a l .  ( 1 9 9 1 ,  1 9 9 3 ), b u t  a lso  in  

tw o  d i f f e r e n t  s p e c i e s ,  n a m e l y  m a n  a n d  m o u s e .  T h i s  s y s 

t e m a t i c  i n v e s t ig a t io n  o f  th e  s p a t i a l  d i s t r ib u t io n  o f  

M D G I A T - F A B P  w a s  e x p e c t e d  to  r e v e a l  p o s s ib le  r e g u la r i 

t i e s  o f  th e  e x p r e s s i o n  p a t t e r n s  o f  M D G I /H - F A B P  in  v a r i 

o u s  t i s s u e s  a n d  o r g a n s  a n d ,  f u r t h e r m o r e ,  to  g iv e  e v id e n c e  

f o r  p r e s u m e d  r e l a t i o n s  b e t w e e n  th e  p r e s e n c e  o f  

M D G I / H - F A B P  a n d  s p e c i f i c  c e l l u l a r  o r g a n  f u n c t io n s .

Materials and methods

A n i m a l s

B A L B / c  i n b r e d  s t r a i n  m i c e  o f  b o t h  s e x e s  a n d  a b o u t  6 - w e e k - o l d  a s  
w e l l  a s  p r e g n a n t  f e m a l e  m i c e  a t  d a y  1 7  o f  g e s t a t i o n  w e r e  e m 

p l o y e d .  A f t e r  t h e  a n i m a l s  w e r e  k i l l e d  b y  c e r v i c a l  d i s l o c a t i o n ,  o r 

g a n  s p e c i m e n s  w e r e  e x c i s e d  a n d  f i x e d  in  p h o s p h a t e - b u f f e r e d  f o r 

m a l i n  ( 4 % )  a t  4 °  C  a n d  r o u t i n e l y  e m b e d d e d  in  p a r a f f i n .

H u m a n  t i s s u e s

H u m a n  t i s s u e  s p e c i m e n s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  a u t o p s i e s  ( D e p a r t 

m e n t  o f  P a t h o l o g y ,  A c a d e m i c  H o s p i t a l  M a a s t r i c h t ,  T h e  N e t h e r 

l a n d s )  u p  t o  2 4  h  a f t e r  d e a t h .  T h e  m a t e r i a l ,  w h i c h  s h o w e d  n o  d e 

t e c t a b l e  p a t h o l o g i c a l  a l t e r a t i o n s ,  w a s  f i x e d  i n  p h o s p h a t e - b u f f e r e d  
f o r m a l i n  ( 4 % )  a t  4 °  C  a n d  w a s  r o u t i n e l y  e m b e d d e d  in  p a r a f f i n .

P r e p a r a t i o n  o f  a n t i g e n s  a n d  a n t i b o d i e s

T h e  p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e  f o r  b o v i n e  H - F A B P  u s e d  f o r  i m m u n i 

s a t i o n  a n d  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  p o l y c l o n a l  a n t i s e r a  w a s  d e s c r i b e d  
e l s e w h e r e  ( J a g s c h i e s  e t a l .  1 9 8 5 ) ,  P u r i f i c a t i o n  o f  b o v i n e  M D G I  
w a s  a s  d e s c r i b e d  e a r l i e r  ( B ö h m e r  e t  a l .  1 9 8 7 a ) .  P o l y c l o n a l  a n t i s e r a  
w e r e  a f f i n i t y  p u r i f i e d  o n  S e p h a r o s e  c o l u m n s  c o v a l e n t l y  d e r i v a t i s e d  
w i t h  b o v i n e  M D G I  ( B ö h m e r  e t  a l .  1 9 8 7 b ) .  F o r  t h i s  p u r p o s e ,  1 m g  
o f  b o v i n e  M D G I  w a s  c o u p l e d  t o  C N B r - a c t i v a t e d  S e p h a r o s e  
( P h a r m a c i a / L K B ,  U p p s a l a ,  S w e d e n ) ,  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  w i t h  5  
m l  a n t i - M D G I  r a b b i t  a n t i s e r u m  a n d  s u b s e q u e n t l y  w a s h e d  e x t e n 

s i v e l y  w i t h  p h o s p h a t e - b u f f e r e d  s a l i n e  ( P B S ) .  T h e  b o u n d  s p e c i f i c  
i m m u n o g l o b i n s  w e r e  e l u t e d  w i t h  1 0 0  m M  g l y c i n e  b u f f e r ,  p H  2 . 8 .

T h e  p r e p a r a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  h u m a n  H - F A B P  f r o m  s k e l e t a l  
m u s c l e  w a s  d e s c r i b e d  b y  P e e t e r s  e t  a l .  ( 1 9 9 1 )  a n d  p o l y c l o n a l  a n t i 

s e r a  a g a i n s t  i t  w e r e  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  P a u l u s s e n  e t  a l .  ( 1 9 9 0 ) .  
H u m a n  H - F A B P  f r o m  h e a r t ,  n e e d e d  f o r  t h e  g e n e r a t i o n  o f  a f f i n i t y - 
p u r i f i e d  m o n o s p e c i f i c  p o l y c l o n a l  r a b b i t  I g G ,  w a s  i s o l a t e d  a n d  p u -

r i f i e d  b y  g e l  p e r m e a t i o n  a n d  a n i o n - e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  as 
p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( V a n  N i e u w e n h o v e n  e t  a l .  1 9 9 1 ;  K l e i n e  e t  a l. 
1 9 9 2 ) .  B r i e f l y ,  h o m o g e n a t e s  o f  h u m a n  h e a r t  t i s s u e  ( 2 5 % ,  w / v )  
w e r e  p r e p a r e d  in  b u f f e r ,  c o n s i s t i n g  o f  1 0  m M  T R I S - H C 1  ( p H  8 .0 ) ,  
1 5 0  m M  K C 1  a n d  1 m M  d i t h i o t h r e i t o l .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  o f  th e  
h o m o g e n a t e  a t  2 6 0 0  g  f o r  1 0  m i n  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  a t  1 0 5 0 0 0  g 

f o r  9 0  m i n ,  t h e  f i n a l  s u p e r n a t a n t  w a s  o b t a i n e d  c o n t a i n i n g  c y t o s o l i c  
p r o t e i n s .  T h e  f i n a l  s u p e r n a t a n t  w a s  c o n c e n t r a t e d  b y  u l t r a - f i l t r a t i o n  
u s i n g  a D i a f l o  Y M 5  m e m b r a n e  ( A m i c o n ,  D a n v e r s ,  M a s s . ,  U S A ) ,  
a n d  a p p l i e d  to  a  S e p h a c r y l  S 2 0 0 - S F  c o l u m n  ( P h a r m a c i a / L K B )  
e q u i l i b r a t e d  w i t h  h o m o g e n i s a t i o n  b u f f e r .  E l u t i o n  o f  p r o t e i n s  w a s  
m o n i t o r e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  a t  2 8 0  n m .  F A B P  c o n t a i n i n g  
f r a c t i o n s ,  i d e n t i f i e d  b y  t h e  L i p i d e x  1 0 0 0  a s s a y  ( G l a t z  a n d  V e e r k 

a m p  1 9 8 3 ) ,  w e r e  p o o l e d ,  c o n c e n t r a t e d ,  d i a l y s e d  o v e r n i g h t  a t  4 °  C  
a g a i n s t  5  m M  T R I S - H C 1  ( p H  8 . 0 ) ,  a n d  a p p l i e d  t o  a  S e p h a r o s e - Q  
f a s t  f l o w  c o l u m n  ( P h a r m a c i a / L K B )  e q u i l i b r a t e d  w i t h  d i a l y s i s  b u f f 

er.

H - F A B P  w a s  c o l l e c t e d  a f t e r  s t e p w i s e  g r a d i e n t - e l u t i o n  ( 0 - 3 0  

m M  N a C l  in  5  m M  T R I S - H C 1 ,  p H  8 .0 ) .  T h e  p u r i t y  o f  H - F A B P  
w a s  a s s e s s e d  b y  s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e - p o l y a c r y l a m i d e  g e l  
c l e c t r o p h o r e s i s  ( S D S - P A G E )  a n d  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g .  F i n a l l y ,  th e  
p r o t e i n  w a s  d i a l y s e d  a g a i n s t  1 0  m M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  ( p H  
7 . 4 ) ,  c o n t a i n i n g  1 5 0  m M  N a C l ,  a n d  s t o r e d  i n  a l i q u o t s  a t  - 2 0 °  C . 
T o  p r e p a r e  a n t i s e r a  a g a i n s t  h u m a n  H - F A B P ,  r a b b i t s  ( F l e m i s h  g i 

a n t )  w e r e  i m m u n i s e d  w i t h  2 0 0  jug o f  p u r e  h u m a n  H - F A B P  e a c h  in  
a  m i x t u r e  o f  2  m l  P B S  a n d  F r e u n d ’s  C o m p l e t e  A d j u v a n t  ( F C A )  
( 1 : 1 ,  v / v ) ,  a n d  w e r e  b o o s t e d  a t  w e e k s  4  a n d  8 w i t h  a n t i g e n  in  a 
m i x t u r e  o f  2  m l  P B S  a n d  F r e u n d ’s  I n c o m p l e t e  A d j u v a n t  ( F I A ,  1 :1 , 
v / v ) .  T w o  w e e k s  a f t e r  t h e  l a s t  b o o s t e r  i n j e c t i o n ,  b l o o d  w a s  c o l l e c t 

e d  in  g l a s s  t u b e s  a n d  s p u n  f o r  1 0  m i n  a t  1 5 0 0  g.  F r o m  t h e  r e s u l t i n g  
p o l y c l o n a l  a n t i s e r u m  t h e  I g G  f r a c t i o n  w a s  i s o l a t e d  b y  m e a n s  o f  
p r o t e i n - A  c h r o m a t o g r a p h y  ( P h a r m a c i a / L K B ) .  M o n o s p e c i f i c  r a b b it  
I g G  a g a i n s t  h u m a n  H - F A B P  ( a P - I g G )  w a s  s u b s e q u e n t l y  i s o l a t e d  
f r o m  t h i s  f r a c t i o n  b y  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y ,  u s i n g  a  S e p h a r o s e  
c o l u m n  c o n t a i n i n g  c o v a l e n t l y  b o u n d  h u m a n  H - F A B P .  T h e  p r o t e i n  
c o n t e n t s  o f  t h e  a f f i n i t y  p u r i f i e d  a n t i b o d i e s  w e r e  1 .6 , 1.2  a n d  0.1 
m g / m l  f o r  t h e  a n t i - b o v i n e  H - F A B P ,  a n t i - b o v i n e  M D G I  a n d  a n t i 

h u m a n  H ' - F A B P  r e s p e c t i v e l y .

W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s

M o u s e  t i s s u e  e x t r a c t s  w e r e  o b t a i n e d  b y  p u l v e r i s a t i o n  o f  f r o z e n  t i s 

s u e  p i e c e s  u n d e r  l i q u i d  n i t r o g e n  in  a  m o r t a r ,  s u s p e n d e d  in  5 %  S D S  
a n d  s o l u b i l i z e d  f o r  1 0  m i n  a t  1 0 0 °  C .  T h e  e x t r a c t s  w e r e  c l e a r e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 4 0 0 0  r p m  f o r  15  m i n  a n d  t h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a 

t i o n  e s t i m a t e d  w i t h  b i c i n c h o n i n i c  a c i d  u s i n g  t h e  b i c i n c h o n i n i c  
a c id  ( B C A )  k i t  ( P i e r c e ,  R o c k f o r d ,  I I I ,  U S A ) .  A l i q u o t s  o f  e a c h  t i s 

s u e  e x t r a c t  c o n t a i n i n g  6 0  | l g  o f  p r o t e i n  o r  2 0 0  n g  o f  e a c h  t h e  p u r i 

f i e d  p r o t e i n s  w e r e  a p p l i e d  t o  a  1 5 %  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  a n d  a n a l y 

s e d  a s  d e s c r i b e d  ( B i n a s  e t  a l .  1 9 9 2 ) .  I m m u n o c h e m i c a l ' d e t e c t i o n  o f  
t h e  s e p a r a t e d  p r o t e i n s  o n  n i t r o c e l l u l o s e  w a s  p e r f o r m e d  a s  d e 

s c r i b e d  e a r l i e r  ( B i n a s  e t  a l .  1 9 9 2 ) .  In  b r i e f ,  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  b l o t  
w a s  f i r s t  i n c u b a t e d  in  \%  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( B S A ;  w / v )  in  5 0  
m M  T R I S - b u f f e r e d  1 5 0  m M  N a C l ,  p H  7 . 4 ,  c o n t a i n i n g  0 . 1 %  
T w e e n  2 0  ( T B S / T w e e n )  f o r  2 0  m i n ,  a n d  a f t e r w a r d s  a t  4 °  C  o v e r 

n i g h t  w i t h  t h e  c o r r e s p o n d i n g  p r i m a r y  a n t i b o d y  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  
o f  3 . 0  ]ig  p r o t e i n / m l  in  T B S / T w e e n .  A f t e r  w a s h i n g  in  T B S / T w e e n  
t w i c e  f o r  1 5  m i n ,  t h e  b l o t  w a s  i n c u b a t e d  f o r  3  h  w i t h  a n t i - r a b b i t  
I g G  c o n j u g a t e d  t o  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  ( D a k o p a t t s ,  C o p e n h a g e n ,  
D e n m a r k )  a t  a  d i l u t i o n  o f  1 : 5 0 0  in  T B S / T w e e n ,  t h e n  w a s h e d  a g a i n  
w i t h  T B S / T w e e n  t h r e e  t i m e s  f o r  1 0 - m i n ,  a n d  f i n a l l y  s t a i n e d  w i t h  
n i t r o b l u e  t e t r a z o l i u m / l - b r o m o - 2 - c h l o r o i n d o l y l  p h o s p h a t e  a s  s u b 

s t r a t e  ( B i n a s  e t  a l .  1 9 9 2 ) .

I m m u n o h i s t o c h e m i s t r y

P a r a f f in  s e c t i o n s  o f  4  j i m  in  t h i c k n e s s  w e r e  m o u n t e d  o n  p o ly -L - ly -*  
s i n e  c o a t e d  g l a s s  s l i d e s  a n d  p r o c e s s e d  r o u t i n e l y .  A f t e r  i n c u b a t i o n  
f o r  1 5  m i n  in  h y d r o g e n  p e r o x i d e  ( 1 . 0 % ,  w / v ) ,  f o l l o w e d  b y  w a s h 

i n g  w i t h  P B S ,  t h e  s e c t i o n s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  2 0  m i n  i n  P B S  s u p -
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p i e m e n  ted  w i t h  B S A  ( 1 .0 % ,  w /v ) .  A f t e r  f u r t h e r  w a s h i n g  w i th  

P B S ,  t h e  s e c t i o n s  w e r e  i n c u b a t e d  fo r  2  h  in th e  p r i m a r y  a n t i s e r a .  

A n t i - b o v i n e  M D G I ,  a n t i - h u m  an  H - F A B P  a n d  a n t i - h u m a n  H - F A B P  
f r o m  s k e l e t a l  m u s c l e  w e r e  d i l u t e d  1 :1 0 0 ,  a n d  a n t i - b o v i n e  H - F A B P  
w a s  d i l u t e d  1:50  in I %  B S A  ( w / v )  in P B S .  A f t e r  th e  e x c e s s  o f  p r i 
m a r y  a n t i b o d i e s  w a s  r e m o v e d  by  w a s h i n g  w i t h  P B S ,  the  s e c t i o n s  
w e r e  i n c u b a t e d  fo r  4 5  m in  w i t h  b i o t i n y l a t e d  s h e e p  a n t i - r a b b i t  I g G  
( A m e r s h a m ,  O x f o r d ,  U K ) ,  f o l l o w e d  b y  w a s h i n g  w i t h  P B S .  T h e  

s e c t i o n s  w e r e  n e x t  t r e a t e d  w i th  s t r e p t a v i d i n - c o n j u g a t e d  h o r s e r a d 
ish p e r o x i d a s e  fo r  15 m in .  F in a l ly ,  th e  s e c t i o n s  w e r e  e x t e n s i v e l y  

w a s h e d  w i t h  P B S ,  t r e a t e d  w i th  d i a m i n o b e n z i d i n e  ( D A B )  fo r  5 
m in ,  f o l l o w e d  b y  r i n s i n g  in d i s t i l l e d  w a te r .  T h e  s e c t i o n s  w e r e  
c o u n t e r s t a i n e d  w i t h  h a e m a t o x y l i n ,  d e h y d r a t e d  a n d  m o u n t e d  r o u 
t ine ly .  S e c t i o n s  i n c u b a t e d  w i t h  u n s p e c i f i c  p r i m a r y  a n t i b o d y  o r  

w i th  a n t i s e r u m  th a t  w a s  p r e - a b s o r b e d  w i th  the  r e s p e c t i v e  a n t ig e n  
s e r v e d  as n e g a t i v e  c o n t r o l s .

W este rn  b lo t  a n a ly s is

F o r  in v es t ig a t in g  the sp ec i f ic i ty  o f  the  va r ious  a n t ib o d 
ies, pu r i f ied  F A B P s  and  a q u e o u s  e x t rac ts  o f  m o u se  t i s 
sues  w e re  e m p lo y e d .  T h e  s p e c t r u m  o f  the  an t ig en s  and  

the re su l ts  are l is ted  in T a b le  1. A  W e s te rn  b lo t  d e m o n 
s t ra t ing  the  reac t iv i ty  o f  a n t i -b o v in e  H - F A B P  anti se ru m  
w ith  v a r io u s  r e c o m b in a n t  F A B P s  a n d  m o u s e  t issue  e x 
t rac ts  is g iv en  as e x a m p le  (F ig .  1). T h e  b o v in e  and  h u 
m an  F A B P s  f ro m  m a m m a r y  g la n d ,  h ea r t  and  skeletal  

m u sc le  gave  p o s i t iv e  r e a c t io n s  w ith  all the h e te ro lo g o u s  
and  h o m o lo g o u s  a n t ib o d ie s .  L ik e w is e ,  the  m u r in e  t issue  
ex trac ts  o f  lac ta t in g  m a m m a r y  g lan d ,  skele ta l  m usc le  
a n d  hea r t  s h o w e d  pos i t ive  reactiv ity .  W e a k  in m u m o s ta in 
ing w as  no ted  u s in g  b ra in  ex trac ts .  F A B P s  a n d  t is sue  e x 
t rac ts  f ro m  liver, in tes t ine ,  and  skin  w e re  nega t ive .  T h e  
im m u n o s ta in in g  o f  a d ip o se  t i s su e  e x t ra c ts  m ay  be  due  to

H -F A B Pc r o s s - r e ac 11 v 11 y , s ince  
an d  a d ip o s e  t i s su e  (A ) -F A B P  e x te n d s  to  m o r e  than  60%  
(V e e rk a m p  et al. 1991). E x c e p t  fo r  the a n t i -h u m a n  r e 

c o m b in a n t  H - F A B P  w h ic h  w as  less  reac t ive ,  ail the  a n t i 
s e ra  reac ted  w ith  equ a l  in tensify .
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F i g .  1 W e s t e r n  b l o t  o f  v a r i o u s  f a t t y - a c i d  b i n d i n g  p r o t e i n s  ( F A B P s )  

a n d  m o u s e  t i s s u e  e x t r a c t s  a n a l y s e d  w i t h  a n t i - b o v i n e  h e  a r t - t y p e  
( H ) - F A B P  a n t  ¿ s e r u m .  T i s s u e  e x t r a c t s  ( l a n e s  1 - 7 )  a n d  p u r i f i e d  o r  
r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  ( l a n e s  8 —J 2 )  w e r e  o b t a i n e d  as  d e s c r i b e d  in  

th e  “ M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s ” . L a n e  1 ,  M a m m a r y  a d i p o s e  t i s s u e :  
l a n e  2 ,  s k i n ;  l a n e  3 ,  f iv e r ;  l a n e  4 ,  b r a i n ;  l a n e  5 ,  s k e l e t a l  m u s c l e ;  
l a n e  6 .  h e a r t ;  l a n e  7, I a c t a  t i n e  m a m m a r y  g land . :  l a n e  <S\ b o v i n e  

m a m m a r y  d e r i v e d  g r o w t h  i n h i b i t o r  ( M D G I ) ;  l a n e  9 ,  ra t  l i v e r - t y p e  
( L ) - F A B P ;  l a n e  1 0 ,  b o v i n e  i n t e s t i n a l - t y p e  ( f ) - F A B P ;  l a n e  I I ,  

b o v in e  H - F A B P ;  l a n e  1 2 ,  h u m a n  F I - F A B  P. S t r o n g  r e a c t i v i t y  w a s  
o b t a i n e d  w i t h  e x t r a c t s  o f  s k e l e t a l  m u s c l e ,  h e a r t ,  a n d  l a c t a t i n g  

m a m m a r y  g l a n d  ( l a n e s  5 - 7 )  a n d  w i t h  b o v i n e  M D G I ,  b o v i n e  FI 
F A  B P  a n d  h u m a n  H - F A B P .  T h e  s t a i n i n g  o f  m o u s e  m a m m a r y  
a d i p o s e  t i s s u e  a n d  p o s s i b l y  o f  b r a i n  e x t r a c t s  h a s  to  b e  c o n s i d e r e d  

as  c r o s s  - r e a c t i  ve

1 m m u  n  o 1 u  s t o c h  e m is try

M y o c a r d iu m , s k e le ta l  a n d  s m o o th  m u s c le s

In  a c c o r d a n c e  w i th  the  r e s u l t s  o f  th e  i m m u  no  b lo t t in g ,  a
anti  s e r a  s h o w e d  s t ro n g  s p e c i e s - n o n  “S pec if ic  r e a c t iv i ty  
w ith  m y o c a r d i u m  (F ig .  2 )  o f  b o th  v e n t r i c l e s  a n d  a t r ia  
and  w i th  s k e le ta l  m u s c le s .  R e d  s t r i a t e d  m u s c l e  w a s  m o r e  
in te n s e ly  s t a in e d  than  w h i t e  s t r i a t e d  m u s c l e .  F ib re s  w i t h 

in  an in d iv id u a l  m u s c le  s h o w e d  q u i t e  h e t e r o g e n e o u s  i in -
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F ig .  2  M y o c a r d i u m  o f  t h e  h u m a n  le f t  v e n t r i c l e ,  s t r o n g l y  r e a c t iv e  

w i t h  a n t i - h u m a n  H - F A B P  a n t i  s e r u m .  N o t e  i m m u n o n e g a t i v i t y  o f  
t h e  s u b e n d o c a r d i a l  c o n n e c t i v e  t i s s u e  a n d  th e  s m a l l e r  b l o o d  
v e s s e l s ,  x l  10

F ig .  3  H u m a n  s t r i a t e d  m u s c l e  o f  the  M .  d o r s a l i s  l o n g u s ,  d e m o n -  
s t n u i n g  diffe.re.nt r e a c t i v i t y  o f  w h i l e  a n d  r e d  m u s c l e  f ib r e s  w i th  a n 

t i - h u m a n  H - F A B P  a n t i  s e r u m ,  x l  10

F ig ,  4  L a r g e  a r t e r y  o f  t h e  h u m a n  p e r i g e n i t a i  fat t i s su e  s h o w i n g  
f a i n t  F F F A B P  e x p r e s s i o n  { a r r o w h e a d )  w i t h  a n t i - h u m a n  H - F A B P  

a n t i s e r u m  ( L  L u m e n ) .  x 2 2 0

F ig ,  5 E p i t h e l i a l  l a y e r  o f  a l a r g e  b r o n c h u s  o f  t h e  h u m a n  lu n g .  D i s 

t i n c t  i m n m n o r e a c t i v i t y  o f  t h e  a p i c a l  c e l l  c o m p a r t m e n t s  w i t h  an t i -  
h u m a n  H -  FA  B P an  I t s e r u r n  ( a r r o  w h  e a c i ) .  x 5 5  0

turn, sp a r in g  B r u n n e r ’s g lands ,  L i e b e r k i i h n ’s c ry p ts  and 
the m u c o u s  g lan d s  o f  co lon  and  re c tu m .  E x p re s s io n  of  

M D G I/F I -F A B P  i n c re a sed  from  the  base  to th e  t ips  o f  the 
in tes t ina l  villi ,  b u t  w as  i r regu la r ly  e x p re s s e d  by the  cells 

on the  v i l lous  su rface ,  w h i le  e x p l ic i t ly  e x c lu d in g  the 
g lo b le t  cells .  T h e  se ro u s  p a r ts  o f  all the h u m a n  and  m u 
r ine  sa l ivary  g la n d s  s h o w e d  m o d e ra te  e x p re s s io n  in the 
ep i the l ia l  ce l ls  l in in g  th e  inter- a n d  in t r a lo b u la r  ducts ,  
w h e reas  the m u c in o u s  par ts  w e re  th o ro u g h ly  negative .  
L ikew ise ,  h u m a n  and  m u r in e  liver, in c lu d in g  in tra -  and 

e x trah ep a t ic  b i le  duc ts ,  as  w e l l  as e x c re to ry  p a n c re a s  
s h o w e d  no  reac t iv i ty .

n iuno !abe . l l ing  (F ig .  3). In c o n t r a s t ,  th e  s m o o th  m u sc le  

s y s te m  as  c h e c k e d  in in te s t in a l  w a ll ,  t r a c h e a  a n d  u terus  
g a v e  o n ly  f a in t  r e a c t io n s .  S m o o t h  m u s c l e  o f  t h e  ao r ta  
an d  w a l ls  o f  the la r g e r  a r t e r i e s  w e re  a l s o  w eak ly  po s i t iv e  
(F ig .  4).

G a s fro i n test in a I f ra c: t

In h u m a n  a n d  m u r i n e  s t o m a c h  o n ly  th e  p a r i e ta l  ce l ls  

d e m o n s t r a t e d  d i s t i n c t  . im m u n o s ta in in g .  In a d d i t io n ,  the  
s q u a m o u s  e p i t h e l i u m  o f  th e  m u r i n e  p r e - s to m a c h  w as  
s t ro n g ly  r e a c t iv e .  T h e  e p i t h e l i u m  o f  t h e  in te s t in a l  t rac t  
s h o w e d  c le a r  i m m u n o r e a c t i v i t y  f o r  M D G I / F F F A B P  w ith  
a g e n e r a l ly  d e c r e a s i n g  g r a d i e n t  f ro m  d u o d e n u m  to rec~

E xcre to ry  s y s te m

In both  h u m a n  a n d  m u r in e  k id n e y  M D G i / F F F A B P  a p 
p e a re d  in  the  d is ta l  tu b u le s  and, th o u g h  less p ro n o u n c e d ,  
in the  co l lec t in g  tubu les .  T h e  g lo m e ru l i  w e re  c o m p le te ly  
im m u n o n c g a t iv e .  T h e  tiro the I o f  rena l  pe lv is  and  u r inary  

b lad d e r  r e a c te d  o n ly  w e a k ly  with the  an t ise ra .

R esp  ira to ry  systern

In  the re sp i ra to ry  t rac t  o f  h u m a n s  the  c y l in d r ic a l  e p i th e 
lial lay e r  o f  the  t r a c h e a  a n d  the  la rg e r  b ro n c h i  d e m o n 
s t ra ted  s t ro n g  im m u n o re a c t iv i ty ,  w h ic h  w as  c o n f in e d  to
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F i g .  6  M o u s e  t e s t e s  w i th  d i s t i n c t l y  i rn n m in o lab e l lec t  in te rs t i t ia l  

L e y d i g  c e l l s  { a r r o w h e a d ) .  R e a c t i v i t y  w i th  a n t i - b o v i n e  M D G i  an t i -  
s e r u m  ( T  S e m i n i f e r o u s  tu b u le s ) .  x 5 0 0

F ig .  7 M o u s e  e a r  w i th  s t r o n g l y  i m m u n o s t a i n e d  s e b a c e o u s  g l a n d s  

a f t e r  t r e a t m e n t  w i th  a n t i - b o v i n e  M D G I  a n t i s e r u m .  x 6 0

F i g ,  9  S y n c y t i o t r o p h o b l a s t i c  m e s h  w o r k  o f  m o u s e  p l a c e n ta ,  
s t r o n g l y  e x p r e s s i n g  H - F A B P  as s h o w n  by  i m m u n o s t a i n i n g  w i th  
a n t i - b o v i n e  M D G I  a n l i s e r u m .  x 2 4 0

F i g .  1 0  L a r y n g e a l  c a r t i l a g e  o f  th e  m o u s e ,  d e m o n s t r a t i n g  c h o n d r o -  
b l a s t s  d i s t i n c t l y  i m m u n o i a b e l l e d  w i t h  a n t i - h u m a n  H - F A B P  anti  s e 
r u m  a g a i n s t  s k e l e t a l  m u s c l e  ( a r r o w h e a d ) .  x 6 0 0

the lum ina l  su r fa c e  o f  th e  ce l ls  (F ig . 5). T h e  s q u a m o u s  
e p i th e l iu m  o f  the  la rynx  w as  nega t ive .  In m ice ,  t rachea l  
an d  b ro n ch ia l  e p i th e l iu m  w as  o n ly  d i s c o n t in u o u s ly  im~ 
m u n o la b e H e d .  bu t  reac ted  at the  level o f  th e  a lveoli .  M e -  
so ihe!ia i  ce l ls  o f  the p le u ra  fa i led  to reac t  in bo th  spec ies  
in v es t ig a ted .

E u  d o c r i n  e  s  y s t e r n
k/

A m o n g  th e  e n d o c r in e  o rg a n s ,  b o th  h u m a n  and  m u r in e  
a d re n a l s  e x h ib i te d  m o d e r a t e  e x p r e s s io n  o f  H - F A B P  
m a in ly  in the  z o n a  r e t ic u la r i s  a n d  q u a n t i t a t iv e ly  d e c l i n 
ing  to w a r d s  th e  co r tex .  M o r e o v e r ,  th e  c o r p o r a  lu tea  o f  
th e  m u r in e  o v a r ie s  w e re  r e g u la r ly  s ta in e d .  T h e  t e s t i c u 
lar  L e y d ig  c e l l s  o f  b o th  s p e c ie s  e x h ib i t e d  d is t in c t  
M D G 'I /H - F A B P  e x p r e s s io n  (F ig .  6). T h e  is le ts  o f  L a n -

g e r h a n s  o f  the  p a n c r e a s  a n d  th e  c e l l s  o f  th e  a d e n o h y 
p o p h y s i s  o f  m o u s e  a n d  h u m a n s  w e r e  c o m p l e t e l y  im -
m u n o n e g a t i v e .

Sk i n a n d m a rn rn a ry g I a n d

K e ra t in o c y te s  a n d  ce l ls  o f  L a n g e r h a n s  o f  th e  e p id e r m i s  
s h o w e d  no  i m m u n o s t a i n i n g  e i t h e r  in  h u m a n s  o r  in m ic e .  
T h e  s e b a c e o u s  g la n d s  w h i c h  s u r r o u n d  th e  h a i r  s h e a th s  
w e re ,  h o w e v e r ,  s t r o n g ly  i m m u n o i a b e l l e d  w i th  all f o u r  
a n t i s e r  e m p l o y e d  (F ig .  7 ) .  T h e  m a m m a r y  g l a n d  o f  a d u l t  

h u m a n  fe m a le s  fa i led  to  e x p r e s s  M D G I / H - F A B P .  In f e 
m a le  m ic e  the  M D G I / H - F A B P  c o n t e n t  o f  th e  m a m m a r y  
g la n d  w a s  s t r o n g ly  r e l a t e d  to  t h e  g e s t a t io n a l  s ta tu s ;  
w h e r e a s  the  e p i t h e l i u m  o f  th e  m a m m a r y  g la n d  w a s  im -  

m u n o n e g a t iv e  in  v irg in  a n d  a d u l t  n o n - p r e g n a n t  m ic e ,  the  
im r n u n o r e a c t iv i ty  i n c r e a s e d  d u r i n g  p r e g n a n c y  in p a ra l le l  
to the  f o r m a t io n  o f  a l v e o l a r  l ip id  d r o p l e t s  (F ig .  8A ) ,  r e 
s u l t in g  in m a x i m u m  s t a i n i n g  d u r i n g  th e  l a c ta t io n  p e r io d .  

A l th o u g h  M D G I / .H - F A B P  w a s  p r e d o m i n a n t l y  e x p r e s s e d  
in the  l ip id  d r o p l e t - c o n t a i n i n g  c e l l s  l in in g  th e  a lv e o l i ,  th e  
e p i th e l ia l  l a y e r  o f  d u c tu l e s  a n d  o f  s m a l l  a n d  la rg e  d u c t s  

o c c a s io n a l ly  a l s o  s h o w e d  m i n o r  im rn u n o r e a c t iv i ty .  T h e
a n t ig e n  w a s  r n t r a c e l lu l a r ly  c o n c e n t r a t e d  a r o u n d  the  lip id 

d ro p le ts .  F u r th e r m o r e ,  th e  m e m b r a n e s  o f  th e  m i lk  fat 
g lo b u le s  w i th in  the  l u m i n a  w e r e  a lso  p o s i t iv e ly  i m m u n o -  

I a be I led  (Fie:. 8B ).
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F i g .  8A„ B  M D G I / H - F A B P
e x p r e s s i o n  in m o u s e  m a m m a r y  
&?unci as  s h o w n  w i t h  a n t i - b o -  

v i n e  M D G I  a n t i  s e r u m .  A  M a m 
in a r y g  i an  d  o  f  a 1 a t e - p r  e g  n  a  n  t 
m o u s e  ( d a y  17 o f  g e s t a t i o n ) .  
R e a c t i v i t y  is c o n c e n t r a t e d  
a r o u n d  t h e  i n t r a c e l l u l a r  l i p i d  
d r o p l e t s  o f  t h e  a l v e o l a r  e p i t h e 

lial c e l l  l a y e r  w h e r e a s  th e  
d u c t o l i  { a r r o w h e a d }  fa i l  t o  
e x p r e s s  H - F A B P .  B  M a m m a r y  
g l a n d  o f  a l a e t a t i n g  m o u s e .  
D i s t i n c t  r e a c t i v i t y  o f  t h e  a l v e o 
l a r  e p i t h e l i a l  c e l l s  a n d  t h e  
in t r a -  a n d  e x t r a c e l l u l a r  m i l k  

fat  d r o p l e t  m e m b r a n e s  ( a r r o w 

h e a d s ) .  A  x 5 0 0 ;  B  x 7 5 0
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R e p  ro d  u c / i v e o rg a n s

T h e  e n d o m e t r i u m  in h u m a n  as w e l l  a s  m u r in e  f e m a le s  
s h o w e d  f a in t  to m o d e r a t e  i m m u n o s t a i n i n g .  G r a n u lo s a  
c e l l s  a n d  o o c y te s  in  th e  o v a r i e s  d id  n o t  r e a c t  w ith  the  an 
t i se ra .  In c o n t r a s t  t h e  F a l l o p i a n  tu b e  s h o w e d  s t ro n g  but 
d i s c o n t i n u o u s  im r n u n o r e a c t i v i t y  o f  the  e p i th e l ia l  l a y e r  in 
b o th  s p e c ie s ,  in  m a le s  o f  b o t h  s p e c ie s  th e  ce l ls  in v o lv e d  

in s p e r m a t o g e n e s i s  f a i l e d  to  e x p r e s s  M D G I /H - F A B P .  
H o w e v e r ,  the  e p i th e l i a l  ce l ls  l in in g  the s e m in i f e r o u s  d u c t  
a n d  s e m in a l  v e s ic le s  s h o w e d a c rm m u n o re a c t io n .

e p i t h e l i u m  o f  the  h u m a n  p r o s t a t e  s h o w e d  no p o s i t iv e  

i m m u n o s t a i n i n g .  M D G I / H - F A B P  w a s  d e te c te d  in the

■full-term h u m a n  and  m u r in e  p la c e n ta ,  m a in ly  e x p re s se d  
in s y n c y t io t ro p h o b la s t ic  and  d ec id u a l  ce lls  (F ig .  9).

M is c e l la n e o u s

T h e  h u m a n  a n d  m u r in e  h a e m o p o ie t i c  a n d  ly m p h o p o ie t i c  
s y s te m s  c o m p le te ly  fa i led  to  s h o w  p o s i t iv e  i m m u n o 

s ta in in g  w ith  the a n t i s e r a  e m p lo y e d .  O s te o b la s t s  and  o s 
teo c las ts  w e re  a lso  not  im m u n o ia b e l l e d .  D is t in c t  c y to 

p l a s m ic  im rn u n o re a c t iv i ty  was, h o w ev e r ,  d i s c e r n e d  in 
c e r ta in  c h o n d r o b la s t s  in the  la ry n g e a l  a n d  t r a c h e a l  ca r t i -  

(F ig . 10). T h e  ce l ls  o f  the  w h i te  and ,  e v en  m o re

>< s / s  :
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s t ro n g ly ,  t h e  b r o w n  f a t  t i s s u e  s h o w e d  v a r i a b le  s u b m e m -  

b r a n o u s  im m u n o s t a in in g .  T h e  i m m u n o r e a c t i v i t y  o f  th e  

i e n d o th e l i a l  c e l l s  in  a ll  h u m a n  a n d  m u r in e  o rg a n s  s tu d ie d  

1 c o u ld  n o t  b e  d e t e c t e d  w i th  c e r ta in ty .  C o n t r o l  in c u b a t io n s  

: p e r f o r m e d  w i th  u n s p e c i f i c  a n t ib o d y  o r  a n t i s e r a  p r e - a b -  

s o rb e d  w i th  th e  r e s p e c t iv e  a n t ig e n  a l l  s h o w e d  n e g a t iv e  

re s u l ts .

| In  o r d e r  to  r e c o g n i s e  a  p o s s ib l e  in f lu e n c e  o f  th e  p a r a f 

f in  e m b e d d in g  p r o c e d u r e  o n  H - F A B P  im m u n o r e a c t iv i ty ,  

s e c t io n s  o f  n a t iv e  a n d  p a r a f f in - e m b e d d e d  m a te r ia l  o f  

s e v e ra l  m o u s e  o rg a n s  w e r e  c o m p a r e d .  T h e  r e s u l t s  

j s h o w e d  n o  s p a t ia l  d i f f e r e n c e s  in  im m u n o r e a c t iv i ty  b e 

tw e e n  n a t iv e  a n d  p r o c e s s e d  t i s s u e .  F u r th e r m o r e ,  a  p o s t 

m o r te m  a u to ly s i s  p e r io d  u p  to  12 h  f a i l e d  to  in f lu e n c e  

th e  lo c a l i s a t io n  a n d  in te n s i ty  o f  im m u n o r e a c t iv i ty  as  r e 

v e a le d  in  c o n t r o l  e x p e r im e n t s  w i th  m o u s e  t i s s u e ,  th u s  e x 

c lu d in g  th e  p o s s ib i l i ty  o f  a u to ly s i s  e f f e c ts  o n  th e  im m u -  

n o h i s to c h e m ic a l  r e s u l t s .  In  g e n e r a l ,  a l l  th e  o rg a n s  a n d  

t i s s u e s  f r o m  m o u s e  a n d  h u m a n s  g a v e  a  q u a n t i ta t iv e ly  

s im i la r  s t a in in g  r e a c t io n  w i th  th e  a n t i - b o v in e  M D G I  a n d  

a n t i - h u m a n  H - F A B P  a n t i s e r a ,  b u t  le s s  in te n s iv e ly  w ith  

th e  a n t i - b o v in e  H - F A B P  a n t i s e r u m .

*

i ................... .................................... ............................................................ ......................... .........................................................................._________ ______________________________________________________________________________________________________________ __________

Discussion

| A m o n g  th e  m e m b e r s  o f  th e  F A B P  f a m i ly ,  H -F A B P  is 

| m o s t  w id e ly  d i s t r ib u te d  w i th in  th e  o r g a n is m .  W h e r e a s  

I e x p r e s s io n  o f  l iv e r  (L -F A B P ) ,  a d ip o s e  t i s s u e  (A -F A B P ) ,  

in te s t in a l  ( I -F A B P ) ,  i le a l  ( I Í -F A B P )  a n d  e p id e r m a l  (E -  

! F A B P H y p e  F A B P S  is  m a in ly  c o n f in e d  to  th e i r  r e s p e c 

t iv e  o rg a n s ,  H - F A B P  is  f o u n d  in  a  v a r ie ty  o f  o rg a n s  a n d  

t is s u e s .  P r e v io u s  im m u n o c h e m ic a l  s tu d ie s  u s in g  r a t  t is 

s u e  e x t r a c t s  d e m o n s t r a t e d  th e  a p p e a r a n c e  o f  H -F A B P  in  

; h e a r t  a n d  s k e le ta l  m u s c le ,  lu n g ,  p la c e n ta ,  te s te s ,  o v a r ie s ,  

i k id n e y s  a n d  s to m a c h  (B a s s  a n d  M a n n i n g  1 9 8 6 ; K a n d a  e t 1 

! al. 1 9 8 9 ; P a u lu s s e n  e t  a l. 1 9 8 9 ) .  R e c e n t  im m u n o h is to -  

c h e m ic a l  d a ta  in d ic a te d ,  m o re o v e r ,  th e  e x p r e s s io n  o f  H -  

F A B P  in  h u m a n  a n d  m u r in e  m a m m a r y  g la n d  (B in a s  e t  

al. 1 9 9 2 ; W a ta n a b e  e t  al. 1 9 9 1 , 1 9 9 3 )  a n d  in  h u m a n  a d r e 

n a ls ,  s to m a c h ,  k id n e y ,  h e a r t  m u s c le ,  s t r i a t e d  m u s c le ,  p l a 

c e n ta ,  te s te s ,  o v a r ie s  a n d  s a l iv a ry  g la n d s  ( K a n d a  e t al. 

1 9 8 9 ; W a ta n a b e  e t  al. 1 9 9 1 , 1 9 9 3 ) .

T h e  a b o v e  r e s u l ts  w e r e  c o n f i r m e d  b y  th e  im m u n o h is -  

t o c h e m ic a l  s tu d y  d e s c r ib e d  in  th is  p a p e r .  I n  a d d i t io n ,  w e  

d e te c td  H - F A B P  in  in te s t in a l  e p i th e l iu m ,  m a le  a n d  f e 

m a le  g e n i ta l  t r a c t ,  u r o th e l  a n d  s k in  a p p e n d a g e s .  A s  fa r  a s  

c o m p a r a b le  d a t a  o n  m o u s e ,  r a t  a n d  h u m a n  t is su e s  a r e  

a v a i la b le ,  th e r e  a re  n o  f u n d a m e n ta l  s p e c ie s - s p e c i f i c  d i f 

f e r e n c e s  in  th e  c y to lo c a l i s a t io n  o f  H - F A B P  H o w e v e r ,  in  

\ c o n t r a s t . t o  W a ta n a b e  e t al. ( 1 9 9 3 ) ,  w e  f a i l e d  to  d e m o n -  

s t r a te  im m u n o la b e l l i n g  o f  t h y r o id  e p i th e l i a  a n d  f o u n d  

s t r o n g  im m u n o r e a c t iv i ty  in  th e  o v id u c t  o f  m ic e  a n d  h u 

m a n s ;  t h e s e  d i f f e r e n c s  r e m a in  to  b e  e x p la in e d .  In  o u r  

s tu d y , e n d o th e l ia l  c e l ls  f a i l e d  to  d e m o n s t r a t e  r e l i a b le  i m 

m u n o s ta in in g  in  a l l  o r g a n s  w i th  th e  a n t i s e r a  e m p lo y e d  in  

c o n t r a s t  to  p r e v io u s  im m u n o h i s to c h e m ic a l  d a t a  ( F o u r n ie r  

a n d  R a h im  1 9 8 5 ;  P a u lu s s e n  e t  al. 1 9 9 0 ;  R o b e r s  e t  al.

1 9 9 3 ) . R e c e n t  e le c t r o n  m ic r o s c o p ic  s tu d ie s  in d ic a te d  th e

a b s e n c e  o f  H - F A B P  in  e n d o t h e l i a l  c e l l s  o f  t h e  m y o c a r d i 

u m ,  b u t  i t s  p r e s e n c e  in  c a p i l l a r y  e n d o t h e l i a l  c e l l s  o f  

p r e g n a n t  c o w s  u s in g  o u r  a n t i - b o v i n e  M D G I  a n t i s e r u m  

( B r e te r  a n d  E r d m a n n  1 9 9 4 ;  V a n  N i e u w e n h o v e n  e t a l .  

1 9 7 5 ) ,  f u r th e r  s tu d ie s  a r e  r e q u i r e d  o n  th e  d i s t r i b u t i o n  o f  

H - F A B P /M D G I  in  e n d o t h e l i u m .

In  c e n t r a l  a n d  p e r i p h e r a l  n e r v o u s  s y s t e m  a t  l e a s t  t h r e e  

F A B P s  h a v e  b e e n  i m m u n o c h e m i c a l l y  d e m o n s t r a t e d :  

M D G I ,  a  c lo s e ly  r e l a t e d  p r o t e i n  ( S c h o e n t g e n  e t  a l. 

1 9 8 9 ) ,  a n d  a  f u r t h e r  F A B P  t e n t a t i v e l y  d e s i g n a t e d  X -  

F A B P  ( K u r tz  e t  a l. 1 9 9 4 )  a n d  b r a i n  l i p i d - b i n d i n g  p r o t e i n ,  

r e s p e c t iv e ly  ( F e n g  e t a l .  1 9 9 4 ) .  B e c a u s e  o u r  a n t i s e r a  

s h o w e d  w e a k  i m m u n o s t a i n i n g  w i t h  m o u s e  b r a in  e x t r a c t s  

a n d , w i th  r e g a r d  to  th e  s e q u e n c e  h o m o l o g i e s  o f  th e  c e r e 

b ra l  F A B P s ,  c o u l d  b e  e x p e c t e d  to  r e a c t  w i th  e i t h e r  o f  

th e m ,  th e  i n v e s t ig a t io n  o f  n e r v o u s  t i s s u e  w a s  o m i t t e d  in  

th is  s tu d y .

T h e  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  t h e  a n t i s e r a  e m p l o y e d  w e r e  

n o t  c r o s s  r e a c t iv e  w i th  L - F A B P  in  i m m u n o b l o t s  a n d  t i s 

s u e  s e c t io n s .  L ik e w i s e ,  c r o s s  r e a c t i v i t y  w i t h  I -F A B P , L -  

F A B P  a n d  I l - F A B P  in  th e  i n t e s t i n e  c o u l d  b e  e x c l u d e d  f o r  

th e y  s h o w  a  d i f f e r e n t  l o c a l i s a t i o n ,  e x h i b i t i n g  c o n t i n u o u s  

a n d  in c r e a s in g  e x p r e s s i o n  f r o m  t h e  b a s e  to  t h e  t o p  o f  t h e  

in te s t in a l  v i l l i  ( I s e k i  a n d  K o n d o  1 9 9 0 ;  S h ie ld s  e t  a l .  

1 9 8 6 ; S w e e t s e r  e t a l .  1988)*  N o n  c r o s s - r e a c t i v i t y  o f  t h e  

a n t i s e r a  e m p l o y e d  w i t h  L - F A B P  w a s  a l s o  s h o w n  b y  i m 

m u n o s t a in in g  o f  k id n e y  t i s s u e .  L - F A B P  is  l o c a t e d  in  th e  

p r o x im a l  tu b u l i ,  w h i l e  H - F A B P  is  l o c a t e d  in  th e  d i s t a l  

tu b u l i  o f  th e  k id n e y  ( M a a t m a n  e t a l .  1 9 9 1 ) .  P o s i t iv e  i m 

m u n o s t a i n in g  o f  th e  w h i t e  a n d  b r o w n  f a t  t i s s u e ,  o n  t h e  

o th e r  h a n d ,  m u s t  b e  a t t r i b u t e d  to  c r o s s  r e a c t iv i ty ,  s i n c e  

th e  h o m o lo g y  b e t w e e n  A - F A B P  a n d  F I -F A B P  is  a b o u t  

6 0 %  ( V e e r k a m p  e t a l .  1 9 9 1 ) .  T h e  a n t i s e r a  a l s o  r e a c t e d  

w i th  m u r i n e  f a t  t i s s u e  e x t r a c t s  in  t h e  i m m u n o b l o t .

W i th  r e g a r d  to  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  a n d  i m m u n o h i s -  

to c h e m is t r y ,  t h e  r e s u l t s  w i t h  th e  p o l y c l o n a l  a n t i s e r a  

a g a in s t  b o v in e  a n d  h u m a n  F A B P s  s h o w  t h a t  (i)  H - F A B P s  

o f  b o v in e ,  h u m a n  a n d  m u r i n e  t i s s u e  s h a r e  a  h ig h  d e g r e e  

o f  id e n t i ty  o f  i m m u n o l o g i c a l  r e a c t i v i t y  a n d ,  t h u s ,  m a y  

c o n ta in  h ig h ly  c o n s e r v e d  e p i t o p e s ;  ( i i )  M D G I  a n d  H -  

F A B P  a re  q u i t e  s im i la r ,  i f  n o t  i d e n t i c a l  p r o t e i n s  w i th  r e 

s p e c t  to  i m m u n o l o g i c a l  r e a c t iv i ty .  A c c o r d i n g  to  th e  l i p 

i d - b in d in g  p r o p e r t i e s  o f  t h i s  f a m i l y  o f  p r o t e i n s ,  th e  i n 

v o lv e m e n t  o f  F A B P s  in  l i p id  m e t a b o l i s m  h a s  b e e n  g e n e r 

a l ly  in f e r r e d .  H o w e v e r ,  a s  a l r e a d y  m a y  b e  d e d u c e d  f r o m  

its  s p a t i a l  d i s t r i b u t io n ,  H - F A B P  h a s  to  b e  r e g a r d e d  a s  a  

m u l t i f u n c t i o n a l  p r o t e i n  ( S p e n e r  a n d  B o r c h e r s  1 9 9 2 ) .  A  

n u m b e r  o f  f u n c t i o n s  h a v e  b e e n  p r o p o s e d  ( G la t z  e t  a l. 

1 9 9 3 ;  G la tz  a n d  V a n  d e r  V u s s e  1 9 9 0 ;  K a i k a u s  e t a l .  

1 9 9 0 ;  V e e r k a m p  e t  a l.  1 9 9 1 ,  1 9 9 2 ;  Y a n g  e t  a l .  1 9 9 4 ) :  (1 )  

p r o v id in g  a  r e s e r v e  p o o l  f o r  c y t o p l a s m i c  f a t ty  a c id s ;  ( 2 ) 

p r o m o t i n g  c e l l u l a r  u p t a k e  o f  f a t t y  a c id s ;  (3 )  m o d u l a t i n g  

e n z y m e  a c t iv i t i e s  i n v o l v e d  in  f a t ty  a c i d  m e t a b o l i s m ;  (4 )  

e n a b l in g  in t r a c e l lu l a r ,  t a r g e t e d  t r a f f i c k i n g  o f  f a t ty  a c id s ;  

(5 )  s e r v i n g  a s  a n  i n t e r m e d i a t e  i n  i n t r a c e l l u l a r  s i g n a l l i n g  

p a th w a y s ;  a n d  ( 6 ) i n h i b i t i n g  c e l l  g r o w t h  a n d  p r o m o t i n g  

c e l l  d i f f e r e n t i a t io n .  T h e  p h y s i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e  o f  

th e s e  p r o p o s e d  f u n c t i o n s  i n  v i v o  h a s  s t i l l  to  b e  s u b s t a n t i 

a te d .
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W i t h  r e g a r d  to  t h e  b i o c h e m i c a l  d a t a  r e f e r r e d  to  a b o v e ,  

M D G I / H - F A B P  is  l o c a l i s e d  in  th r e e  ty p e s  o f  c y to lo g ic a l  

s t r u c tu r e s :
1 . C e l l  s y s t e m s  w i th  a  h ig h  r a t e  o f  /3 -o x id a t io n .  T h i s  a p 

p l i e s  to  m u s c l e  f i b r e s  o f  th e  m y o c a r d i u m  a n d  t h e  r e d  s t r i 

a t e d  m u s c l e s  a n d  to  a  l e s s e r  d e g r e e  a l s o  to  w h i te  s t r i a te d  

a n d  s m o o t h  m u s c l e s .  P r e v io u s ly ,  in  r a t  h e a r t  a n d  s k e le ta l  

m u s c l e s  a  r e l a t i o n  h a s  b e e n  r e p o r t e d  b e t w e e n  th e  m u s c le  

H - F A B P  c o n t e n t  a n d  th e  p a l m i t a t e  o x id a t io n  c a p a c i ty  

( V e e r k a m p  a n d  V a n  M o e r k e r k  1 9 9 3 )  o r  th e  3 - h y d r o x y a -  

c y l  C o A  d e h y d r o g e n a s e  a c t iv i ty  ( G a r n i e r  e t a l .  1 9 9 3 ) . 

O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  i n  q u a n t i t a t i v e  s tu d i e s  o n  t h e  p h y s i o 

l o g ic a l  i m p a c t  o n  H - F A B P  in  th e s e  o r g a n s ,  a  c lo s e  c o r r e 

l a t i o n  b e t w e e n  /^ - o x id a t io n  a n d  H - F A B P  c o n te n t  w a s  

l a c k in g  ( V e e r k a m p  a n d  V a n  M o e r k e r k  1 9 9 3 ) .

2 . C e l l s  k n o w n  to  h a v e  i n t e n s i v e  f a t  m e ta b o l i s m ,  e s p e 

c ia l ly  a  h i g h  r a t e  o f  s t e r o i d  s y n th e s i s .  T h is  a p p l ie s  to  

c e l l s  o f  th e  e n d o c r i n e  s y s t e m  ( a d r e n a l  c o r t e x ,  c o r p o r a  lu~ 

te a ,  L e y d i g  c e l l s ) ,  t h e  s e b a c e o u s  g l a n d s ,  p l a c e n t a  a n d  

e p r h e l i a  o f  t h e  m a m m a r y  g l a n d  o f  p r e g n a n t  a n d  la c ta t -  

in g  m ic e ,

3. C e l l s ,  f o r  th e  m o s t  p a r t  o f  e n t o d e r m i c  o r ig in ,  w i th  r e -  

s o r p t iv e  ( e n t e r o c y t e s )  o r  r e a b s o r p t i v e  f u n c t io n s  (d is ta l  

r e n a l  t u b u l i ,  u r o t h e l i u m ,  d u c t s  o f  s a l iv a r y  g la n d s ,  e p i th e 

l i u m  o f  b o t h  m a l e  a n d  f e m a l e  g e n i t a l  t r a c ts ) .  In  c o n t r a s t ,  

e x c r e to r y  c e l l  s y s t e m s  ( s a l iv a r y  g la n d s ,  p a n c r e a s ,  g a s t r o 

i n t e s t i n a l  t r a c t ,  p r o x i m a l  r e n a l  tu b u l i )  a r e  c le a r ly  n e g a 

t iv e ,  e x c e p t  f o r  t h e  m e r o c r i n e  ( m a m m a r y  g la n d )  o r  h o lo 

c r in e  e p i t h e l i a  ( s e b a c e o u s  g la n d s ) .

F r o m  a  c e l l  k i n e t i c  p o i n t  o f  v ie w  i t  b e c o m e s  e v id e n t  

t h a t  a l l  c e l l s  e x p r e s s i n g  H - F A B P  a r e  h ig h ly  d i f f e r e n t i a t 

e d . T h e y  c o m p r i s e  ( i)  t e r m i n a l l y  d i f f e r e n t ia te d ,  i r r e v e r s 

i b ly  p o s t m i t o t i c  c e l l s  l a c k i n g  th e  p o t e n c y  f o r  f u r th e r  d i 

v i s i o n  ( e .g .  m u s c l e  c e l l s ) ,  a n d  ( i i )  d i f f e r e n t i a t e d  d a u g h te r  

c e l l s  f r o m  u n e q u a l l y  d i v i d in g  s t e m  c e l l s  o f  e c to d e r m a l  

a n d  e n t o d e r m a l  e p i t h e l i a  ( e .g .  e n te r o c y te s ) .  T h i s  h a s  

b e e n  d e m o n s t r a t e d  b y  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  in  th e  b o v in e  

m a m m a r y  g l a n d  w h e r e  M D G I / H - F A B P  is  h e te r o g e n o u s -  

ly  e x p r e s s e d  in  a l v e o l a r  c e l l s ,  a p p a r e n t ly  s p a r in g  th e  

s t e m  c e l l s  ( E r d m a n n  a n d  B r e t e r  1 9 9 3 ) .  C o m p a r i s o n  w i th  

a u t o r a d i o g r a p h i c  d a t a  f r o m  th e  m o u s e  ( S c h u l t z e  1 9 6 8 ) 

e m p h a s i z e s  t h a t  t h e  c e l l s  e x p r e s s i n g  H - F A B P  f r e q u e n t ly  

a r e  m i to t i c a l l y  i n a c t i v e  a n d  h a v e  a  g e n e r a t io n  t im e  o f  

m o r e  th a n  1 5 0  h  ( e .g .  e p i t h e l i a  o f  th e  p r e - s to m a c h ,  m a m 

m a r y  g l a n d  a lv e o l i  a n d  u t e r u s  m u c o s a ) .  C o n s id e r e d  a l to 

g e th e r ,  t h e s e  d a t a  s t r o n g l y  s u p p o r t  e x i s t in g  e v id e n c e  th a t  

H - F A B P  is  a s s o c i a t e d  w i t h  th e  r e g u l a t i o n  o f  p r o l i f e r a t io n  

a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  c e r t a in  c e l l  s y s te m s .  I n v o lv e m e n t  

in  t h e s e  p r o c e s s e s  is  e x p e r i m e n t a l l y  b a s e d  o n  f in d in g s  

c o n c e r n i n g  u p - r e g u l a t i o n  o f  t h e  c e l l u l a r  H - F A B P  c o n te n t  

b y  d i f f e r e n t i a t i o n - p r o m o t i n g  h o r m o n a l  s t im u l i ,  e .g .  b y  

p r o l a c t i n  ( B in a s  e t  a l .  1 9 9 2 )  a n d  a n t ip r o g e s t in s  (L i  e t  al.

1 9 9 4 ) ,  o r  d o w n - r e g u l a t i o n  b y  m i t o t i c  a g e n t s  s u c h  a s  e p i 

d e r m a l  g r o w th  f a c t o r  a n d  t r a n s f o r m i n g  g r o w th  fa c to r -o :  

( S p i t z e r  e t  a l .  1 9 9 4 )  a s  s h o w n  i n  m o u s e  m a m m a r y  g la n d  

e x p l a n t  c u l tu r e s .  M o s t  r e c e n t  e x p e r i m e n t s  h a v e  d i r e c t ly  

c o n f i r m e d  th e  g r o w t h  i n h i b i t o r y  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  p r o 

m o t i n g  p r o p e r t i e s  o f  H - t y p e  F A B P s  w h e n  a d d e d  to  p r i 

m a ry  m a m m a r y  e p i th e l ia l  c e l l  a n d  o r g a n  c u l tu r e s  o f  

m o u s e  m a m m a r y  g la n d  (Y a n g  e t a l .  1 9 9 4 )  o r  p r im a ry  

m u r in e  c e r e b r a l  c e l l  c u l tu r e s  ( F e n g  e t a l .  1 9 9 4 ) .  F u tu re  

s tu d ie s  h a v e  to  e lu c id a te  w h e th e r  H -F A B P , in  th is  c o n 

te x t ,  m a y  a c t  a s  a  s ig n a l l in g  in te r m e d ia te ,  a s  im p l i e d  by  

d a ta  s u g g e s t in g  th e  in s u l in - d e p e n d e n t  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  

H -F A B P  ( N ie l s e n  a n d  S p e n e r  1 9 9 3 ).

A c k n o w l e d g e m e n t s  T h e  a u t h o r s  w o u l d  l i k e  t o  t h a n k  t h e  D e p a r t 

m e n t  o f  P a t h o l o g y  o f  t h e  A c a d e m i c  H o s p i t a l  M a a s t r i c h t  ( H e a d :  
P r o f .  D r .  S .  W a g e n a a r )  f o r  c o l l e c t i n g  t h e  h u m a n  t i s s u e s ,  P r o f .  F. 
S p e n e r  a n d  D r ,  T .  B ö r c h e r s  ( D e p a r t m e n t  o f  B i o c h e m i s t r y ,  U n i v e r 

s i t y  o f  M ü n s t e r ,  G e r m a n y )  f o r  t h e  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  b o v i n e  H~  
F A B P ,  a n d  D r .  T . M ü l l e r  ( M a x - D e l b r u e c k - C e n t r e  f o r  M o l e c u l a r  
M e d i c i n e ,  B e r l i n ,  G e r m a n y )  f o r  t h e  a n t i - b o v i n e  M D G 1  a n t i b o d y .  
T h e  e x c e l l e n t  t e c h n i c a l  a s s i s t a n c e  o f  M r s .  R ,  F r a n k e  a n d  A .  
J a e t s c h  i s  g r a t e f u l l y  a c k n o w l e d g e d .  T h i s  s t u d y  w a s  p a r t l y  s u p p o r t 

e d  b y  S e n t e r  ( E x e c u t i v e  A g e n c y  f o r  T e c h n o l o g y  P o l i c y ,  g r a n t  
M T R 8 8 0 0 2 )  a n d  b y  t h e  S F B  3 1 0 ,  p r o j e c t  Y E  1 , o f  t h e  D e u t s c h e  
F o r s c h u n g s g e m e i n s c h a f t .  J . F . C .  G l a t z  i s  a n  e s t a b l i s h e d  i n v e s t i g a 

t o r  o f  t h e  N e t h e r l a n d s  H e a r t  F o u n d a t i o n .
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c l o f i b r i c  a c i d  o n  t h e  t u r n o v e r  o f  t h e  f a t t y  a c i d - b i n d i n g  p r o t e i n  
i d e n t i f i e d  in  c u l t u r e d  e n d o t h e l i a l  c e l l s  f r o m  b o v i n e  a o r t a .  L i p 

i d s  2 8 : 4 8 3 - 4 8 6

S c h o e n t g e n  F ,  P i g n e d e  G ,  B o n a n n o  L M ,  J o l l e s  P  ( 1 9 8 9 )  F a t t y - a c 

i d - b i n d i n g  p r o t e i n  f r o m  b o v i n e  b r a i n ,  A m i n o  a c i d  s e q u e n c e  
a n d  s o m e  p r o p e r t i e s .  E u r  J  B i o c h e m  1 8 5 : 3 5 - 4 0  

S c h u l t z e  B  ( 1 9 6 8 )  D i e  O r t h o l o g i e  a n d  P a t h o l o g i c  d e s  N u c l e -  
i n s a u r e -  u n d  E i w e i B s t o f f w e c h s e l s  d e r  Z e l l e  i m  A u t o r a d i o -  
g r a m m .  H a n d b u c h  A l l g e m e i n  P a t h o l  2 : 4 6 6 - 6 7 0  

S h i e l d s  H M ,  B a t e s  L M ,  B a s s  N M ,  B e s t  C J ,  A l p e r s  D H ,  O c k n e r  
R K  ( 1 9 8 6 )  L i g h t  m i c r o s c o p i c  i m m u n o c y t o c h e m i c a l  l o c a l i z a 

t i o n  o f  h e p a t i c  a n d  i n t e s t i n a l  t y p e s  o f  f a t t y  a c i d - b i n d i n g  p r o 

t e i n s  in  r a t  s m a l l  i n t e s t i n e .  J  L i p i d  R e s  2 7 : 5 4 9 - 5 5 7  
S p e n e r  F , B o r c h e r s  T  ( 1 9 9 2 )  S t r u c t u r a l  a n d  m u l t i f u n c t i o n a l  p r o p 

e r t i e s  o f  c a r d i a c  f a t t y  a c i d - b i n d i n g  p r o t e i n :  f r o m  f a t t y  a c i d  
b i n d i n g  t o  c e l l  g r o w t h  i n h i b i t i o n .  B i o c h e m  S o c  T r a n s a c t  
2 0 : 8 0 6 - 8 1 1

S p e n e r  F ,  U n t e r b e r g  C ,  B o r c h e r s  T ,  G r o s s e  R  ( 1 9 9 0 )  S t r u c t u r a l  
a n d  m u l t i f u n c t i o n a l  p r o p e r t i e s  o f  c a r d i a c  f a t t y  a c i d - b i n d i n g  
p r o t e i n :  f r o m  f a t t y  a c i d  b i n d i n g  t o  c e l l  g r o w t h  i n h i b i t i o n .  M o l  
C e l l  B i o c h e m  9 8 : 5 7 - 6 8  

S p i t z e r  E ,  Z s c h i e s c h e  W ,  B i n a s  B ,  G r o s s e  R ,  E r d m a n n  B  ( 1 9 9 4 )  
E G F  a n d  T G F a  m o d u l a t e  s t r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  d i f f e r e n t i a 

t i o n  o f  t h e  m a m m a r y  g l a n d  f r o m  p r e g n a n t  m i c e  in  v i t r o .  P o s s i 

b l e  r o l e  o f  t h e  a r a c h i d o n i c  a c i d  p a t h w a y .  J C e l l  B i o c h e m ,  i n  
p r e s  s

S w e e t s e r  D A ,  H e u c k e r o t h  R O ,  G o r d o n  J I  ( 1 9 8 7 )  T h e  m e t a b o l i c  
s i g n i f i c a n c e  o f  m a m m a l i a n  f a t t y  a c i d - b i n d i n g  p r o t e i n s :  a b u n 

d a n t  p r o t e i n s  i n  s e a r c h  f o r  a  f u n c t i o n .  A n n u  R e v  N u t r

7 : 3 3 7 - 3 5 9

S w e e t s e r  D A ,  B i r k e n m e i e r  E H ,  H o p p e  P C ,  M c K e e l  D W ,  G o r d o n  
J I  ( 1 9 8 8 )  M e c h a n i s m s  u n d e r l y i n g  g e n e r a t i o n  o f  g r a d i e n t s  in  
g e n e  e x p r e s s i o n  w i t h i n  t h e  i n t e s t i n e :  a n  a n a l y s i s  u s i n g  t r a n s 

g e n i c  m i c e  c o n t a i n i n g  f a t t y  a c i d  b i n d i n g  p r o t e i n - h u m a n  
g r o w t h  h o r m o n e  f u s i o n  g e n e s .  G e n e s  D e v  2 : 1 3 1 8 - 1 3 2 2  

T r e u n e r  M ,  K o z a k  C ,  G a l l a h a n  D ,  G r o s s e  R ,  M u l l e r  T  ( 1 9 9 4 )  
C l o n i n g  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  m o u s e  g e n e  e n c o d i n g  
m a m m a r y - d e r i v e d  g r o w t h  i n h i b i t o r / h e a r t - f a t t y  a c i d  b i n d i n g  
p r o t e i n .  G e n e  1 4 7 : 2 3 7 - 2 4 2  

V a n  N i e u w e n h o v e n  F A ,  V o r k  M M ,  S u r t e l  D A M ,  K l e i n e  A H ,  V a n  
d e r  V u s s e  G J ,  G l a t z  J F C  ( 1 9 9 1 )  A  h i g h - y i e l d  t w o  s t e p  c h r o 

m a t o g r a p h i c  a l  p r o c e d u r e  f o r  p u r i f i c a t i o n  o f  f a t t y  a c i d - b i n d i n g  
p r o t e i n  f r o m  h u m a n  h e a r t .  J C h r o m a t o g r  5 7 0 : 1 7 3 - 1 7 9  

V a n  N i e u w e n h o v e n  F A ,  V e r s t i j n e n  C P H J ,  E y s  G J J M  v a n ,  B r e d a  E  
v a n ,  D e  J o n g  Y F ,  V a n  d e r  V u s s e  G J ,  G l a t z  J F C  ( 1 9 9 5 )  F a t t y  
a c i d  t r a n s f e r  a c r o s s  t h e  m y o c a r d i a l  c a p i l l a r y  w a l l :  n o  e v i d e n c e  
f o r  a  s u b s t a n t i a l  r o l e  o f  c y t o p l a s m i c  f a t t y  a c i d - b i n d i n g  p r o t e i n .  
J M o l  C e l l  C a r d i o l ,  in  p r e s s  

V e e r k a m p  J H ,  V a n  M o e r k e r k  H T B  ( 1 9 9 3 )  F a t t y  a c i d - b i n d i n g  p r o 

t e i n  a n d  i t s  r e l a t i o n  t o  f a t t y  a c i d  o x i d a t i o n .  M o l  C e l l  B i o c h e m  
1 2 3 : 1 0 1 - 1 0 6

V e e r k a m p  J H ,  P a u l u s s e n  R J A ,  P e e t e r s  R A ,  M a a t m a n  R G H J ,  V a n  
M o e r k e r k  H T B ,  V a n  K u p p e v e l t  T H M S M  ( 1 9 9 0 )  D e t e c t i o n ,  
t i s s u e  d i s t r i b u t i o n  a n d  ( s u b ) c e l l u l a r  l o c a l i s a t i o n  o f  f a t t y  a c i d -  
b i n d i n g  p r o t e i n s .  M o l  C e l l  B i o c h e m  9 8 : 1 1 - 1 8

I



156

V e e r k a m p  J H ,  P e e t e r s  R A ,  M a a t m a n  R G H J  ( 1 9 9 1 )  S t r u c t u r a l  a n d  
f u n c t i o n a l  f e a t u r e s  o f  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  c y t o p l a s m i c  f a t t y  a c i d -  
b i n d i n g  p r o t e i n s .  B i o c h e m  B i o p h y s  A c t a  1 0 8 1 : 1 - 2 4  

V e e r k a m p  J H ,  M a a t m a n  R G H J ,  P r i n s e n  C F M  ( 1 9 9 2 )  F a t t y  a c i d -  
b i n d i n g  p r o t e i n s :  s t r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  d i v e r s i t y .  B i o c h e m  
S o c  T r a n s a c t  2 0 : 8 0 1 - 8 0 5  

V e e r k a m p  J H ,  K u p p e v e l t  T H M S M  v a n ,  M a a t m a n  R G H J ,  P r i n s e n  
C F M  ( 1 9 9 3 )  S t r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  a s p e c t s  o f  c y t o s o l i c  f a t 

t y  a c i d - b i n d i n g  p r o t e i n s .  P r o s t a g l a n d i n s  L e u k o t r i e n e s  E s s e n t

F a t t y  A c i d s  4 9 : 8 8 7 - 9 0 6

W a t a n a b e  M ,  O n o  T , K o n d o  H  ( 1 9 9 1 )  I m m u n o h i s t o c h e m i c a l  s t u d 

i e s  o n  t h e  l o c a l i z a t i o n  a n d  o n t o g e n y  o f  h e a r t  f a t t y  a c i d  b i n d i n g  
p r o t e i n  in  t h e  r a t .  J A n a t  1 7 4 : 8 1 - 9 5  

W a t a n a b e  K ,  W a k a b a y a s h i  H ,  V e e r k a m p  J H ,  O n o  T ,  S u z u k i  T

( 1 9 9 3 )  I m m u n o h i s t o c h e m i c a l  d i s t r i b u t i o n  o f  h e a r t - t y p e  fa t ty  
a c i d - b i n d i n g  p r o t e i n  i m m u n o r e a c t i v i t y  in  n o r m a l  h u m a n  t i s 

s u e s  a n d  in  a c u t e  m y o c a r d i a l  i n f a r c t .  J  P a t h o l  1 7 0 : 5 9 - 6 5  
Y a n g  Y , S p i t z e r  E ,  K e n n e y  N ,  Z s c h i e s c h e  W , L i  M ,  K r o m m i n g a  A ,  

M ü l l e r  T ,  S p e n e r  F , L e z i u s  A ,  V e e r k a m p  J H ,  S m i t h  G ,  S a l o 

m o n  D S ,  G r o s s e  R  ( 1 9 9 4 )  M e m b e r s  o f  t h e  f a t t y  a c i d  b i n d i n g  
p r o t e i n  f a m i l y  a r e  d i f f e r e n t i a t i o n  f a c t o r s  f o r  t h e  m a m m a r y  
g l a n d .  J C e l l  B i o l  1 2 7 : 1 0 9 7 - 1 1 0 9
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