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1 Einleitung

1.1 Apoptose

Ein fester Bestandteil des Lebens wird durch den Tod dargestellt. Umso klarer wird diese
Aussage, wenn man bedenkt, dass taglich etwa 100 Milliarden Zellen in gesemden
menschlichen Korper zagnde geheriGrimm, 2003) Sie werdervon Nachbarzellen verdaut

und durch neue Zellen ersetzt. Dieses naturliche Gleichgewicht ist fur die Entwicklung und
die Erhaltung des Organismus von auf3erster Bedeutung.

Bereits 1842 hatte Vogtlkannt, dass der Zelltod physiologisch hervorgerufen werden
kann, und 1885 beobachtete Flemming die Zellkernfragmentatidie Relevanz dieses
Prozesses wurde jedoch langeit unterschatz{Clarke und Clarke, 1996Hinderlich war,
dass das Absterben von Zellen im Kérper sehr schnell geschieht und es somit entsprechend
kompliziert ist dieses Phanomen nachzuwelsen. zu erforschenWeiterhin ist es fir viele
Wissenschaler schwer gewesen zu akzeptieren, dass lebende Zellen sich selbst umbringen
kénnten. Man ging davon aus, dass der Zelltod nur durch aktive Zellschadigungen von Aul3en
auftreten wirde. Erst im Jahre 1964 wurdm Lockshin und Williamsder Begriff des
progammierten Zelltodes verwend@tockshin und Williams, 1965und 1972durch Kerr
mit Apoptose gkennzeichnefKerr et al, 1994) Der Terminus stammt aus dem Griechischen
und bedeutet Afallende Bl2atteri, eine bil dl

Tod.

1.1.1Apoptosei die Grundlagen

Apoptose ist ein Prozess, b@m ein Suizidstimulus zum gesggten Untergang der Zelle

fuhrt. I m Gegensatz dazu ist die Nekrose, gri e
das nach einer exogenen Zellschadigung auftritt. Wahrend der nekrotische Tod eher
pathologischer Natur st, bildet die Apoptose einen physiologisch bedeutungsvollen
terminalen Differenzierungsprozess, ohne den eine Homoostase des Organismus nicht
moglich wére. Bereits in der Embryonalentwicklung kommt es zu éweatellierung der
verschiedenen Gewebmnit einem Auf aber auchAbbau von Zellen. So bilden sich etwa
Hautfalten zwischen den Fingern eines Embryos, die noch ein altes Relikt unserer Vorfahren

aus dem Wasser sindurch gezielte Apoptosauriick, umletztendlichdie Form einer Hand



2 Einleitung

zu erlangen. Die Evotion zeigt, dasgiur dasHervorbringgn des Lebenss einfacher ist,
etwas Geschaffenes kontrolliert eliminieren als es von vornereikomplettzu entwickeln
Weiterhin spielt die Apoptose eine wichtige Rolle bei der Verteidigung des Organismus.
Demensprechend werden etwa infizierte oder entartete Zellen geziefthd das
Immunsystenbeseitigt Durch dieses altruistischéerhaltenwird der Gesamtorganismugor
Krankheitengeschitz{Griffin und Hardwick, 1997; Bntel und Schulz©sthoff, 2003)

1.1.2Apoptoseund Nekrose Unterschiede der Morphologie

Apoptose, auch programmierter Zelltod genannt, ist gekennzeichnet durch ein initiales
Schrumpfen und Katensieren des Zytoplasmavolumens, was zum Ablésen aus dem
Gewebeerband fiihrt. Durch den Verlusbn Wasser aus dem Intrazellid@lumen kommt

es zu einer Verdichtung und Konzentrierung des Zellinhaltdedoch bleiben
Plasmamembramunddie einzelnen Zellorganelleimtakt Somit wirdeine inflammatorische

Antwort ausgschlossen Im spateren Verlauf kommt eslurch Fragmentierung der
Zytoskelettbestandteileu einer weiteren Volumenreduktion n d z U nefbragen A
blebbingi , jedoch zu keinem Ve(Kdndusdt al,d2602) InMe mbr ar
Gegensatz zur Nekrose ist dpoptose ein aktiver Prozess, der eine hohe Eneggigmin

Form von ATP bendtigSkulachev, 2006)

Weiterhin kann man eine typische Zellkernschrumpfung beobactitemit einer
Chromatinverdichtung einhergefi{anducet al, 2002) In einem spéateren Verlabewirken
Endonukleasereine spezifishe Fragmentierung der DNA zwischen den Nukleosomen
(Eastman, 1995; Nagata, 200@urch diesen Vorgangntstehen Bruchstiicke, die jeweils
200 Basenpaarg(bp) bzw. ein Vielfaches davon lang sindiese zeigen nacleiner
elektrophoretischen Auftrennung ein flr Apoptose typisches Muster, diellZNé&r (Shi, Y.

F.et al, 1990) Schliel3lich kommt esbenfallszu einer Fragmentierung des Zellkerns und zu
einem Zerfall der Zelle in sogenannépoptotische KoérpercherDiese Zellbruchstiicke,
immer noch von einer intakten Membran umssken, kénnen Teile des Chromatins, des
endoplasmatischen Retilums und sogar ganze Mitochondrien beinhalten. Die Umlagerung
von Phosphatidylserin einem Phospholipid, von der Membraninnen auf die
Membranaul3enseitenmarkiert diese Zelle fir eine endozysoche Aufnahme durch
Nachbarzellen und MakrophagéDeneckeret al, 2000) Somit wird eineapoptotische&Zelle
vollstandig, ohne eine entziindliche Reaktion eliminiert und wiederverw@satill und
Fadok, 2000jAbb. 1.1-1).
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Neben der Apoptose, kann man auch ein durch aufteflédseausgeldste&onzept,
das mit einem Mord der Zelle verglichen werden kann, beobgckiienNekrose. Im
Gegensatz zur Apoptose lauft die Nekrose passiv ohne Energieverbrauch ab und ist auch
entsprechend weniger geordr{&guchi et al, 1997; Skulachev, 2006Bei nekrotischen
Zellen beobachtet man eher eine VolumenvergroRerung des Zytoplasmas, auck Onkos
genannt (Andersson und Wang, 1998Das Chromatin kondensierin diesem B&ll
unregelmanig undman erhaltnach elektrophoretischer Auftrennung nasymmetrische
BruchstiickgroRe Durch Uberdehnung der Plasmamembran kommt es zu einer Schadigung
dieser und zum Einstrom von extrazellularem Wasser in die EelederenZellorganelen.
Schlielich 16st dasAnschwellen der Struktureden Austritt des Zellinhaltsaus was eine
lokale Entziindungsreaktion und Gewebeschadigumd-olge hat(Savill und Fadok, 2000)
(Abb. 1.1-1).

Apoptose Nekrose

Induktion sphase

Exekutionsphase

Zerstorung der

Intakte
© ... Plasmamembran
¥ ‘-"___...-—'

Zellorganellen

Onkose

Kern- %
kondensation Kernschwellung \
amembrane b i Schwellung

blebbingg — ——H

) 0

Zergérung der*’“"”ff%f'
Organellenmembran

/ der Organellen

Endphase

Zelllyse mit

apoptotische Inflammation

Kdrperchen

I
|||||

Phagozytose
durch
Makrophagen

Abb. 1.1-1: Morphologie der Apoptose und der Nekrose
Die Abbildung ist modifiziert nach Bohrat al,, 2006.

Eine derartigklare Unterscheidung des Zelltodes in Apoptose und Nekrose ist nach

heutigen Erkenntnissejedoch nur selten moglich. Sie stellen allenfalls Extremsituationen
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dar, wobei die Wirklichkeit meistens Aspekte beider Zelltodesdrveamaltet(Leist et al,
1997; Nicotera und Melino, 2004; Fink und Cookson, 2005)

1.1.3Die Maschinerie der Apoptose

Die moderne Wissenschaft beschéftigt sich schon seit geraumer Zeit mit der Aufklarung der
Apoptose.Man hat eine Menge Erkenntnisse Uber den Zelltod gesammelt, doch werden
beinah wochentlich neue Proteine und Signalwege, die wahrend des apoptotischen
Zelluntergangs aktiv sind, publizie'tWesentliche Komponentehei der Ausfiihrung der
Apoptosesind u.a.speziele Proteasendie Caspaserie Bcl-2-Familie, bestehend aus einer
Gruppe von Regulatorproteinesowie die Mitochondrien der Zell¢Reed, 2000Q)Alle pro-
apoptotischen Molekile sind in dlbendenZelle zu finden Sie sind jedoctentweder in

einem inaktiven Zustand odesiumlich von ihrem Apoptos@auslosenden Wirkorgetrennt

Dadurchscheintsichdie Zelle vor einer zufalligen Induktion dépoptosezu schitzen.

1.1.3.1Die Caspasen

Caspasen sind proteolytisch aktystemngl ashantatey me, d
specific proteinase abgel ei tet. Di ese hochspdchenf i sche
Exekutoren der Apoptosén der Zelle liegen sie in inaktiver Form als ProcaspasenEvsr

nach einer Proteolyse werden sie akfihornberry und Lazebnik, 1998Wahrendder
sogenannterCaspasé&askade konnen sich diedenzyme gegenseitig aktivieremiese
Reaktionskette scheint evolutionar konserviert zu éumezet al, 1998) Man unterteilt sie

je nach ihrerAktivierbarkeitund ihrem Substrat in Initiatosowie Effektorcapasen(Cohen,

G. M., 1997)

Initiator-Procaspasesind die Vorganger der Initiatorcaspasen stehen am Anfang
der Caspas&askade. Sie kbnnen auf zwélegen zu wirksamen Forraktiviert werden,
durch aufere (extrinsische) sowie innere (intrinsische) Signale.

Die Aktivierung der Enzyme Uber den extrinsischen Signalweg erfolgt Uber
sogenanntelodesrezeptoren wie TRAIL, Fas oder TNFR3artoriuset al, 2001) Diese
membranstandigen Proteine sind zu jeder Zeit an der Zelloberflachanden und
trimerisieren nach einem Kontakt mit dem entsprechenden Liganden. Auf der Innenseite der
Membran binden Adaptormolekiilen die sich sdrel3lich die ProcaspaseB anlagernDieser
Vorgang fuhrt zu deren Aktivierung und Ablésung v&®ezeptorkommx (Gupta, 2001)Die

Initiator-Caspasen kdnnen numachgeschaltet&ffektor-Caspasen preblysieren, was die
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Caspas&askadein Gang bringt Zu den weiteren Substraten der Casgagehort auch das
pro-apoptotische Bid, dass zu tBfgtuncated Bid) modifiziert wird und die proapoptotischen
Faktoren Bak Bad und Bax aktiviert Dieser Vorgang flirt wiederumzu einer verstarkten
AktivierungsRuckschleife(Luo et al, 1998; Wood und Newcomb, 1999; Condoreliial,
2001; Weiet al, 2001)(Abb. 1.1-2).

Der intringsche Weg der Apoptoseinduktion beginnt mit der Ausbildung der
Apoptosomen, die sich aufgrund eines mitochondrialen Membranzusammenbruchs bilden.
Ein Apoptosom ist ein heptagonaler Komplex, der aus -ApdRApoptoseProtease
Aktivierungsfaktorl) Molekilenbesteht. Das im Zytosol vorhandene inaktive Apafird
durch Smacgecond mitochondrial activator of caspasefas aus Mitochondrien heraustritt,
zur aktiven Form umgewandelt. Nach einer Anlagerung von Cytochrom c, das ebemfalls
Mitochondriensezernert wird, veréndert sich die Konformation des Afdafwas zu einer
Oligomerisierung fuhr{Benedictet al, 2000; Popet al, 2006; Shi, Y., 2006; Bao und Shi,
2007) Das nun aktive Apoptosom aktiviertedinitiator-Procaspas® zu Wirkform, die
andereEffektor-Caspaseaktiviert (Guegaret al, 2001; Popet al, 2006)(Abb. 1.1-2).

Die so in Gang gebrachte Caspa@&skade ist vomun an nicht mehr aufzuhalten.
Die aktivierten EffektoitCaspasen Ubernehmen die Ausfihrung @edesprogrammszu
diesen zahlen vor allemie Caspases3, -6 und-7 (Sleeet al, 2001) Diese proteolysieren
dann spezifisch eine Reihe von bestimmten Proteinen in der Zelle. So werden Teile des
Zytoskeletts, Myosin, und indirekt auch die DNA des Zellkerns degradiert, was letztendlich
zum Zelluntergang fuhrt(Maravei et al, 1997 Enari et al, 1998; Morettiet al, 2002)
(Samejimaet al, 1999) Andere Substrate, wie etwa das Endonuklaasiivierende PARP
(poly (ADRribose) polymerage werden durchgezielte Spaltung ihrer zellschitneen
Funktion beraubt (SimbulanRosenthalet al, 1999) Ahnlich verhalt es sich mit ICAD
(inhibitor of caspasectivated DNasg dieses Protein wird von Gassen gespalten und kann
danach nicht mehr CADcéspaseactivated DNask inhibieren. Somit fihrt der Vorgang
ebenfallszur Degradation der DNANagata, 2000)Die anderen Caspasen Ubernehmen vor
allem vermittelnde Wirkungen innerhalb der Kask@tdmannet al, 1998)(Abb. 1.1-2).
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Umlagerung von Aktivierung von Todesrezeptoren
. Phosphatidylserin g (X X

il

A
Endo
nuklease

Abb. 1.1-2: Schematische Darstellung der Apoptosemechanismen
Legende:
== . Hauptwege der Apoptose ‘ . Caspase

——» : fordert/aktiviert eassmame . Procaspase
4{ : hemmtinaktiviert ' : Caspase-Nummer
ER : endoplasmatisches
Retikulum

(Fur eine genaue Besdilbung de; Abbildung siehe Kapitell.3)
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1.1.3.2Die Mitochondrien

Die Kraftwerke der Zelle spielen bei der intrinsischen Apoptoseinduktion eine entscheidende
Rolle. Sie kénnen selbststandig odmrfgrund einerPorenbildung durchproapoptotische
Proteine der Bek-Familie, wie z.B. tBid, Bak und BaxdenZelltod bewirken(Kroemer und
Reed, 2000) Durch verschidene Toxe, reaktive Sauerstoffspezie§trahlung oder
Energiedysbalancenakn die mitochondriale Membranintegritdt gestért werden, was zu
einem auswartigen Strom von bestimmten Apoptasslosenden Proteinen ins Zytosol
fuhren kann. Zu diesen z&hlen nele#en schon beschriebenen Cytochrom ¢ und Smac, die
das Apoptosom ausbilden und die Caspdsaskadeaktivieren, die Endonuklease G und der
Apoptose induzierende Faktor (AIHDie beiden Letztgenanntersind an der Spaltung des
Chromatins beteiligt(Eastman, 1995; Daugast al, 2000) wobei AIF zuséatzlich die
Translokation von Phosphatidylserin von der Innauf die Auf3enseite der Plasmamembran
bewirkt und demgemaglwie bereits erwahntdie Zelle nach aul3efir dasImmunsystem
Ama r k(BusimetaR 1999)(Abb. 1.1-2).

1.1.3.3Die Bcl-2-Familie
Bis heute sind 25 Gene, diesenmer noch mit Ratseln behafteten Genfamilie, bekannt
(Gross, 2005)Das als Onkogen identifizierte B2iProteinwurde 1988 m B-Zelllymphom
entdeckt, daher der Nan{Reedet al, 1988) Neben BclX, ist es ein permanent aktiver
antiapoptotische Faktor Beide sind an de Regulation von mitochondrialen sowie
sarkoplasmatischen Kanaldreteiligt (Kim, R., 2005) Prinzipiell lassen sich die B&
Familienmitglieder in zwei Gruppen unteilen in die pre und die antiapoptesch
wirksamen Proteine

Zur antiapoptotischen Fraktion gehdren neben den erwahnten Bd BctX, noch
drei andere Vertreter, BV, Mcl-1 sowie Al. Zu den proapoptotischen Mitgliedern zahlen
Bax, Bak, Bok, BclXs, Bid, Bik/Nbk, Bim, Krk und Mtb(Antonsson und Martinou, 2000)
(Abb. 1.1-3).

Zwar kann diese Differenzierungn Agut i aufgrdnd deb Wisksafkeit
erfolgen, eine Verwandtsaft der einzelnen Mitgliederist aufgrund einer niedrigen
Aminosaurensequertdomologie auf den ersten Blick nicht einfach ersichtlich. Es gibt jedoch
vier spezifische Regionen, sogenannte-BdhomologeDomanen BH-domans), welche
durchaus bei deMitgliedernder Proteinfamilie konserviextorliegen (Farrow und Brown,
1996; Kelekar und Thompson, 1998pb. 1.1-4).
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Antiapoptotisch Proapoptotisch
Bax
Bak
Bcl-2 Bok
Bcel-X, Bcl-Xg
Bcl-w Bad
Mcl-1 Bid
Al Bik/Nbk
Bim
Krk
Mtd

Abb. 1.1-3: Bcl-2-Familienmitglieder mit anti - bzw. proapototischer Wirkung

Alle Mitglieder der Bcl2-Familie haben mindestens eirgieser Doméneneinige
weisen zusatzlich eine Transmembrandomeiuifemit der sie an Membranen binden kénnen
(Hsu und Hsueh, 2000piese Bereichebestimmen das gegenseitige Interaktionspotential
zwischen den einzelnen Vertretern der Familiee BH1- und BH2Domanensind fur die
Interaktion der antiapoptotischen Faktoren-Balnd BctX. mit Bax verantwortlich(Yin et
al., 1994) Die N-terminale BH4Domane fin@t man nur bei antiapoptotischen Vertretern der
Bcl-2-Familie, welche fur die Bindung aApoptoseinduzierende Faktoren verantwortlich
gemacht wirdHuanget al, 1998)(Abb. 1.1-4).

Dagegen konnen die proapopschenProteineweiterhinin zwei Gruppen unterteilt
werden. Zur ersten zéhlen die Proteine der ®ig3 onlyUntergruppe zur anderen die
Proteine mit einer AMud d m2 ne f, d-Bubfamitieugehordd §Axtonsson und
Martinou, 2000) Dementsprechend simtleseMitglieder wie z.B. Bax, Bak und Bok, an der
Mitochondrienmembran aktiv. Hier kdnnesie, meist nach einefligomerisierung Poren
bilden und somit Cytochrom ¢ und andere Apgptidrdernde Substanzen freiseta&reen
und Reed, 1998; Shimizet al, 1999; Antonsson, 2001; Wet al, 2001) Dagegerscheint
die BH3-Doméneeine Rolle bei deHeterodimerisierung mit anderen, sowphd- wie auch
antiapoptotischemBcl-2-Proteinenzu spielen(Zha et al, 1997; Hindset al, 2007) (Abb.
1.1-2. undAbb. 1.1-4).
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Antiapoptotisch Proteine:
BH;|

Bcl-2, BckX,, Bcl-w,
Mcl-1, Al

Bax, Bak, Bok

Proapoptotische Liganden:

Bik, Bim, Nix, Noxa,

Abb. 1.1-4: Einteilung der Bcl-2-Proteine
TM: Transmembrandoméane
Die Abbildung istmodiziertnachHsu und Hsueh, 2000.

So kann zusammengefasst werden, dass das Gleichgewicht zwischen -dendpro
antiapoptotischen B&-Familienmitgliedern Gber Tod und Leben entscheidet. Liegt das
Verhéltnis auf der Seite der antiapafgchen Gruppe, dann sind entsprechend die
proapoptaschen Vertreter als Heterodimere gebundgie sind somitnicht in der Lage die
Integritat der Mitochondrien zu storeimfolgedessen kann keine Freisetzung von Cytochrom
o und anderen Faktoren aus den AKraftwerke
beschriebene Gleichgewicluter pro- und antiapoptotischeBcl-2-Mitglieder kann die Zelle
u.a. durch Expressionsanderung oder durch Phosphoryliedieger Proteine gezielt
beeinflusserfHsu und Hsueh, 2000)

1.1.3.4Weitere Apoptoseausloser

Die Maschineriader Apoptos&annabernicht nur Uber eine Aktivierung der Todesrezeptoren
oder Uber die mitochondriale Membrandysfunktiogrfolgen es sindnochweitere Faktoren
bekannt, welcheaum programmierten Zelltoflihren kénnen.

Stress desndoplasmatischen Retikulums filhrt zu einer Dysregulation déf- Ca
HomoostaséWang, H. Get al, 1999; Ferraret al, 2002;Pinton und Rizzuto, 200&)nd zu
einer Aktivierung derdort gegenwartigen Procaspasen zu Caspasen, was schliel3lich zum
Zelluntergang fuhr{Breckenridgeet al, 2003; Jimbcet al, 2003)(Abb. 1.1-2).
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Auch kdonnenMutationsdefekte im Nkleus der ZelledlenTod initiieren. DasGen fur
den Tumorsupressor p53 wird bei einer auftretenden {3WWadigung aktiviertDieser
Transkriptionsfaktor fhrt zu einer Neusynthese proapguiotir Faktoren wie Apdf, Bax
und Procaspase sowie zu einer Transkriptionshemmung von gquopéotischen Faktoren wie
Bcl-2, Bel-X . und IAP (inhibitor of apoptosis protein(Lane, 1992; Cregaet al, 1999;
Marchenko et al, 2000; Sheikh und Fornace, 2000; Gugttal, 2001)(Abb. 1.1-2).

Eine weitere Mdglichkeit die Apoptose auszulgssnhdie Ausschittung von Granzym
B, einer Serinproteas®urch diesen Vorgangonnen zytotoxische ILymphozytenin den
anvisierten Zellergezielt Apoptosenduzieren(Smythet al, 1996; Lordet al, 2003) Dies
Enzymegreifen direktdurch Aktivierung der Procaspa8eund Procaspaséin die Capase
Kaskadeein (Miller, 1997; Pham und Ley, 1997Der beschriebene Mechanismigs eine
aulBerst wirksame uncelegante Methode des Immunsystems den Organismus von
unerwtnschten oder infizierten Zellen zu befrgiBrapani und Sutton, 2003)

Apoptose von Zellen im Organismus &so ein sehr fein gesteuerter Mechanismus,
welcher ein komplexes Wechselspiel von -pvae antiapoptotischen Genen voraussetzt.
Wenn die Feinmeclmék der Zellproliferation oder Apoptoseicht funktioniert entstehen

Stérungen in der Gewebehomdoostase sorditbestimmte Krankheitsbilder.

1.1.4Krankheiten und Apoptose

Es gibt Schatzungen, dass mehr als die Halfte der Erkrankungen, die nicht theraplent we
kénnen, aukinemMissverhaltnis zwischen Apoptose und Proliferation beryferdin und
Thompson, 1997)Abb. 1.1-5).

So findet manbei neurodegenerativen Erkrankungen wie rigs Alzheimer und
Morbus Parkinson eine erhéhte Apoptosevate Neuronenn bestimmten Hirnregionevor.
Wahrend beim Mdius Parkinson dopaminerge Neurone in der Substantia Nigra Zugrunde
gehen, beruht die Alzheimerdemenz auf einer Girandenatrophig(Tatton et al, 2003;
Alberghina und Colangelo, 2006)Ischamische Erkrankungen wie Koronarsklerose,
Herzinfarkt und Schlaganfall fihren aufgrund einer Minderversorgung des Gewebes mit
lebenswichtigen Nahrstoffeand Sauerstoff au apoptotischen ZelltodMacManus und
Linnik, 1997; Ferrer, 2006 Dementsprechend sind auch bestimmte Herzmuskelerkrankungen
mit einer erhdhten Zellapoptoserate assofReeveet al, 2005; Gonzaleet al, 2006) Ein
Missverhaltnis mit einentUberwiegen der Apoptoseém Vergleich zur Zellteilungsrate ist
weiterhin bei HIV (human immunodeficiency vindnfektionen bzw. AIDS &cquired
immunodeficiency synome, Hepatiden und Atherosklerose nachgewigg@mmeleret al,
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1998; Boyle, 1999; Rossigt al, 2001; Phenixet al, 2002; Bantel und Schulz@sthoff,

2003; Kutuk und Basaga, 200@bb. 1.1-5).

Assoziert mit erhéhter Apoptoseate

Assoziert mit erniedrigter Apoptoseate

Morbus Alzheimer
Morbus Parkinson
AIDS
Ischamische Erkrankungen

Diabetes mellitus

Krebs
Autoimmunerkrankungen

Virusinfektionen

Atheroklerose

Hepatiden

Abb. 1.1-5: Erkrankungen, die mit einer Fehlregulation des apoptotischen Zelltods verbunden sind

Dagegen bekampfen Onkologéie hyperplasierenden Erkrankungen, welche auf eine
verminderteApoptoseinduktion zurtickzufihresind (Fesik, 2005; Menget al, 2006) Die
unkontrollierte Proliferation der erkrankten Zellen fihrtmzinvasionswachstum undur
MetastasierungDie Ursachen fir die mangelnde FahlgkZelltod auszulésen sind durch
Fehlregulationen in der Apoptosemaschinerie zu finden. Msobachtetz.B. in Tumoren
Expressionserh6hungen vantiapoptotischen B&-Familienmitgliedern wie BeR und Bcl
Xi. Auch Defekte der Caspaskoder Mutationenn Genervon Todesrezeptorekdnnen mit
Krebserkrankungen assaait werden Zur Manipulation der Apoptoseinduktion sinda.
viele virale Krankheitserreger in der Lagd kdonnerEpsteinBarr-Viren die Expression de
zellularen Bcl2-Proteine verander(Kim, L. H. et al, 2004) Der Tumorsupressor p53 kann
durch Hepatitisvirengehemmt werden (Kew, 1997; Feitelson, 1998)Weiterhin wid
vermutet, dass fast alle Autoimmunerkrankungen mit eiregtuzierten Apoptoserate
einhegehen(Akdis et al,, 2004; Fadeel und Orrenius, 20QBpb. 1.1-5).

Obwohl die maderne Wissenschaft heutzutage schon ein enormes Wissen uber den
Zelltod gesammelt hat, lassen sich die oben genampatitiologischen Zustandeider nur zu

einem geringen Anteil kausal therapierBme Grundlagenforschunigt weiterhin verpflichtet
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die gewvaltige Maschinerie des Zelltodes aufzuklareiamit bald Heilmittel gegen diese

Erkrankungerentwickelt werden kdnnen.

1.2 Reversible Phosphorylierung

Die reversible Proteinphosphorylierung ist einer der wichtigsten Mechanismen zur Regulation
von zellularerivorgangenEdmond H. Fischer und Edwin G. Krelaben in den 50er Jahren
des letzten Jahrhunderts &sste dieses Phanomemtdeckt(Krebset al, 1959) Fir diese

sensationell&orschungwvurden beide Wissenschaftl®992 mit dem Nobelpreis geehrt.

1.2.1Proteinkinasen und Phosphatasen

Bis heute weil3 man, dass das menschliche Genom etwa 500 Proteinkinasen und ca. 150
Proteinphosphatasen kodi€¢@ohen, P., 2001)Das Hauptaugenmierder Wissenschaft war
langeZeit aufdenscheinbar dominant vertretenden Kinasen, welche eine Phosphatgruppe des
ATPs bzw. GTPsauf Proteine Ubertragen kdnnen, gerichtet. Die funktionellen Gegenspieler,
die Phosphatasen, welche das kovalent gebundengtitosieder hydrolysieren kdnnen,
wurdendagegervernachlassigfCohen, P. und Cohen, 1989; Hunter, 19%%)b. 1.2-1).

Es schien, nicht nur durch ihre zahlenmaRige Ugerlgeit, dass die Kinasen
spezifischer reagieren als ihre Gegenspieler. HgatB man jedoch, dass diese Ansicht nicht
richtig ist. Phosphatasen sind wichtigpezifisch und differenziert agierende Regulatoren, die
durch Dephosphorylierungedeutsamé&igralwege anund abschaltekdnnen(Herzig und
Neumann, 2000; Dombrasdt al, 2002)

Bei der reversiblen Phosphorylierung werden gammastandige Phosphatgruppen des
energiereichen ATP®zw. GTPskovalent auf eine baestmte Aminosaure eines Proteins
Ubertragen, welches aufgrund dggbundenergeladenen Gruppe seine Konformation und

dadurchseineEigenschaften veranddanagarajalet al, 1997; Cohen, P., 2000a)
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Abb. 1.2-1: Prinzip der reversiblen Phosphorylierung von Proteinen

Proteinkinasen sind in der Lage eine Ritedgruppe des energiereichen AWIBlekuls auf bestimm
Aminosauren eines Proteins zu Ubertragen, welches dadurch seine Konformation veréndert. Phe
kbnnen das kovalent gebundene Phosphat wieder hydrolytisch abspalten, was die ursg
Protenkonformation wieder herstellt.

Etwa 30% aller humanen Proteine beinhalten molekular gebundenes Phosphat, die
meisten weisen multiple Phosphorylierungsstellen g@ohen, P., 2000b) Der
Phosphorylierungsgrad eines Proteins hangt davon ab wieGhashgewicht zwischen
Proteinkinasen und Proteinpgphatasen igAbb. 1.2-1). Beide Enzymklassen werden selbst
ebenfalls durch den Mechanismus der reversiblen Phosphorylierung weiter reguliert und
kontrolliert (Dombradiet al, 2002)

Die reversible Phosphorylieung spielt bei fast allen physiologischen zellularen
Prozessen eine entscheidende Rolle. So weetlea die hormonelle Sekretion (Weigel,

1996) Mitose und MeioséNigg et al, 1996; Braret al, 2006) EnergiestoffwechséFueger,
2005) Signaltransduktion in der Zellgraves und Krebs, 1999]ranskription von Gesn
(Holmberget al, 2002; Kobor und Greenblatt, 200)wie der apoptotische Zelltod durch
Kinasenbzw. Phosphatasen reguliert und dirigié@jertsen und Doskeland, 1998uvolo et
al., 2001; Wada und Penninger, 2004; Klungb@l, 2006)
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Folgendermalen  rufen bereits minimale Dysbalancen des  Protein
phosphorylierungsgrades infolge des gestorten Verhaltnisses von Kinasen zu Phosphatasen
funktionelle Stérungen im Organissinervor Eine exzessive Phosphorylierungsrate ist oft
Ursache von pathologiken Zustanden wie Krebs, Diabstmellitussowieischamischen und
chronischinflammatorischen Erkrankungen. Es deutet sich an, dass bei diesen Krankheiten
der Einsatz von spezithen Proteinkinaskhibitoren vielversprechenskein konntgCohen,

P., 2001) Zurzeit befinden sicimehr als30 Kinasehemmstoffentweder in klinischePhase
odersind bereitsals ArzneistoffezugelasseFabianet al, 2005)

Weiterhin istbekannt, dass viele Toxine und Pathogene gezielt die Phosphorylierung
von Proteinen im Organismus verandeBeispielsweisest der wichtigste Virulenzfaktades
Beulengsterregersrersinia pestis der im Mittelalter etwa 25% der Weltbevolkerung das
Leben gekostet hat, eine Tyrosinphosphatase, die in der Zielzelle unkontrollierte
Dephosphaoylierungsreaktionen verursach{Bliska, 1995) Okadainsdure, ein auf viele
Phosphatasen inhibierend wirksamer Inhaltsstoff demmamDinoflagellaten, ruft sehr haufig
Intoxikationen nach Verzehr von Meeresfriichten hef@ohen, Pet al, 1990; Klumppet
al., 1990) Fernerist bekannt, dass das i@yanobakterienvorkommende Heptapeptid
Microcystin aufgrund einer hemmenden Wirkung auf Proteinphosphatasen 1 umin@A
ausgepréagte Hepatand Neurotoxizitabesitzt Bereits in niedrigen Konzentration&ann es
Leberkarzinome hervorrufgiMacKintoshetal., 1990; Gehringer, 2004)

1.2.2Die Einteilung der Proteinphosphatasen

Die Enzymfamilie der Protephosphatasen wird in zwei Gruppen unterteilt, je nachdem ob
sie das an Sauspff (O-Phosphataserjderdas anStickstoff (N-Phosphatasergjebundene
Phosphatbspalten konne(Abb. 1.2-2). Man findet Phosphatester an Serifihreonin und
Tyrosinresten, dagegd®nnenPhosphorsaureamide an Histidin, Arginin und Lygathunden
werden

Die O-Phosphatasen sind in dré&rol3familien unterteilt. Die Serin/Threonin
Phophatasenwurden als erste identifiziertund erst spaterin die Familien der
Phosphoproteinphosphatasen (PRR. die magnesiumabhangigeRroteinphosphatasen
(PPM) differenzier(Abb. 1.2-2).

Zur PPPRFamilie zahlen die Proteinphosphatase 1 (PHig,Proteinphosphatase 2A
(PP2A) unddie Proteinphosphatase 2B (PP2B). Baen im Gegensatz zu anderen Enzymen
in vitro eine relativhohe Substratspezifitativeshalbdie Einteiling dieser Subfamilige nach
Verhaltenin Bezug aufinhibitoren und Aktivatorererfolgte (Ingebritsen und Cohen, 1983b;
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Cohen, P. und Cohen, 19890 konnendie Mitglieder derPP1Gruppesehr spezifisch die
b-Untereinheit derGlykogenPhosphorylas&inase dephosphorylieren. Gleichzeitigerden

sie durch zwei hitzestabile Proteinel(lind F2) im nanomolaren Bereich gehemmt. Dagegen
erfolgt mit diesen Inhibitoren keine Hemmung der ##P2yme. Diesem Gegensatzsind
aber i n d er -Urtesemleit dkri @lykogéhPhosphorylas&inase zu
dephosphoryliere(Cohen, P. und Cohen, 198W%Weiterhin ergdnzen die Proteinphosphatasen
PP4, PP5, PP6 und die PP& BPRGroffamilie.

Proteinphosphatasen
O-Proteinphosphatasen N-Proteinphosphatase
(Phosphorsaureester) (Phosphorsaureamide)
Serin/Threonin Tyrosin Histidin
PPP: PP1 PTP: zytosolische PHP
PP2A transmembranar
PP2B dualspezifische
PP4
PP5
PP6
PP7
PPM: PP2C
Pyruvatdehydrogenast
Phosphatase

Abb. 1.2-2: Einteilung der Proteinphosphatasen

Abkurzungen:
PPP: Phosphoproteinphosphatase PPM: magnesiumabhéangige Proteinphosphatase
PTP: Proteintyrosinphosptasa PHP: Proteinhistidinphosphatase

Die PP2Familie kann aufgrund ihrer Kationenabhéangigkeit klassifiziert werden. So
sind die PP2AMitglieder &hnlich wie die Vertreter der P#&kuppe nicht vorMetallionen
abhangig. Dagegemedarf die Gruppe der PHEB (Calcineurin) einer Anwesenheit von
Calciumionen(Cohen, P. und Cohen, 1989; Barford, 199B)e Gruppe der PP2C ist
indessen nur in Gegenwart von Magnesiumionen aktiv, weswegen sielaliipM-Familie
gezahltwird. Hierzugehort auch di@yruvatdehydrogenagehosphatasgCohen, P., 1994)
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Alle Serin/ThreonirPhosphassen zeigen weiterhin auchein unterschiedliches
Verhalten gegenuiber Okadainsaure. Wahrend die PP2A schon bei geringsten Konzentrationen
(ICs5=1 nM) gehemmt wird, ist die Menge des Inhibitors fur die Hemmung der PP1 deutlich
hoher (1G=10-15 nM). Die PP2B ishoch resistenter gegenuber Okadainsédure wahrend die
PP2CAKktivitat durch Okadainséure Uberhaupt nicht beeinflusst \@when, P. und Cohen,
1989; Cohen, Ret al, 1989)

Die dritte Grofamilie der OProteinphosphtasen bilden die in den 80er Jahren
entdeckten Proteintyrosinphosphatasen (PTP). Sie werden in drei Gruppen eingeteilt: in
transmembrane, zytosolische und dualspezifische PTPs. Fur ihre Aktivitdt bendtigen sie
Gegensatz zu Serin/Threorffhosphataserekne Metallionen.

Es war seit langembekannt, dass Prokaryoten Phosphatasen besitzen, die auch
Stickdoff-gebundenes Phosphabspalterkonnen. Lange Zeit ging man davon aus, dass in
Eukaryoten solche Enzyme nicht vorhanden siid Jahre 2002 identifiziegn der
Arbeitskreis von Frau Prof. Dr. Klumpp sowie eine schwedische Gruppbhangig von
einander die Prasenz einer bis dahimbekanntenEnzymklasse im Sauger, den ersten
Vertreter der Proteinhistidinphosphatagilumpp et al, 2002a)Jund (Ek et al, 2002) Dieses
Enzym zeigt keine Verwandtschaft bezlglich der Sequenzhomologie zu
O-Proteinphosphatasen und scheint eine wichtige Rolle im Erengée Neurotransmitter
stafwechsel zu spiele(Klumpp et al, 2002a; Klumpget al, 2003a; Maureet al, 2005)

1.2.3Die Proteinphosphatase 2C

Die Proteinphosphatase 2C gehowie schon erwahnt,zur PPMGrol¥amilie der
Serin/ThreoniAPhosph&asen Calciumkanndie enzymatische Aktivitdiemmenjedoch sind
die notwendigen Konzentrationen unphysiologisch h@&to und Kerc, 1991; Wang, ¥t
al., 1995) Diese Hemmung scheint kompetetiver Art zu seirda steigende
Magnesiumkonzentrationen diese aufheligerzeitist kein spezifischernnhibitor der PP2C
bekannt Gangige Phosphatdsmmerwie Okadainsdure, Tautomycin als auch Microcystin
beeinflussenihre Aktivitat nicht. Infolgedessen war die Untersuchuder physiologischen
Rolle der PP2C lange Zeit eingeschrankt. Die einzige Moglichdieit Funktion dieser
Enzymfamiliezu untersucherbestand in der Herunterregulation des EnzymsKbaclout
Tiere nicht Uberlebensfahgnd musstemit der Methodik delRNA-Interferenz(RNAI) das
Enzym in seiner Expression gehemmt werdéviit Hilfe dieses Mechanismusder

spezifischa Genstilllegungist es mehrererArbeitskreisengelungen die Expression der
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PP2Cherunterzu regulierenund dadurch die FunktionedEnzymrs zu untersuchePrajapati
et al, 2004; Schwaret al, 2006)

Die urspr¢ngli ch aus-lsaoent derRP&2Ctwairdd zerfdehst |1 s o
aufgrund der Substratspezifitat in die PPa&milie eingeordnet und als Proteinphosphatdse
bezeichnet(Kikuchi et al, 1977; Hiragaet al, 1981) Erst mehrere Jahre nach der
Entdeckung des Enzyms wurde aufgrund von Sequenzvergleichsanalysen festgestellt, dass die
neuen Phosphatasercht mit denMitgliedern der PPHFamilie verwandt sind, sondern eine
eigenstandige Phosphatteailie darstellen(Das, A. K.et al, 1996) Hf konservierte Motive
konntenin eukaryotischen PP2{Soformenidentifiziert werden(Bork et al, 1996)und es
sind bereitzwolf PPZC-Isoformen bekanniKomaki et al, 2003; Dworak, 2006; Klumppt
al., 2006; Tamurat al, 2006)(Abb. 1.2-3).

Isoform: Lokalisation: Referenzen

PP2cCU ubiquitar (Mann et al, 1992; Takekawzet al,
1998)

PP2CHhb ubiquitar (Kato et al, 1995; Marleyet al, 1998;
Serousset al, 2001)

PP2Co/ FI N1 3|ubiquitar (Guthridgeet al, 1997)

PP2CUuU/ | L KAP|ubiquitar (LeungHagesteijret al, 2001)

PP2CU Gehirn, Herz, Hoden | (Li, M. G. et al, 2003)

PP2Cesg ubiquitar (Kashiwabeet al, 2003)

PP2Cdq Hoden (Komakiet al, 2003)

Wipl (Fiscelhnet al, 1997)

CaMKP/hFEM2/POPX2 | ubiquitar (Koh et al, 2002)

CaMKP-N/POPX1 Gehirn, Hoden (Koh et al, 2002)

NERPP-2C Gehirn (Labeset al, 1998)

PHLPP1 ubiquitar (Gaoet al, 2005)

Abb. 1.2-3: Ubersicht der identifizierten PP2C-Isoformen

PP2CU und ersRRI@dsuchtenilseformenind unter den Spezies Mensch,
Ratte und Kaninchen hoch konserviert 98%) und ubiquitarlokalisiert Die humanen
Isoformenhaben eine Sequenzidentitdt von 75%gisen jeweils eine molare Masse von 42
bzw. 45 kDa autund stellendie ambestenuntersuchtersowie charakterisierten Mitglieder
der PP2Glsoenzymedar (Mann et al, 1992; Wenket al, 1992) Von d e r koRnkeg C U

zwel und von der PP2Cb sogar idgentdfiziest weudert er s c h
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(Mann et al, 1992; Terasawat al, 1993; Takekawat al, 1998; Serousset al, 2001)
Sowohl von derJ- wi e auc h -lsoform ded ER2GwniErden durch Kristallisation
gewonnene, raumliche Strukturemfgenommen(Das, A. K. et al, 1996; Dworak, 2006)
(Abb. 1.2-4).

O

Phosphatgruppe

Abb.1.24: Struktur der PP2CU

Die katalytische Dom2nedede < eBr qtSei {Fatblabsiriktdrannifidd
Pfele). Im katalytischen Zentrum befinden sich zwei fur die Aktivitdt essentielle Manganiwnedie i
z e nt r-@ahdsvich fikiert werden und fir die Abspaltung des Phosphatrestes (tetraedrische Form) n
sind.

Die Abbildung wurde mit Hilfe des Progmms MBT Protein Workshop 1.35 unter Verwendung der publiz
Daten(Das, A. K.et al, 1996)aus derMolecular ModellingDatenbank (MMDB) des\ational Center fc
Biotechnology InformatiofNCBI) erstellt.

Die Enzyme derPP2CFamilie wei®n ein breites Spektrum an Substraterf. &s
wurden bereits Uber 4@erschiedenedentifiziert (Klumpp et al, 2006) Diese Isoenzyme
spielen im Kohlenhydrat (Glycogensynthase/phosphorylase)dormon (HSL, PR)
Neurotrasmitter- (DARP-32, mQuR3), Lipidstoffwechse(AMPK, HMG-CoA-Reduktase)
an der Regulation von lonenkanalgCd -Kanale, CFTR), Steuerung verschiedener
SignalweggMKKs 3b/4/6/7, PKB,PKC) sowie in der ApoptosARC, Bad, Askl, p5Beine
wichtige Rolle(Abb. 1.2-5).
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Substrat: Referenzen:
AMPK 5'-AMP-activated protein kinase (Moore et al, 1991; Wang,
M. Y. und Unger, 2005)
ARC Apoptosis repressor with a caspase (Zhang und Herman, 2006)
recruitment domain
ASK1 Apoptosis signategulatin kinase | (Tamuraet al,, 2006)
Bad Bcl-X./Bcl-2 associated death promoter (Klumpp et al, 2003b)
Cd*-Kanale (Li, D. et al, 2005)
CaMK Ca’*/Calmodulindependent protein (Fukunageet al, 1993)
kinases
CDK2 und 6 Cyclin-dependent kinase 2/6 (Cheng, Aet al, 2000)
CFTR Cystic fibrosis transmembrane (Traviset al, 1997)
conductance regulator
DARP-32 Dopamine/cAMFregulated (Desdouitset al, 1998)
phosphoprotein, 32kDa
mMGIuR3 Metabotropic glutamate receptor 3 (Flajoletet al, 2003)
Glycogensynthase/ (Ingebritseret al, 1983)
phoghorylase
HMG-CoA-Reduktase (Chinget al, 1997)
HMG-CoA- (Ingebritsen und Cohen,

Reduktas&Kinase
HSL

MKKs 3b/4/6/7
P38
P53

PKB/Akt, PKC
PR
SEK1

Smad
TAK1

TH

Hormonsensitive Lipase

MAPK (mitogenactivated protein kinase
Kinasen 3b/4/6/7

Proteinkinase B/C
Progesteronrezeptor

SAPK (stressactivated protein
kinase)ERK (extracellularsigmat
regulated kinaseKinase 1

TGFb (transforming growth facteb -
aktivierende Kinase 1

Tyrosinhydroxylase

1983a)
(Olsson und Belfrage, 1987

(Hanadeet al, 1998)

(Takekaweet al, 1998)
(Fiscellaet al, 1997; Ofeket
al., 2003)

(Gaoet al, 2005)

(Proiaet al, 2006)
(Takekaweet al, 1998)

(Lin et al, 2006)
(Hanadeet al, 2001; Li, M.
G.etal, 2003)
(Bevilaquaet al, 2003)

Abb. 1.2-5: Ubersicht einiger bekannter PP2G-Substrate
Modifiziert nach Klumpp et al., 2006.

Auf ein Substrader PP2C, das bei der Fettsdun@uzierten Apoptose eine wichtige Rolle

spielt, méchte ich naher eingehedas proapoptotische Proteiaus der BeR-Familie Bad
(Klumppet al, 2003b; Zhtet al, 2005)
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1.2.4Die Proteinphosphatase 2C, Bad und die Fettsdwiaduzierte Apoptose
Wie bereits in den Kapitelh.2.2und 1.2.3beschrieben, handelt es sich bei der RFa@ilie

um Enzyme, deren Aktivitdt von Magnesiuond Manganionen abhgig ist (Cohen, Pund

Cohen, 1989; Terasawet al, 1993; Cohen, P., 1994Die notwendige Konzentration der
Magnesiumionen f ¢r di e maxi mal estmitkmehr als er ung
20 mM sehr hoch und unphysiologis@&in Grunddafir, warum diese Enzymeunachsmit

Skepsis behandalind ihre Rolle im Organismus bezweifelt wurde

Eine entscheidende Beobachturk@nnte im Labor von Frau Prof.Dr. Klumpp
gemachw e r d e n-u nRHsarmgn der PP2C konnten in Anwesenheit von bestimmten
Fettsauren bereits bei physiologischen Magnesiumkonzentrationen maximal aktiviert,werden
wahrend andere Phosphataseie PP2A, PP1, PP2B sowie die PTPs und die unspezifischen
alkalische oder saure Phosphataseim ihrer Aktivitat unbeeinflussblieben(Klumpp et al,

1998; Klumppet al, 2002b) Diese serationelle Entdeckung war ein Beweis dafur, dass
diese Enzyme durchaus eine wichtige Rolle im Organismus spielen und durch Fettsauren
reguliert werden kénnten.

Es wurdenun systematisch untersucht, welche Fettsauren die P¥k#E@tat steigern
konnten. Durch zahlreiche Experimente konnte gezeigt werdgass diese Substanzen
bestimmte strukturell&€igenschaften haben solltelBine ausreichende Lipophilie, also eine
Fettsaurekettenlange von mindestens 1Bt@nen, eine freie Carboxylgruppe sowie eine
ungesétgte undcis-konfigurierte Doppelbindung waren die Voraussetzung@mmpp et al,

1998; Klumpp et al, 2002b) Zu diesen Aktivatoren gehdrte eine Vielzahl von
physiologischenFettsauren wie Olsaure (18:tjsq), Linolsaure (18:2,cisqp'd ,- o
Linolensaure (18:3cis-gf" °*3, Arachidonsaure (20:4is-q0®'**§ und Docosahexaensaure
(DHA) (22:6,cis-gf" " 1% 131 % wahrend die gesattigten Fettsduren wie Stearinsaure (18:0),
Palmitinsaure (16:0)nd Laurinsdure (12:0die Aktivitat nicht steigern konnteWeiterhin
zeigten strukturell modifizierte Olsaurederivate, wie tiams-Isomer Elaidinsaure (18:1,
transq@) und der Olsauremethylester, dessen Carboxylgruppe nichtviidiegt, keine
Aktivitatsveranderung der PPZRIlumpp et al, 1998; Klumppet al, 2002b)(Abb. 1.2-7).

Eine weitereaufregenddntdeckungder Arbeitskreiseron Frau Prof. Drklumpp und
Herrn Prof. Dr.Dr. Krieglstein stellte die Identifikation des PP28ubstrates Badlar
(Klumpp et al, 2003b) Das Mitglied der BcR-Familie hat wie bereits erwéhnt
proapoptotische EigenschaftéiMang et al, 1995; Yang und Korsmeyer, 1996; Hsu und
Hsueh, 2000)
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Die phosphorylierte Form von Ba#atalysiert durch Proteinkinasen wie Algt fur
die Vitalitat der Zelle ent$widend(Dattaet al, 2000; Baeet al, 2001; Noferet al, 2001)
Das Phosph@®ad wird durch sogenannte -B43-Proteine gebunden und komplexiert, was
eine sterische Interaktion mit den antiapoptotischen Protdécef und BclX, unmdglich
macht(Zha et al, 1996; Dattaet al, 2000; Master®t al, 2001; Rosenquist, 2008Abb.
1.2-6). Bis heute sind sieben Phosphorylierungsstellen Bad bekannt, sechs von ihnen
liegen sehr eng in der-t@rminalen Domane des Proteinsbeneinande(Klumpp et al,
2004) PP2CU wund P P 2 Cban ger digser Phosphadrglierungstallgne zu
dephosphorjeren (Klumpp et al, 2003b; Klumpp et al, 2004) Wahrend die
Phosphorylierungsstellen Sgt2 bzw. Ser136 fur die Bindung an 13-3 notwendig sind
(Masters et al, 2001) verhindert das kovalent gebundefosphat an Sdb5 die
Heterodimerisation miBcl-X_ (Tanet al, 2000) Dagegerist tber die physiologische Rolle
der Phophatgruppe am Fhi7bishernichts bekann{Klumpp et al, 2004)

Wird Bad durch Proteinphgphatasen dephosphoryliefeterodimerisiseres tber
seine BH3Domé&ne mit den Proteinen Be& bzw. Bcl-X,, was deren antiapoptotische
Wirkung aufhebt(Ruvolo et al, 2001) (Kapitel 1.1.3.3. Diese zellschitzenden Proteine
konnen daaufhin nicht mehr mit Bax heterodimerisierelnetzteres kanmlann wie bereits
beschrieben, nach einer Oligomerisiserung Porenrdhnliche Kanéle in der
Mitochondrienmembran bilseund somit die Freisetzung von Cytochrom ¢ und anderen
proapoptotischen Molekilen in das Zytosol der Zelle ermogti¢iiang et al, 1995; Zhaet
al., 1997) Der soeingeschlagen@ntrinsische Weg der Apoptoseinduktion fihrt Gber die
Aktivierung der vorher angesprochene@aspasen zum Untergang der Zelfntonsson,
2001) Fernerverlierendie durch Bad gebundenamtiapoptotischen Proteine wie Btlund
Bcl-X| ihre stabilisierenden Eigenschafteeziglichderlonerhoméostasder Mitochondrien
(Ouyang und Giffard, 2004Kapitel 1.1.3und Abb. 1.2-6).
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PP2C
Phosphatasen
) =
Kinasen
Apoptosom/
Apoptose Uberleben

Abb. 1.2-6: Die Rolle von Bad in der Apoptose

Proteinkinaen und Proteinphosphatasen, wie z.B. die PP2C, regulieren den Phosphorylierungsgrad vc
Bad phosphoryliert, so kénnen -B43-Proteine mit dem Protein assoziieren und dadurch die proapopt
Funktion aufheben. Das Resultat ist ein Uberleberzd#e. Dagegen fiihrt eine Dephosphorylierung von
zu einer Aktivierung der proapoptotischen Eigenschaften des Proteins. Das dephosphorylierte Bad
Bcl-2 oder BciX | Heterodimerkomplexe bilden, woraufhin das proapoptotische Bax frei wird. Dkase nac
einer Oligomerisierung Porenkomplexe in der Mitochondrienwand bilden und dadurch die Freisetz
Cytochrom ¢ sowie anderen proapoptotischen Proteinen initiieren. Daraufhin wird das Apoptosom
welches die Caspasdtaskade in Gangringt und zur Apoptose der Zelle fihrt (Kapifell.3

Interessatemweise konntan unseren Arbeitskreisen gezeigt werddass Fettsduren
mit einer bestimmten strukturellen Form in neuronalen Zellen Apoptose induki@meen
Die notwendigersterischerVoraussetzungen der Fettsauren fur die Auslésung des Zelltodes
waren die gleicherwi e f ¢r di e Akt i vi e r(Anlampeyetar, 20018;2 CU ur
Klumpp et al, 2002b; Klumppet al, 2006) (Abb. 1.2-7). Nachdem sowohl die PP2C
Isoformen als auch &I in den Zellen identifiziert wurderfihrte diese auffallende
Korrelation zu der Hypothese, dadee PP2C, nach einer Aktivierung durch bestimmte
Fettsauren wie etwa Olsaure, das proapoptotische Protein Bad dephosphorylieren und somit

apoptotischen Zelhid auslésekonnte(Abb. 1.2-7).
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. A
Aktivierung in%cl:itt(i)cfr?
Fettsaurestruktur und Name Kurz bezeichnung | von PP2C in der
MVIo 1 elikultur

Palmitinsaure (16:0) NEIN NEIN
HOOC” > " NSNS
Stearinsaure (18:0) NEIN NEIN
HOOC™ " NN
Olsaure (18:1, cis-) JA JA
HOOC/\/\/\/\QZ/\/\/\/\
Elaidinsaure (18:1, trans ) NEIN NEIN
HOOC/WVW/\/\/
Olsauremethylester (18:1,cis-q), NEIN NEIN
Hi000C™ > T e SN Methylester
Lm% (18:2,cis¢5"™) JA JA
HOOC 9_ 12_
o-Linolensaure _
LN e e I N S g (18:3,cis-g5 ") JA JA
HooC s s u ou
Docosahexaenséaure .
HOOC\/E/E/E/E/E/E/\ (226,C|s-q§1 e })9 JA JA
Ginkgolsaure

il JA JA

COOH

Abb. 1.2-7: Fettsauren, Derivate, die PP2GAktivierung und Apo ptoseinduktion

Die Daten entsprechen den folgenden Publikationen:
(Klumpp et al, 1998; Klumppet al, 2002b; Hufnagel, 2005; Hufnagetl al, 2005; Zhuet al, 2005)

Gleichzeitig war man sicledoch der Tatsach bewusst, dass an Neuronen keine
ausreichend hohen Fettsdurekonzentrationen fir eine -RR®&@Gerung entstehen kdénnen

SchlieBlich ernahren sich Nervenzellen fagsschlielRliclkdurch Glukose. Es stellte sich die

Frage an welchen Zellen im Organismust$#iren in groRen Mengen vorkommedie

Antwort war klar,anden Endothelzelleder Blutgefal3e

Auch hier konnte die Korrelation zwischen der Apoptoseinduktion und der-PP2C
Aktivierung beobachtet werden. Endothelzellen wurden durch gewisse Fettsawtesdggs
dwnrmeh? &2 C U

gleichzeitig waren diese Lipide in der Lagei e Ak t i

vitat

u

n
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das £hnfacle zu steigern(Hufnagel, 2005; Hufnagedt al, 2005) (Abb. 1.2-7). Weiterhin
konnte man experimentell demonstrieren dass isolige Fett&uren aus humanen
Lipoproteinen sowohl @ PP2GIsoformen U  u n dktivibren, als auch Apoptose in

endothelialen Zellen ausl6ska@nnen

Doch welche pathologischen Auswirkungen konnte der apoptische Untergang von
Endothelzellen im Organismus let? Zur Beantwortung dieser Frage soll di@ysiologie

des Endothelkurz erlautert werden.

1.3 DasEndothel, Lipide und die Atherogenese

Im folgenden Teilwird beschrieben, welche physiologische und pathologische Rolle das
Endothel im Organismus einnimnmies Weiterenwerdender Lipidstoffwechselund die
Atherogeneseharakterisiertwobei die Lipopoteinlipase(LPL), das entscheidendenzym

im Fettsauremetabolismus, besonderes Augenmerk findet.

1.3.1DasEndothel ist das grof3te endokrine Organ
Das Endothel kiglet als einlagige Zellschicht die luminale Seite aller Blutgefalie, sahi®hl

feinen Kapillaren als auattie groRen Venen und Arterieaus(Abb. 1.3-1). Bedenkt man wie
komplex dieses Netzwerk ist, wird deutljetas fir eine gigantische Oberflache dieses Organ
aufweist namlich die von etwa sechs Tennisplatzen. Bei einem Gewicht von rund 1800 g ist
dasgesamtd=ndothelweiterhinschwerer als die LebéQuaschningt al, 2000)

Durch die strategisch bedeutende Lage zwischen dem Blut und den Geweben spielt
dasEndothel eineentscheidetie Rolle bei der Resorptiaimd Freisetzungon Nahrstoffen,
Modulierung des Gefal3tonus un@achstuns, der Thrombozytenaggregation sowder
Blutgerinnung.

Dieses Orgarkann verschiedene vasoakti&toffe freisetzendie mal3geblich die
GefaBwée und somit die Durchblutung deentsprechendenOrgane regulieren.
Unterschiedliche Substanzen wie Hormone, Neurotransmitter und Gerinnungsfaktoren
konnen zu einer Endothabhéngigen Vasodilatation fihré@ohen R. A., 1995) Weiterhin
bewirkt eine durch einen gesteigerten Gefaldtonus bedingte Scherkrafterhhung die
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Freisetzung de als endotheliumderived relaxing factor bekannte Substanz, genauer
Stickstoffmonoxid(NO). NO bewirkt an glatten Muskelzellen deridérstandsgefalie eine
Reduktion des Muskeltonus und fuhrt dadurch zu e#egringerungdes Blutdruck¢Bredtet

al., 1990) Dieses Phanomen der Endothbhangigen Vasodilatation ist von enormer
physiologischer Wichtigkeit, vor allem bei 6#perlicher Belastung und anderen

blutdrucksteigernden Situationen.

<+— Blut

=) <+— Endothelzellen

Intima

<«— Interne elastische
Lamina

Media
(glatteMuskelzellen

Adventitia

Abb. 1.3-1: Querschnitt durch ein gesundes arterielles Blutgefar

Die groRRen Arterien bestehen aus drei morphologisch treant&chichten. Die auf der luminalen Seite lieg
Intima, bestehend aus einlagig gewachsenen Endothelzellen, einer Schicht von elastischen Fase
internen elastischen Lamina. Darauffolgend liegt die Media, welche von glatten Muskelzellen geldldBie
Adventitia, bestehend aus Bindegewebe, befindet sich als &uRRerste Schicht dahinter.

(Die Schichtdicke der realen Intima ist vom Verhaltnis her wesentlich kleiner als in der schem
Zeichnung dargestellt.)

Eines demwichtigsten Enzyme der Blutgerinnungskaskade, Thrombiiahrt ebensazu
einer Freisetzung von N@urch dieresultierendélonusreduktion wd die Koagulation des
Blutes verhinder(Bombeliet al, 1997) Fur die Synthese dieses kleinen Molekiist einer
Halbwertszeit von wenigen Sekundersind endotheliale N&ynthasen (eNOS)
verantwortlich, die EArginin als Ausgangstoff verbrauchgBredt et al, 1990) Weiterhin
kénnen GefalRendothelzellen das Eicosanoid Rigdia freisetzen, welches ebenfalls
vasodilatativ und sich fernehemmend auf die Thrombozytempggationausvirken kann
(Dustinget al, 1979)
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Aber das Endothel kann auch Vasokonstriktorersezernieen Neben Endothelin,
einem Peptid mit 21 Aminosaurendas uUberETa- und ETg-Rezeptorenwirkt, kdnnen
Eicosanale wie Thromboxan A2 sowie Prostaglandin H2 freigese&tden (Korbut und
Moncada, 1978; Kohan, 2006AuRerdem wird im Endothel die Aktivitat deRenin
Angiotensin Systemseguliert. Das in Endothelzellen expierte Angiotensin Converting
Enzymekatalysiert die Umwandlung von Angiotensin | zu Angiotensin Il, dem starksten
physiologischeivasokonstriktor.

Das Endothel reguliert jedoch nicht nur, wie schon erwahnt, den Vasotonus, sondern
ist auch eine physiologistie Barriere fir Natstoffe, Pathogene sowi&ellen des
Immunsystera Es ist bekannt, dasdsieses Organ sowohl die Permeabilitat als adieh
Adhésionvon Leukozytenund die Transmigration von Makromolekilen regulié@tines et
al., 1998; Toborek und Kaiser, 1999)

Zusammengefasst kann gesagt werden, das€ddothel eilmochaktives parakrines,
endokrines und autokrines Organ, welches unentbehrlich fur die Aufrechterhaltung des
vaskularen Tonus und der Gefallhomasstist. Eine Storung dieses Gleichgewichts hat

grol3e Auswirkungen auf das Blef@f3system und den gesamten Organismus.

1.3.1.1Die endotheliale Dysfunktion

Die endotheliale Dysfunktion(EDF) ist durch eine Reduktion deBioverfligbarkeit von
Vasodilantoren, alen voran NO, charakterisiert wohingegen die Menge an
gefaflkostriktorisch@ Faktorenwie Endothelinsteigt (Feletou und Vanhoutte, 2008piese
Unausgeglichenheit der vasoaktivBmndfte fihrt zu einer Verschlechteng desEndothel
vermittelten Gefal3dilatati@mechanismugBonetti et al., 2003)Weiterhin beobachtet man
eine  Verschlechterung des  Hamostasesystems, da  prokoagulatorische und
Thrombozytenaggregatiotirdernde $ffe u.a.etwa Thromboxan A2 dominieren und ihre
Antagonisten NO und Prostazyklin soviibrinolytische Stoffe wie-PA (tissue plasminogen
activator) nicht méar in ausreichender Konzentration synthetisiert wer@éswby, D. E.et
al., 1999)

Daspathologische EreigniEDF kanndurch Messung von verschiedenen Markern im
Blut bestimmtwerden. So steigen im Serum verschiedene Entziindungsparameze \igs
C-reaktive Protm, Zytokine und Prostanoide gBombeliet al, 1997) Ferner kann diese

systemische Erkrankung nicht invasiit Hilfe der flow mediated vasodilatatioMethode
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(kurz FMD) ambulant bei Patientahagnostiziertwerden(Kostner, 2003; Deanfield et al.,
2005)

Die Ursachen und Ausléser dBDF sind vielféltig. Es steht jedoch festlass ein
Ungleichgewicht der sich proliferierenden und absterbenden Endothelzelldgs
pathologische Bild hervorrufttndothelzellen sid im Grunde sehr widerstandsfahidje
Lebenszeitist beim Gesunden mit tUber 100 Tagen datch Jedoch ist dieendotheliale
Proliferationszeit unter vaslaren Stressbedingungen wie Angiogenese,
Hyperlipoproteinamie und Hypertensiaeutlich reduziert md kann dannweniger als funf
Tage betragen Dies deutetauf eine erhdhte Apmoseratehin (Shimokawaet al, 1987;
Folkman und D'Amore, 1996; Chey al, 2001)

Als wichtige Ausloser dieser pathologischen Stogin spielen reaktive
Sauerstoffspezies (ROS), die sowohl die Apoptoserate der Endothelzellen edistarch
endotheliale Vasothtatoren inaktivieren kdnneneine dominierende RolléRubanyi und
Vanhoutte, 1986; Gy et al, 2001; Griendling und FitzGerald, 2003YeitereUrsachersind
oxidiertes bzw. lykosyliertes LDL, Rauchemnetabolisches Syndrom, schlecht eingestellter
Diabetes mellitus, eine genetische Pradisposition zu Gerinnungsstgruagenielle
Hyperbnie und entscheidendlie HyperlipoproteindmigDimmeleret al, 1998; Choyet al,
2001; Rossiget al, 2001; Artwohlet al, 2003) Dagegen kénnen Estrogene, HDL, NO und
Antioxidantien entgegenwirkemnd somitdie Progression ddeDF verlangsameiiDimmeler
et al, 1998; Leeet al, 2001; Nofert al, 2001; Subah Packer, 2007)

EDF ist assoziert mit eineNielzahl pathologische Ereignisse Herz und
Nierenschaden,  Koromsyndrom,  Mikroalbuminurie, = Thrombose,  Pkianpsie,
Insulinresistenz Ubergewicht, chronischen Entziindungserkrankungen wie rheumatoi
Arthritis und Hypertonie(Abdu et al, 2001; Blancoet al, 2005; Feletou und ahhoutte,
2006) Gesichert ist weiterhin, dass eine Fehlfunktiond die damit verbundene
Pemeabilitdtserhéhungles Endothel$iir Leukozyten und Lipoproteingen initialen Schritt
der Atheoskleroseentstehung darstgBonetti et al, 2003; Feletou und Vanhoutte, 2006;
Kaperoniset al, 2006)

Lipide spielenin der Atherogeneseine entscheidende Rolle, weshalb sie hier

ebenfallsvorgestellt werdesollen
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1.3.2Lipoprotein stoffwechsel

Lipide stellen einen Oberbgff fir Substanzen, dieufgrund ihrer Lipophilie eine schlechte
Wasserldslichkeit aufweisen und datbhi m Bl u't in Averpackterd For
mussen Zu diesenStoffen gehéren neben Fettsauren, die veregterTriglyceriden oder
Phospholipien vorkommen fettlosliche Vitamine sowieCholesterol undseine EsterDie
Beforderung dieser essentiellerBausteineist fir den Organismus on entscheidender
BedeutungDabei werden Einzelmolekile.B. Steroidhormone und Fettsdurentwederan
Transportpoteine gebunden oder sie bilden mizellare Komplexe mit Proteinen, den
Lipoproteinen

DiesePartikel haben einemphiphie Struktur wobei im Kern ein lipophiles Milieu
herrscht, in dem sich Tgiyceride, Cholesterolester und andere Lipide befindeérend de
aulRere Hiulle aushydrophilen Phospholipiden bestimmten Proteinen, den sogenannten
Apolipoproteinen (Apo) und freiem Cholesterobesteht Eine derartige Verkapselung
ermdglicht es dem Korper riesige Lipidmengan transportierenDer Triglyceridgehét im
Blut kannnach einer deftigen Mahlzeit auf Werte jenseits von 1000 mg/dl ans{dmetson
et al, 1976; Zilversmit, 1979)

Lipoproteine sindnicht nur Teilchen mit einer heterogenen Zusammensetzung,
sonden haben auch unterschiedlichBunktioren PartikelgroBe und Dichen. Die
Klassifizierung erfolgt aufgrund ihrer unterschiedlichen Sedimentationdzw.
FluktuationseigenschaftenMan kann die einzelnen Lipidklassen durch praparative
Ultrazentrifugation va einander trennerkKépitel 2.6.2und Abb. 1.3-2). Weiterhinkann man
sie auch aufgrund der elektrophoretischen Beweglichddferenzieren Diese zusatzliche
Unterscleidung istwichtig, da es Lipoproteine mit dhnlicher Dichte gibt, die jedoch eine
vOllig unterschiedliche Funktion austib@teubecket al, 1977; Smith, L. Cet al, 1978)
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Lipoproteinfraktion Dichte Partik elgré3e| Zusammensetzung in %
in g/ml in nm TG | CE | FC | PL | Protein
Chylomikronen <0.95| 1001000 90| 2 | 1|5 2
VLDL 0.951.006 30-70 54| 13| 7 | 16 10
IDL 1.0061.019 25-30 20134 9 | 20 17
LDL 1.0191.063 1525 4 141|111 | 21 23
HDL 1.0631.210 7-12 5 (13| 5 | 35 42

Abb. 1.3-2: Zusammensetzung der Lipoproteine

Die einzelnerLipidklassen enthaltennterschiedliche Mengen afriglyceriden (TG), Cholesterinestar(CE),

freien Cholestero(FC), Phospholipide (PL) und Protaien. Weitere AbkirzungenVLDL: very low density
lipoprotein, LDL: low density LipoproteinlDL: intermediate density lipoproteitdDL: high density lipoprotein
(modifiziert nachSchwandt, 2001)

Die Eigenschaften der Lipoproteime ihrer metabolischen uaktion werden jedoch

nicht durch die Lipidzusammenstellung,

sondern aufgrund der differenzierten- Apo

Konstellationbeeinflusst Diese Momentaufnahme d&soteinprofils verandert sich flieRend

mit dem Austausch der Lipide in den Partikeln wvahdeltsomitauch dieLipidklasseum.

Die Nomenklatur von Alaupovic umfasst bis heute 13 verschieGengpendieser Proteine,

die alphabetisch gekennzeichnet wer@#&aupovicet al, 1972)

Die Apdipoproteine haberdrei Hauptfunktionen. An erster Stelldienen sieder

Stabilisierung sowie dem Transport. Ferner sind sie als eine Art Schllssel fur den

Stoffwechsel unentbehrlich,ipoproteinekénnen ohne diese Proteine weder aus der Zelle

sezerniert, noch in Zielzellen aufgenmen werdenZuletzt konnensie als Kofaktorervon
Enzymen, z.B. der LPL, aktiv fungieren(Morrisett et al, 1977; Schwandt P., 200{Abb.

1.33).
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Apolipoprotein | Dichteklasse | Masse | Funktion
(kDa)

A-l HDL 28,5 | Strukturprotein, Bindung an HDRezeptoren,
Aktivierung der LCAT

A-ll HDL 17 Aktivierung der hepatischdnpase

A-IV CM, HDL 46 Aktivierung der LCAT,
Triglyceridstoffwechsel

B-100 LDL, VLDL 550 | StrukturproteinSekretion von Tgdlyceriden
und Cholesterin, Aktivierung der LCAT

B-48 CM, VLDL 265 | Resorption von fettldslichen Vitaminen aus d
Nahrung

C-1 CM, VLDL 6,5 Bindungshemmung an den LERezeptor,
Aktivierung der LCAT

C-1l CM, VLDL 8,8 Aktivierung derLPL

C-lil CM, VLDL 8,9 Hemmung deLPL

D (A-11I) HDL 29 Aktivierung der LCAT

E CM, VLDL, 34 Notwendig fur die Bindung aLDL -, LDL -
Rezeptor, Ausschleusung von Cholesterol a

HDL :

peripheren Geweben

F HDL 30 Unbekannt

G VLDL 72 Unbekannt

H CM 55 Unbekant

J HDL 70 Unbekannt

€)) Lp (a) 350900 | Unbekannte Funktion in der Blutganung

Abb. 1.3-3: Humane Apolipoproteine

CM: Chylomikronen, LCAT: LecithirAcyltransferaseLPL: Lipoproteinlipase

An dieser Stelle folgt nun eine kurze Beschreibung der einzelnen
Lipoproteintaktionensowie ihre Rolle im humanegtoffwechsel, den man in einen exogenen
bzw. endogeneulifferenziert(Abb. 1.3-4).

Der exogene Metabolismus ist asbkterisiert durch die Zufuhr von Lipiden von
Aul3en.Die aus der Nahrung stammendenglyteride, Cholesterolester und andere Lipide
werden mit Hilfe von Gallensduren emulgiert und dadurch wasserléslich gemacht. Die
Pankreaslipase hydrolysiert die {lgiceridbestandteile zu freien Fettsduren und
2-Monoacyflycerol, die von der Schleimhaut des Intestinumsresorbiert werden.

Cholesterolester werden durch die Cholesterolesterase zn Fetesauren un€holesterol
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hydrolysiert, welches je nach Fettgehaltr ddahzeit unterschiedliche Regafonsraten
aufweist.Nach eineWiedeneresterungn den Diunndarmepithelzellesrfolgt der Transport
derresorbierterTriglycerideund Cholesterolestén Chylomikronen(Hussain, 2000)

Chylomikronen sind Lipoproteinpartikel mit der geringsten Dichte und dem grof3ten
Durchmesser Abb. 1.3-2). Sie bestehen zungrol3tenTeil aus mit Glycerol veresterten
Fettsaurerund transportieren Lijge unter Umgehung der Leber tUber die Lymghechden
Ductus thoracicus ins BluNach einer Abgabe der Btyceride an Gewebe, hier sgielas
endothelstéandigeEnzym LPL eine entscheidende Ralleverden die cholesterolreiche
ChylomikronernRemnants sehr schnell Uber entsprechende Rezeptorgan der Leber
aufgenommeigSmith, L. C.et al, 1978)(Abb. 1.3-4).

Im Hungerzustand versorgt der endogene Metabolismus periphere Gewebe mit
Triglyceridenund CholesterolLipoproteéne sehr niedriger Dichte (VLDLbestehertwa zur
Halfte aus Tmlyceriden, dieendogenvon der Leberproduziert wurden.Eine erhdhte
Kohlenhydratzufuhr, Alkohol und ein grof3es Angebot an gesattigten und einfach
ungesattigten Fettsduren stimulieren die Synthese von VLDL ugt/deriden(Janercet al,

1984; Heatlet al, 2007) Dagegen scheinen niédich ungesattigt®mega3-Fettsauren diese
zu hemmen(Davidson, 2006)Am naszierenden VLD{Partikel fehlen Apo E und Apo-C.
HDL tauschtdiese Apolipoproteiné?hospholipideund Triglyceridegegen freies Chaosterol
mit VLDL aus. Diese Reaktion wd katalysiert durch das Phosipal-Transferprotein
(Jacksoret al, 1976; Oliveiraet al, 1993; van Tol, 2002)

Wahrend der Bindung des VLDBRartikelsan den endotheknhdigen VLDL-Rezeptor
mit Apo Eundder Interaktion von Apo @ mit der kapillarenLPL kommt es zur Hydrolyse
und Enteerung der Tglyceridspeichedes Lipproteins und zur Fettsauresetzung Nach
dieser Delipidierung entsteh&i.DL -RemnantgMedh et al., 2000; Takahashi et al., 2003)
Diese konnerauf zwei Wegen verstoffwechselt werdeSie konnen lber LDERezeptoren
von der Leber aufgenommesder Uber die Zwischend&i der Lipoproteine intermediarer
Dichte (IDL) mit Hilfe der hepatischen Tgilyceridlipase (HTGL)in Lipoproteine niedriger
Dichte (LDL) umgewandelt werde(Gmith, L. C.et al, 1978; Schwandt P., 200{\bb.
1.34).

Cholesterol ist fur den Organismus ein lebenswichtiger Stoff, dessen Synthese in fast
allen Geweben, vor allem jedoch in der Leber, stattfindet. wird von Zellen als
Membranbaustein sowie als Prakursor von Steroidhormonen und Vitamin D verbraucht
(Papahadjopoulost al, 1973; Payne und Hales, 2008in Erwachsener kann bei einer

chdesterolarme Ernahrungtaglich etwal g davonproduzieren. Die Ausgangssynthese des
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Steroids erfolgt mit aktivierter Essigsaure (AdeCoA). Die Schrittmacherenzyme hierbei
sind die 3Hydroxy-methyt3-glutarytCoA (HMG-CoA) -Synthase undReduktasederen
Aktivitat bei Bedarfum den Faktor 200 reguliert werden kg@woldstein und Brarn, 1984)

Beim Gesunden transportieren diBL Partikel mehr als zwei Dritteles gesamten
Blutserumcholesterols. Wie bereits erwghmérdensie zum einen durch Delipidieung aus
VLDL erzeugt,kbnnenaberzum anderemmuchaktiv von der Leber sezernienterden Etwa
70% des LDL wird uber LDiRezeptoren, die in allen Zellen exprimiert werden,
aufgenommen und abgebguan Berkelet al, 1995) Dieser metabolische Abbau ist durch
die Anzahl der Rezeptoren limitiert und dadurch sattigbaa Schwellenkonzentratioliegt
bei etwa 200 mg/dl LDiCholesteol. Dartiberhinauskann LDL Uber den sogenannten
ScavengeWeg aufgenommen werdenyelcher im Gegensatz zu LBDRezeptoren nicht
begrenztist. Hierbei werden LDLTeilchen durch Endooder Pinozytose sowhl Uber
niedrigaffine als auchiber spezifisch modifizierte ScavengBezeptoren aufgenommen
(Krieger und Herz, 1994; van Berketi al, 1995)

Im Organismus gibt esveiterhin einen sogenannten reversen Cholesteroltransport
Neben der Haut, die durcBellverlust etwa 100 mg Cholesterol tagliadiminiert, ist die
Leber das einzig®©rgan, das Cholesterol Uber die Gallenblase in Form von Gallenséuren
ausscheiden kan@@avitt, 2002) Hierbei spielen die Lipoproteine hoher Dichte (HDL) die
Schlusselrolle(von Eckardsteinet al, 2001) Sie haben den hdchsten Proteisowie
Phospholipidanteil aller LipoproteinfraktiongAbb. 1.3-2), werden zunach als diskoidale
Partikel in der Leber synthetisiert und ferner in das Lymphgefal3sysigagebenvo sie mit
Chylomikronen assoziergiGroeneret al, 1989; Oliveiraet al, 1993) Im Blut kdnnen die
HDL-Prakursoren Cholesterah den Membranen peripherer Zellen aufnehmen, wodurch sie
eine spharische Form erhaltellit Hilfe des Enzymd ecithin-Acyltransferase(LCAT)
veresternsie Cholesterolind transportieren egur Leber zuriickDobiasova und Frohlich,
1999)(Abb. 1.3-4).
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Abb. 1.3-4: Lipoproteinstoffwechsel
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LCAT ist an der Veresterung von mehr als drei \éedes Blutserumcholesterols
beteiligt, wobei die in Position sh standige Fettsaure des Lecithinmolekils auf freies
Cholesterol Ubertragen wird. Das dabei entstehende Lysophosphatidylcholin wird an Albumin
gebunden und wieder verestert. Der wichtigste Kofaktor der LCAT isAdasA-1, obwohl
auch Apo AlV, Apo D und Apo CI die Aktivitdt des Enzyms erhéhen konn@obiasova
und Frohlich, 1999jAbb. 1.3-3).

Weiterhin spielen sogenannte Transferproteine im Lipoproteinstoffweatisel
wichtige Rolle Das ambesten untersuchte Enzym dieser Klasse ist das Cholesterolester
Transferprotein (CETP), welches den Austausch vorolégskerolestern und anderen
Kernlipiden unter den einzelnen Lipoprotdessenkatalysiert So kbnnen etwa Taglyceride
aus VLDL durch Cholesterolester aus HDL im &quimolaren Verhéltnis ausgetauscht werden,
wasdie Konversion des VLDL zu LDL bewirkiForresteret al, 2005) Daneben existiert ein
weiteres Transferprotein, das Phospholiprdnsferprotein (PLTP), wehes den Transport
von fettl °sl i c Hecophewl zwiacihn hipoprotemeneundZellmembranen
erleichtert(Huuskonen und Ehnholm, 2000)

Ein anderesfur den Lipoproteinund LipidstoffwechsekentalesEnzym istdie LPL,

die im nachfolgenden &pitel vorgestellt werden soll.

1.3.3Lipoproteinlipase

Allgemeines und Historisches denMitgliedern der Lipasefamilie

Bereits 1943 hat man beobachtet, dass eine intravendse Injektion von Hepatswas
freisetzte, daseine lipolytische Aktivitat aufwieand die postprandiale Lipamii reduzieren
vermochte(Robinson und Harris, 1959; Robinson und Jennings, 1#86jer dem damals
genannterheparinreleasable clearingaictor verbergen sich zwei fur den Lipidstoffwechsel
essentielle Enzyme, dieepatischeTriglyceridlipase(HTGL) sowie die LPL Beide zéahlen
zur Grol¥familie der Lipasen, wobei die Pankreaslipg®e) zusatzlichdiese Kategorie
angehort (Hide et al, 1992) Alle drei genannten Enzyme, katalysieren die gleiche
enzymatischeReaktion Sie hydrolysieren Triacyglyceride a1 freien Fettsauren sowie
2-Monoacyplycerol und freiem Glycerol Wahrend das VerdauungsenzyRL die
Nahmungstrglyceride spaltet und somit die Restop im Darm ermaoglicht,spielt de in der
Leber vorkommende HTGL, wie bereits erwalaitie wichtige Rolle bei der Hydrolyse von
Triglyceriden aus IDL, LDL sowie HDIBen-Zeevet al, 1987; Kirchgessneet al, 1989;
Perssoret al, 1989; Hideet al, 1992; Wong und Schotz, 2002)
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Ein weiterer Vertreter aus der Familie der Lipasenlisendotheliale Lipas€EL), die
erst 1999 von zwei unabhangigen Arbeitskreisen lgkeitig identifiziert wurde (Hirataet al,
1999; Jayeet al, 1999) Im Gegensatz z#HTGL, LPL und PLzeigt die EL nur eineehr
geringe Aktivitat bei derSpaltungvon Triglyceriden Dagegen ist die Hydrolyse von
Phospholipiden zu freien Fettsduren sehr wirkg@adellino und Rader, 2004Es ist
bekant, dass dieses Enzym vor allem HDL-Stoffwechsel eine Rolle spielt, wobei eine
Uberexpression eine Reduktion der HBtaktion bewirkt(lshidaet al, 2003)

Die LPL wurde bereits1952 als ein lipolytisches Eym identifiziert. Man erkannte,
dassdie Lipase weldhe im Muskel und im Fettgewebe vorkam, in Anwesenheit von
synthetischen Tglyceridemulsionen kaum aktiv waiseine Aktivitat bei Zugabe von
Serumlipoproteinefedochstark steigert¢Korn und Quigley, 1957 )Erstspatererkannteman
die NotwendigkeidesApo C-ll, welches Bestandteil von VLDL und Chylomikronen ist, fur
die Aktivi erungdes EnzymgKapitel 1.3.2und Abb. 1.3-3). Seit diesem Zeitpunkt wurde das
untersuchte Enzym alsPL bezeichnetNach diesen Pionierarbeiten wurden die Struktur,
Genetik, Expression, Regulati@owie die Rolle de Lipasein pathologischen Ereignissen

sehr grindlich untersucfileadet al, 2002)

Kategorie Lip oproteinlipase Hepatische Pankreaslipase| Endotheliale
(LPL) Lipase (HTGL) (PL) Lipase (EL)
Chromosomlokatior] 8p22 15921 g23 10924926 18g21.1
Gensymbol LIPD LIPC PNLIP LIPG
Gene id NM_000237 NM_000236 NM_000936 NM_006033
Protein id NP_000228 NP_000227 NP_000927 NP_006024
Enzymklassifikation| 3.1.1.34 3.1.1.3 3.1.1.3 3.1.1.3
Syntheseort Muskel, Leber Pankreas Endothelzellen
Fettgewebe, Makrophagen
Makrophagen
Funktion Triacylhydrolase | Triacylhydrolasel Triacylhydrolase Phosholipase

Abb. 1.35: Die Lipasefamileund ihre Mitglieder

Strukturund Expressioner LPL

Die cDNA der LPL codiert ein Protein mit 475 Aminoséuren, wovon jedoch ein
hydrophobes Signalpeptid mit 27 Aminosauren abgespalten RiedVolekilmasse des 448
Aminosaren langen Proteins betrdsfl Kilodalton(kDa) (Braun und Severson, 1992alach
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einer elektrophoretischen Trennung findet man das Protein jealdatiner Laufh6he von
etwa 55 kDa, was auf einen Glykosylierungsgrad 812% zurtckzufuhren igtverius und
OstlundLindqvist, 1976; Vannier und Ailhaud, 1989; Vanniral, 1989) Es ist gezeigt
worden, dass mehrere Glykosylierungsstellen essentiell fur die Aktivitat undtiSekdes
Enzyms sindSemenkovictet al, 1990; Enerback und Gimble, 199B)ie aktive Form der
LPL ist ein nichtkovalentes HomodimeEine Dissoziation fihrt zu einer irreversiblen
Inaktivierung und weist im Vergich zur aktiverForm nur1/6000der Affinitat zu Heparin
auf(Osborneet al, 1985; Lookenet al, 2004)

Genspezifische Untersuchungen der cDNA in unterschiedlichen Spezies haben
gezeigt, dass diePL unter denSéugern stark konserviert vorkomritas codierende LRL
Gen besteht aus zehn Exons und neun Intféensrback und Gimble, 1993; Raisonre¢ial,
1995; Meadet al, 2002) Interessanterweise existieren mehrere magationsformen der
LPL, welche auf die Rolle dieses Enzyms/erschiedenen pathologischen Forrhamweisen
(Murthy et al, 1996)

Molekularbiologische, immumistochemische sowie enzymgekoppéditstologische
Untersuchungen ergaben, dadie Lipasezwar konseriert in Saugern vorkommt, die
Expressionjedoch nicht ubiquitéar zu sein scheint. Vielmehr findet mia@L vor allem in
Geweben die einen hohen Fettsauremetabolismus aufzeigen, ietwigr Herz, Skelett
sowie glatte Muskulatur undm Fettgewebe. Fernevird dasEnzymin geringerer Menge in
MakrophagenMilchdrisen, Nebennieren, Milz, Hodeand Nieren gebildet (Cryer, 1981;
Wang, C. S.et al, 1992) Darlberhinaus wirddas Proteinauch in &alen Hepatozyten
exprimiert Nach der Geburt wird die Synthese jeddamplett unterdriickt, wesalb LPL
auch als extrahepatische Lipase bezeichnet wu(Beaels und Auwerx, 1992)
Interessanterweise findet mgaradan Endothelzellenan deren luminaledMembran die LPL
enzymatisch aktiv ist, keine mRNA des Enzyi@ampset al, 1990b; Campst al, 1991)

Die Expression und Aktivitat der LPL ist durch eine Vielzahl von physiologischen und
pathghysiologischen Faktoren regulierBo steigern erhéhte Glukose Insulin- sowie
Fettsdurespiegel die Expression und Aktivitat dgasein MakrophagenMadglicherweise
ein Grund dafiur, dass diese Patienten eine hohe Inzidenz an atherosklerotischen
Erkrankungen aufweiseriRenieret al, 1996; Sartippouet al, 1998) (Abb. 1.3-6). In der
folgenden Abbildung sind einige Faktoren zusammengestellt worden, die einen Einfluss auf

die EnzymExpression undAktivitat haben.
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Mediator/Zustand Gewebe/Zellart | Effekt auf | Referenzen
LPL
Katecholamine Braunes (Carneheinet al, 1988)
Fettgewebe Akti vi
Weil3es Fettgewebd Ak t i v i
Kardiomyzyten Akti vi
Glukokorticoide Praadipozyten MR NA §| (Kawakamiet al, 1986; Domiret al,
Makrophagen Akt i vi|1991; Friedet al, 1993)
Insulin Préaadipozyten Akt i vi | (Kawakamietd., 1986; Sartippour und
Makrophagen Renier, 2000)
Estrogene Praadipozyten mRNA Z| (Hommaet al, 2000)
Fettsauren Makrophagen MR NA §| (Michaud und Renier, 2001)
Akti vi
Glukose Makrophagen MR NA §| (Sartippouret al, 1998; Sartippour und
Akt i vi| Renier, 2000)
M-CSF Makrophagen MR NA ¥ (Morietal, 1991)
Akti vi
Nahrungskarenz Adipozyten Akt i vi | (Doolittle et al, 1990; Braun und
Kardiomyozyten Akt i vi| Severson, 1992b, 1993; Anati al, 1996)
LipidreicheErnahrung | Adipozyten Akt i vi | (Doolitleetal, 1990; Amriet al, 1996)
Kardiomyozyten AKti vi
ROS Makrophagen Akt i vi| (Renieretal, 1996)

Abb. 1.3-6: Regulation der Lipoproteinlipase-Expression und-Aktivitat

M-CSF:macrophage colongtimulating factoy ROS: realtve Sauerstoffspezies

SyntheseTranslokationund Funktionrdes Enzyms

Der funktionelle enzymatische Wirkort der LPL ist die luminaksté& der Endothelzellen,
trotzdemwird das Enzym nicht in diesefellen exprimiert(Campset al, 1990b) Vielmehr
sind es Parenchymzellen wie Myond Adipozyten, die das Protgmoduziererund an die
Endothelzellen abgebgBraun und Severson, 1992hb)

Die Translationdes LPL-Proteinsfindet am rathen endoplasmatischen Retikulum
statt wo aucheine NGlykosylierungsowieeine Homodimerisierungrfolgen Die nun aktive
Enzymbrm wird in den GolgiApparat transportiertNach einer weitere®slykosylierungs
stufewird das Enzym als Dimeaturch die Zellmembramesikular abgegebemwo es danran
HeparansulfatmteoglykanenHSPQ bindet. Zuletztbeobachtet magmine Translokation des
Enzyms duch das Endothel und eine BinduaigdessergeladendHSPG die ebenfallsan der
aulReren Membran denBothelzellen exprimiert werdéBraun und Severson, 1992a)

Der genaue Mechanismus dieser Translokation und Transzstgsgoch immemnoch
nicht im Detailaufgeklart. Vermutet wuraheein unspezifischeifransport der LPL an HSRG

Bricken zwischen den Parenchymnd Endothelzeller(BlanchetteMackie et al, 1989)
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Weiterhin wurde eirsattigbarer HSP@bhangiger Transport von der basalen zur apikalen
Seite des Endothels charakterisiéBaxenaet al, 1991) Die neuesten Untersuchusy
belegenmit Hilfe *23- radioaktiv markierter LPL, dasss einen VLDLRezeptor abhéngigen
transzytaren Transportmechnismus gebarss(Saxenaet al, 1991; Braun und Severson,
1992a; Obuniket al, 2001)

Postuliert wird der folgenddergangder Lipoproteinbindung sowie der Hydyse der
beinhalteten Lipide Die luminal standige HSPGgebundenelLipase interagiert mit dem
VLDL -Rezeptorwelcher ebenfalls an dé@ul3ererEndothelmembran exprimiert wirdledh
et al, 2000; Takahashiet al, 2003) Triglyceridreiche Lipoproteine, allen voran
Chylomikranen und VLDL, binden tber Apo E an den VLIRezeptor und tber Apo-{Tan
dasEnzym um es zu aktivierenSo kdnnen etwa 40 LPMolekule gleichzeitig an einem
Lipoproteinpartikel angreifen um maximale Hydrolyseraten zu @ien (Scow und
Olivecrona, 1977)Die so aktivierteLipase spaltet Triglyceride aus den Lipoproteinen zu
freien Fettsduren und -lonoacyglycerol. Diese Lipide werden von Endothelzellen
aufgenommendort entweder wieder vestertoder an die tiefeliegenda Zellen, vor allem

zu Adipo- und Myozyten weiter transportigiGoldberg, 1996)

Die Rolle des Enzyms in pathologischen Zustanden

Die LPL als zentralesund entscheidendes Enzym im Lipidmetabilmus ist mit einehdRei
krankhafter Pszesse im Organismus assoziert. Chylomikronamie,Adipositas Diabetes
mellitus sowie Atherosklerogdeadet al, 2002)

Chylomikronadmie ist ein@athologischderhéhung der Tglyceridkonzentationen im
Blutserum. Selbst im nichternen Zustand koénnen Werte von 1000 bis 20@D) mg
Gesamttiylyceride erreicht werderKlinisch manifestiert sich eine chronische Pankreatitis
begleitet vonXanthome, einer LebervergréRerung sowie einer Lipaemiaaét (Tanakaet
al.,, 2002) Die Ursachen dieses Krankheitshildssmeistens ein enzymatischer Defekt der
LPL oder des Kofaktors Apo -0. Ein unbehandelter Diabetemellitus sowie ein
Alkoholabusus kénnen die Iggrtriglyceriddmie weiter verstarken.

Adipositas ist eine Stérung des Korpengchtes, welche durch genetische,
metabolische sowie durch dishrungsverhaltemerursachte Faktoren beeinflusst wikdle
LPL ist als energielieferndes Enzym fur die Versogwon Adipozyten und Myozyten
essentiell. Es ist gezeigt worden, dasfpdse Ratterine erhdhte Expression und Aktivitat
der Lipaseim Fett im Vergleich zu Muskelgewebe aufwers DagegenhattenTiere mit

einem niedrigen Korpergewicht haufigine reduzerte LPL-Expression undi Aktivitat
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(Gruenet al, 1978; Greenwood, 1985piese Beobachtungen konnten auchmbkienschen
festgestellt werdeigSchwartz und Brunzell, 1978;m@ und Kern, 1989)Weiterhin scheint
korperliche Bewegung sowie Nahrungskarenzdie Aktivitat des Enzyms in der
Skelettmuskulatur zu erhéhen, was die Utilisation der Fettsauren im Muskelgewebe
erleichtert. Gleichzeitig wurde jedoch auch im Fettgewebeedi®atienten eine erhéhte
Akitivitdt der LPL festgestellt, vermutlich um Korperfettreserven aufrechtzuerhalten
(Bessesest al, 1991; Simsolet al, 1993)

Die Rolle der LPL in der Atherogenese astgegersehrkontrovers diskutiertSo kann
ein schiutzender Effekt in Fedowie Muskelgewebe beobachtet werden. Eine hohe Aktivitat
der kapillaren Lipase in diesen Geweben und die damit verbundenen Beseitigung der Lipide
aus dem Blytfuhrt zu einem verbesserten byproteinprofil mit einer Erhéhung der HBL
Fraktion (Shimadaet al, 1993; Shimadat al, 1996; Mead und Ramji, 2002Pagegen
scheintdie Lipasein groReren arteriellen GefalRen, vor allem von Makrophagethetisert,
pro-atherogen zu seias dort produziertEnzymkann selbst in inaktiver Foras eine Art
Briucke zwischen Lipoproteinen und Zellen fungieren, was die Aufnahme der Lipidpartikel
die Zellen erleichtert (Goldberg, 1996) Des Weiterenkann die LPL die Bildung der
LipoproteinRemnants beschleunigen, welche von Makrophagen phagozytiert werden kénnen
und dabei zu Schaumzellen degeneridétendqvist et al, 1983) Daruberhinaugénneneine
Reihe Atheroskleros®#rdernder Faktoren, wie Insulin, Glukose und freie Fettsduren, die
Aktivitat- sowie Expression de Enzyns in Makrophagen erhdhen, was auogi Diabetes
mellitus-Patienten beobachtet wur@®artippour und Renier, 2000; Beauchaetml, 2002;
Beauchampet al, 2004)(Abb. 1.3-6). Zuletzt seien noch die Eigenschaften der LPL erwahnt
die Proliferation der glatten Muskelzellen zu stimulieren und als Monozytenah&asionsmolekdl
zu fungierenMamputuet al, 1997; Mamputwetal., 2000)

Die Forschungsergebnisse zeigdass nichdie Lipasealleine flrdie pathologische
Situationder Atherosklerosgerantwortlichist. Vielmehr spielt es einRolle wo das Protein
exprimiert wird. So kann nach der heutigen Datenlagleaupte werden, dasslie LPL in
Adipo- sowie Myozyten eine @natherogene Funktion aufweisttahrend die Lipasin der

arteriellen GefalRwansich schdlich auswirken kann

Aber welche Auswirkungen hat die Atherosklerose auf die Gefdl3e und den
Organismus? ZuBeantwortung dieser Frage sollerer die Mechanismen dektherogenese

kurz vorgestellt werden.
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1.3.4Atherogenese

Atheroskleroseauch als Arteriosklerosed er von Lai en a begeichh@ef 2 Cv e
ist eine Erkrankung der grof3en Arterien, aus deren EBdtgenkungerwie Herzinfarkt und
Schlaganfallin den Industrienationeretwa die Halfte aller Todesfélle resultiereDie
Forschung hat mit Hilfe von molekulz@ologischen sowie epidemiologischen Studien eine
Menge Uber die Pathomechanismen und Risikofektater Atherogenese ergrindeeute
weild man, dass die Erkrankung ein multifakédler Prozesist, der durch endogene als auch
exogene Faktoren wesentlich beeinflusaterden kann Trotz der umfangreichen
wissenschaftlichen Bemuhungegibt es immer nochkeine kausa Therapie dieser
ErkrankungEs istder Medizinmomentan nur moéglichinzelneRisikofaktoren zueduzieren
Hierzu zahlen vor allem Hyperlipoproteinamie, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus,
Tabakrauchen, Adipositastc. Diese einzelnenEinflisse kbnnen wenn nebeginander
vorkommend, das Gesamtrisiko dérteriosklerose nicht nur additiv, sonderrsogar
exponentiellerhohenLusis, 2000; Assmann und Gotto, 2004)

Atheroskleroseist eine pogress/e arterielle Erkrankung mit einer Verengung des
Lumens charakterisiert durch eine Akkumulation von Lipiden, fibrdsen Elementen sowie
einer lokalen Entzundungsreaktion in der GefalBwaAdch wenn die vollstandige
Pathogenese dé&rkrankungnicht komplettgesicherist, gibt es jedochileutlichetheoretische

Ansétze, die hier vorgestellt werden sollen.

Die Antwort auf eine Endothelverletzung

Die allgemein akzeptierteesporse to injury Hypothese zur Entwicklung der Atherosklerose
wurde 1973 von Ross entwiglt und wird bis heute generell akzeptie(Ross, 993)
Hiemach stellt die Schadigung des Endothadsva durch apoptotischen Untergang der
Zellen, den initialen Schritt der Atherombildurdpr (Kapitel 1.3.1.). So kann nach einer
Verletzung dieser feinen  Zellschicht mittels Balonkatheter eine  massive
GefaBwandverdickung beobachtet werd@firmani et al, 1994) Die Ursachedieser
vaskularen Ereignisse ist eine gestorte Integritat des Endothels, wialsHeindingen von
Makromolekilen undZellen in die Intima erleichtert und forderMan beobachtet
atherosklerotische dsionen haufig an abzweigenden Stellen der Arteriemie etwa dem
Aortenbogen Hier herrscht aufgrund einer turbulenten Blutstromung eine umghgiBige
Ausrichtung der Endothelzelh, wasebenfallszu einer gestorten Ingetat fihrt (Gimbrone,
1999)
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Transmigration von Lipoproteinen und Leukozyten

Der nachstatherogenechrittist durch eine Akkumulation von Lipoproteinen iardntima

der GefaBwandekennzeichnet. Didnhaufungvon Lipiden in der subendothelialen Matrix
findet statt wenn das BlutseruraDL-Cholesterol erhoht ist, wa®inen wichtigen
Risikofaktor der Atherosklerose darstdlliusis, 2000) Die Lipidpartikel diffundiererdurch
tight junctionspassiv zwischen den Endothelzellen und setzten sich im subendothelialen
Raum fest. Apo B ist dabei fur die Interaktion mit Matrixprotekghenvon entscheidender
Bedeutung(Boren et al, 1998) Diese zundachst fixierten Lipoproteine werden nach einer
Weile chemisch modifiziert. Es finden Oxidatienkipolyse sowie Proteolyseeaktionen an
den LDL-Teilchen stattDiese Veranderungemitiieren eine inflammatorische Antwbim
Gefal die durch einé.eukozytenmigration in digaskulare Wandermitteltwird. Der Grund

fur diese lokale Entziindungsreaktion ist dietwort des Endothels auf das oxidettDL,

das zur Produktion verschiedener proinflammatorischer Faktoren fubres sind
entzundungsforderndS&ubstanzenwie Adhéasionsmolekile, chemotaktische Proteine und
Wachstumsfaktore(Abb. 1.3-7).

Die sogenannte Adhasionsmolekilezu denenneben PSelektin sowie ESelektin
VCAM-1 (vascular cell adhesion moleculd und ICAM-1 (intercellular adhesion molecule
zahlen werdenauf der luminalen Membrader Endothelzellerexprimiert Sie fuhrenzur
vereinfachten und beschleunigten Bindumgd Transmigration von Monozyterund
T-Lymphozyten in den subendotheliale Raum (Dong et al, 1998; Collinset al, 2000)
Ferner sezernieren aktivierte Endothelzellen chemotaktische Faktoren wie etw&ZBds M
(monocyte chemotactic protgjrdas die Anwerbung voMonozyten in die GefalBwand weiter
stimuliert(Boring et al, 1998; Guet al, 1998)(Abb. 1.3-7).
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Monozyten

Abb. 1.3-7: Atherogenese (Teil und I1)

I: Bildung von Fettstreifen (fatty streak$

Nach einer Endothelschddigung kommt esemer erleichterterPenetrationvon Lipoproteinen (LDL) un
Monozyten in die Intima. Dies wird zusétzlich durch Adhésionsmolekiile an der luminalen Seite des E
verstarkt. Das Endothefk@duziert chemotaktische Pratei (MCR1) und Wachstumsfaktorgivi-CSF),welche
die Monozytenmigration unidreifung stimulieren. Die migrierten Lipopteine (LDL) werden oxidiert (d&xDL)
und kdnnen von Makrophagen, die sich aus Monozyten differenzieren, unkontrolliert durch Se
Rezeptoren (SR) aufgenommen werdBaraufhin degenerieretiese Zellerzu Schaumzellen, welche spi
absterben und zellularen Schrotw. Lipidablagerungein der Intimahinterlassen.

II: Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen

Makrophagen produzieren Zytokine und Wachstfaktoren, welche die Proliferation und Migration von gle
Muskelzellen (SMC) in der Intima anregen, wo sie extrazellulare Matrix freisetzen. Der nekrotische Ki
Ansammlung von toten Zellen und Lipiden, ist von einer fibrosen Kappe umgebermrdilevn aus Kollage
besteht und die Stabilitat des Atheroms bestimmt.
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Makrophagen, Smaumzellen sowie die Bildung der fibrésen Plaques

Die in die Intima eingewanderten Monozyten proliferieren und differenzieren sich zu
Makrophagen. Endotheliale Zytokine, wie etwa da€BF (macrophage colony stimulating
factor), fihren zur Anregung des Miadphagenwachstums und zur Induktion von Scavenger
Rezeptoren in diesen Zell¢8mith, J. Det al, 1995) Nun kdnnendie Phagozytefiber diese

nicht durch Ruckkopplung gehemmten Rezeptoren oxitativ modifigidriel aus der
Gefallwand unkontrolliert aufnehmen und degenerieren schlieBlich zu sogenannten
SchaumzelleiSuzukiet al, 1997; Podreet al, 2000)(Abb. 1.3-7).

Im weiteren Verlauf der Atherogenese beobachtet man eine Verdickung der
Gefallwangd was auf eineerhohte Proliferationsrate von glatten Muskelzellen und deren
Migration in die Intima zurtickzufuhren ist. Der Grund dafur liegt vor allem in einer Sekretion
verschiedereZytokine und Wachstumsfaktoren durch Makrophagen wxklen (Libby,
2002) Des Weitererkbnnen Angiotensin Il sowie Homocystein das Wachstum von glatten
Muskelzellen anregefNegoroet al, 1995; Gerhard und Duell999) Diese Prozesse fuhren
zu einer erhOhterBildung von extrazellularer Matrix im subendothelialen Raum, was
einerseits der Plaque Stabilitat verleiht, andererseits die Transmigration und Bindung von
Lipoproteinen inderIntima erleichter{Kostner, 2003JAbb. 1.3-7).

Langfristig fihren die beschriebenen Vorgange einer deutlichen Reduktion des
Lumens der arteriellen Gefalle und somit einer verringerten Durchblutung der
entsprechenden Organe. Die klinischen Bilder stabilen Atheromen entsprechen, je nach
Lage der vaskularen Wandverdickugr koronaren Herzkrankheder vaskularen Demenz
sowie der peripéren Verschlusskrankheit. &e Plaques konnéiber Jahrzehnte lediglich zu
Durchblutungsstorungen fidgm und sind durch eine dicke und feste fibrose Kappe
charakterisier{Abb. 1.3-7).
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Diinne fbrose
Thrombus Kappe

(vulnerabel)

tallop

-~

Abb. 1.3-8:; Atherogenese (Teilll)

III: Plagueruptur und Thrombusbildung

Makrophagen und Schaumzellen setzen verschiedene Proteasen frei, die die extrazellulare Matri
Kappe) angreifen und somit eine vulnerable Béagrzeugen. Nach einer Ruptur der fibrésen Kappe korr
sofort zur Aktivierung der Hamostase, zu einem Thrombus und dadurch zum GefaRBverschluss mit
Ischamie.

DieseBestawmligkeit kann jedoch verloren gehen, wenn verschiedene Proteasen, durch

Makrophagen und Schaumzellen sezerniert, die Matrix degrad{®&ewby, A. C. und
Zaltsman, 1999; Libby, 2000Weiterhin kann ditHemmungder Matrixsynthese der glatten
Muskelzellen durch FZellen, nach Freisetzung von Interferon e r (Libby guedn
Aikawa, 2002) Aus der stabilen Plague wird eimelnerable PlaguéDieseist jetztdurch eine
dinne, verletzliche und instabile fiborose Kappe gekennzeichnet. Dastéamiige Atherom
kann einreif3en unds entsteht einBuptur, was sofort zur Hamostasereaktion am vedetz
Endothel flhrt Dadurch kanrdas Blutgefal¥ollstandigverschlieBenwaseine Ischamialer
entsprechenden Gewelzer Folge hat(Virmani et al, 2001; Shah, 2003; Kavurnet al,
2005) (Abb. 1.3-8). Diese akut lebensbedrohlich&ituation entspricht je nach Lagker
okkludiertenArterie am haufigsten dem Myokardderdem zerebralen Infarkt.

Zusammenfassend kann die Atherosklerose alsatirenische entziindliche Erkraumkg
des arterielleitGefalRystemsbezeichnet werdemegleitet durch Lipid Zelleinlagerung, einer

Proliferation glatter Muskelzellen in der Intirsawie einer GefaR3lumenverengung.
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1.4 Zielsetzung und Fragestellung dieser Arbeit

Aus friherenArbeitenist bekannt, dass di®P2Cdurch Fettsdureaus Lipoproteinenisoliert
mit Hilfe der Lipoproteinlipase (LPL)n vitro, in ihrer Aktivitat stimuliert werden konnte.
Diese Fettsauren waren ferner in der Lage Apoptose in endothelialen Zellen auszulésen
(Hufnagel et al, 2005) Mit Hilfe der RNA-Interferenz (RNAI) konnte ein kausaler
Zusammenhang zwischen der Aktivierung der PP2C und der Apoptoseinduktion
Endothelzellendurch Fettsaurerbelegt werden (Schwarzet al, 2006) Diese Tatsachen
weisen daraufhin, dass auch im Organismus &hnliche Prozesse stattfindeterk6Bme
endotheliale Apoptose, ausgeldst durch Fettséuvéare der Initialschritt der Atherosklerose.
Trotzdem weif3 man nicht, ob die Konzentrationen dieser Fettsauren am Enduthebr
allem in direkter Umgebungder PP2Cin vivo so hochsein kénnenum das Enzym zu
aktivieren und dadurcden Zelltod zu initieren Der Schwerpunkt dieser Arbeit beschatftigt
sich mit der Erorterung dieses Sachverhaltes.

Es solltejedochzunachsin kleineren Projektenntersucht werden, ob Endothelzellen
auch gezielt vor dem apoptotischen Untergang geschitzt werden kénnen. Deshalb sollten
auch die Endothelzelprotektiven Eigenschaftemon einzelnen Lipoproteinfraktionemer
Omega3-Fettsaure Daasahexaensaure (DHApwie den Inhaltsstoffewon Ginkgobiloba in
der Zellkultur untersucht werden.

Ginkgo bilobaExtrakte werden seit Jahrhunderten in der traditionellen Medizin als
Geriatrika eingesetzt. Es liegen Erkenntnisse vor, die beschreiben, di@s einen
neuroprotektiven Effekt besitzen. Es sollte zudem untersucht werden, ob diese
zellschiutzenden Eigenschaften auch an kultivierten Endothelzéieiachtetwerden
koénnen.

Wahrend LDL und VLDL als unabhéngige Risikofaktoren in der Atherogenese
bekannt sind, korreliert ein hoher HBWert mit einer verringerten Inzidenz
atherosklerotischer Erkrankungen. Mit Hilfe desreitsetablierten Zellkulturmodells sollten
die Endothelzelschitzenden Eigenschaften dieser Lipide untersucht werden.

DHA stimuliert die Aktivitdt der PP2Qn vitro und ist in der Lage die Endothelzellen
zu schadigerks ist jedoch auch bekannt, dass Omeg@ettsauren protektive Eigenschaften
haben kdnnen. Dahéestanceine weiteréAufgabedarin, zu prifen, ob die DHMA niedriger
Konzentration der Apoptose dieser Zellen entgegenwirken kann.

Der grof3e Schwerpunkde vorliegenden Arbeitwar jedochdie Entwicklungeines
neuender Physiologienahen Zellkulturmodelk. Hierbei solltemit Hilfe von humanen Zellen

sowie unter Einsatz huamer Lipoproteinfraktionen belegverden dass physiologische
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Mengen der LPL aus menschlichen Makrophagerder Lage sindgentgend Fettséduren
freizusetzenyelche dieEndothelzellen schadig&dnnen Dadie LPL an der luminalen Seite
des Endothels fir di8paltung von Tdlyceriden aus Lipoproteinen verantwortlich ist, jedoch
das Enzymicht in diesen Zellen synthetisiert wighllte gezeigt werden, dade Lipaseaus
kultivierten Makrophagen in das Zellmedium sezerniert wrschlieBendan HSPG der
enddhelialen Membran spezifisch binden kann.Dazu sollten Endothelzellen und
Makrophagen im gleichen Kompartiment kokultiviert werden.

Im Anschlusssollte demonstriert werdedass die nun endothelial gebundene Lipase
in der Lage ist, physiologische Konzetitnaen von Lipoproteinen zu hydrolysieren, wobeli
untersucht werden sollte, ottie dabei freigesetzten Fettsduren Apoptose in den Zellen
ausloserkonnen

Weiterhin sollte untersucht werdeab die Hemmung der LPIAktivitat mit einem
spezifischen Inhitbor die Menge an freigesetzten Fettsauagis Lipoproteinen reduziert und
daraufhin die Apoptoseinduktion in Endothelzellen verringemndenwirde

Mit Hilfe dermodern@ Methodik der RNAsollte zudemdargestelltverden, dass die
Herunterregulation der LPL iNlakrophagen die freigesetzte Fettsauremenge in der Kokultur
mit Endothelzellen reduziert und daraufhin die ApoptosedateEndothelzellen ebenfalls
verringertwerdenkann

Wenn diese Hypothesen verifizientirden dann kdnnten diese Ergebnisseeinen
deutichen Hinweis dafiir geben, dasdm Korper ahnliche Fettsauremengen freigesetzt
werden, welchalanndurch Aktivierung der PP2C zur Apoptoder Endothelzelleriihren.

Dies wuirde die proatherogene Rolle der ungesattigten Fettsduren bekréaftigen.

Weiterer $hwerpunkt der wissenschaftlichen Arbeit war zu untersuchen, ob eine
Olsaurereiche  Diat in gezlichteten Meerschweinchen eine  atherosklerotische
Lasionsentstehung induzieren kann. BgsVorhaben istein wichtiger Schritt die an
Zellkulturen gewonnenen Erketmisse imintakten Versuchstiezu Uberprufenund um
letztendlich unsere Hypothese zu verifizietenDazu sollten DunkirHartley
Meerschweinchen mit einem Spezialfutter, welches mit 25% Trioleat angereichert wurde,
Uber den Zeitraum von funf Monatead libitum gefittert werdenDurch Kontrolle der
gefressenen Futtermenge sowie der Korpergewichtsentwicklung der Tiere sollte der Verlauf
des Futterungsversuches dokumentiert werdaschlielend sollteeben der Untersuchung
der Blutserumparametedie Progressin der Atherosklerose inmit Trioleatgefitterten

Meerschweinchen im Vergleich fettarngefutterten Tieren untersucht werden.
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Zusammenfassend kann man sagen, dass die vorliegende Arbeit die durch Lipide
induzierte Atherogenese naher beleuchten sallte, vielleicht neue Therapieansatze zu

finden.



2 Material ien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1Antikorper

Erstantikorper
Anti-o-Tubulin, monoklonal, Maus
Anti-Bad, monoklonal, Maus
Anti-Bad, polklonal, Kaninchen

Anti-LPL, monoklonal, Maus

Anti-PP2@J, polyklonal, Kaninchen
Anti-PP2@3, polyklonal, Kaninchen

Zweitantikorper
anti-Kaninchen IgG, biotinyliert, Ziege
ant-Maus IgG, biotinyliert, Pferd
Texas Ref anti-Kaninchen IgG, Ziege
Texas Refl anti-Maus 1gG, Pferd

2.1.2Chemikalien

Agar

Agarose

Amersham ECL Kit
Ammoniumperoxysulfat (APS)
Bovines Serumalbumin (BSA)
BSA-Standard
Calpaininhibitor
Dimethylsulfoxid (DMSO)

48

Sigma, Taufkirchen

Cell Signaling, Beverly, USA

Cell Signaling, Beverly, USA
Geschenk von Herrn Dr. Brunzell,
University of Washington, Seattle, USA
AG Klumpp, Mlnster

AG Klumpp, Minster

Vector Labs., Burlingame, USA
Vector Labs, Burlingame, USA
Molecular Probes, Leiden, Niederlande
MolecularProbes, Leiden, Niederlande

Merck, Darmstadt

Gibco, Eggenstein

Amersham, Buckinghamshire, §land
AppliChem, Gatersleben

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
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DNasel
Docosahexaes@iure(DHA)
EDTA

Ethanol 96%

GBX Developer/Replenisher
GBX Fixer/Replenisher
Glycerol

Glycin

Hochst 33258Risbenzimid)
Isopropanol

Kaliumbromid
Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogencarbonat

Lipoproteinlipasezon Pseudomonas ssp.

Lipoproteinlipase, bovin
Magermilchpulver
Meerschweinchendiaten
Mercaptoethanol

Methanol

Micro BCA Protein Assay
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid

Nilblau A

Oligofectamir?

Olsaure>99% (ell culture teste
Orlistat

Paraformaldehyd

Pferdeserum
PhenylmethylsulfonylfluoridPMSH

Ponceau S

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Lenz Chemie, Westerburg
Sigma, Taufkirchen
Eastman Kodak, New York, USA
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Riedel de Haen, Seelze
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Heirler Cenovis, Radolfzell
Altromin, Lage

Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Interchim, Montlucon, Frankreich
Merck, Damstadt

Sigma, Taufkirchen

Riedel de Haen, Seelze
Sigma, Taufkrichen
Sigma, Taufkrichen
Sigma, Taufkirchen

Gibco, Eggenstein

Sigma, Taufkirchen

isoliert aus Xenical' Kapseln
Sigma, Taufkirchen

PAA, Marburg

Sigma, Taufkirchen

Serva Feinbiochemica, Heidelberg
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Rotiphores& 30 (30% Acrylamid)
Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1
Salzsaure

Sodium dodecylsulfa{&D9

Sterilium®

Roth, Karkruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkrichen

Bode Chemie, Hamburg

N, N, N, N-Tetramethylethylendiami@TEMED) Sigma, Taufkirchen

Tris Roth, Karlsruhe
Tris-HCI Merck, Darmstadt
Triton®-X-100 Sigma, Taufkirchen
Trypanblau Sigma, Taufkirchen

Trypsinlosung

Tween 20

Wasser, demineralisiert
Wasserstoffperoxid 30%

Ziegenserum

2.1.3Verbrauchs- und Zellkulturmaterialien

Cellstaf-Rohrchen
Cornind’-Sterilfilter (0,22 pm)
Dako Pen

Deckglaser, 24 mm @
Embedding Molds22 mm
Embedding Molds7x7x5 mm
Falcorf Zellkulturflaschen
Humane umbilikale vendse EndothelzellefJVECS)
HUVECsgrowth medium
HybondNitrocellulosemembran
Kodak X-~OMAT AR Film
Kryordhrchen
Kryo-serumfreies Medium
Mikrotiterplatte Nunelmmund™
Millex® Sterilfilter (0,22 uM)
Objekttrager, 76 x 26 mm
OptiMEM®

Promocell, Heidelberg

Sigma, Taufkirchen

Milli QTM, Millipore, Neu-Isenburg
Sigma, Taufkirchen

PAA, Marburg

Greiner BieOne, Frickenhausen
Corning, New York, USA

Dako, Glostrup, Danemark
Kobe, Marburg

Thermo Electron, Bsmen
Thermo Electron, Bremen
Fisher Scientific, Schwerte
Promocell, Heidelberg
Promocell, Heidelberg
Amersham, Braunschweig
Eastman Kodak, New York, USA
Greiner BieOne, Frickenhausen
Promocell, Heidelberg

Nunc, Roskilde, Danemark
Millipore, Bedford, USA

IDL, Nidderau

Gibco, Eggenstein
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QuicksealSystem

Beckmann, Krefeld

Roswell Park Memorial Institute MediurRPMI-1640  Sigma, Taufkirchen

Shandon Cryomatrix
THP-1-Zellen

WhatmanPapier
Zellkulturschalen (@ 3%50mmund 90mm),

Multiwells 24er

2.1.4Gerate

Autoklav

Blottingapparatur

Brutschrank
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 150
Hitzesterilisator

Konfokales Laserscanningknoskop
Kahlzentrifuge

Lichtmikroskop

pH-Meter

Photometer

Pumpe

Quickseal System
ReinstwasseAnlage

Rotoren fur Ultrazentrifuge

Schneidevorrichtung (tube slicer)

Spannungsquelle

Ultraschallgeréat

Ultrazentrifuge(Modell L-8-55M)

Waagen

Werkbanke

Thermo Electron, Brenme
Institut fur Atherosklerose
forschung Miinster
Schleicher & Schull, Dassel

Fisher Scientific, Schwerte

HICLAVE HV-110 L, Tokio, Japan
Biometra, Gottingen

Heraeus, Hanau

Zeiss, Jena

TV 40 UT, Memmert, Emmerdingen
LSM 510; Zeiss, Jena

Microfuge® R Centrifuge, Beckman
Olympu$’® OM-4Ti; Olym., Tokio, Japan
Digital pH-Meter, Knick, Berlin
BioMate3, ThermoSpectronic, Dreieich
Laboport, KNF Neuberger, Freiburg
BeckmannKrefeld

Milli QTM, Millipore, Neuwlsenburg
Beckmann,Krefeld Modelle 50.3 Ti und
50.4 Ti

BeckmannKrefeld

Electrophoresis Power Supply EPS 600,
Pharmacia, Freiburg

Sonifier B12, Branson Suc Power
Company, Danbury, USA

Beckmann, Krefeld

P163, MettlesToledo, Gi€en

Envirco C424 H, Ceag Schirp, Borken
Lamin Air ELB 2448, Heraeus, Hanau
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Zentrifuge Sepatech Biofuge 13, Heraeus Hanau

2.1.5Software

EndnoteX www.endnote.com
Macromedia Firework8 Macromedia
Microsoft Office2007 Microsoft
Microsoft Windows XP Microsoft
WINnSTAT Robert K. Fitch,
www.winstat.com

Zeiss LSM Image Browser 3.5 Zeiss, Jena

2.2 Zellkultur

2.2.1Allgemeine Arbeitsweise in der Zdkultur

Die Arbeitstechniken in der Zellkultur erfordern eine aseptiskladlungsweise Alle
bendtigten Reagenziamd Geréate wurden sterilisiert, um Keimarmut zu erzeugepeiten
an lebenden Zellen sind ausschlie3lich in sterilen Werkbénken mit Vemikader
horizontalem laminaren Luftzug durchgefuhrt worden.

Glasgeréatesind vor Benutzunei 180C 120 minhitzesterilisiert, wassrige Losungen
wie doppelt destilliertes Wasser, PEfghosphate bufferedaline sowie Pipettenspitzen fur
Eppendorfpipette sind bei 121C und 2 Bar Uberdruck 60 min autokla®t worden.Das
Zellmedium firdie THP-1-Monozyten wurde sterilfiltriert, Endothelzeledium sowie das
OptiMEM steril bezogen.

PBS
NacCl 140 mM
KCI 2,7 mM
NapHP O 10 mM
KH2POy 1,8 mM

pH 7,3 (eingestellt mit HCJ
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2.2.2Kultivierung und Charakterisierung von humanen Zellen

2.2.2.1THP-1-Zellen
THP-1 ist eine humanemonozytdreSuspensionszelllinjeisoliert ausdem Blut eines an
Leukdmie erkrankten Kinded=ur die Kultivierung dieser eukaryotische Zellen wurde

nachfolgendes Medium verwendet.

Komponente Gehalt [mg/l] | Komponente Gehalt [mg/l]
Aminoséauren

L-Arginin 200,00| L-Leucin 50,00
L-Asparagin 50,00 L-Lysinx HCI 40,00
L-Asparaginsaure 20,00| L-Methionin 15,00
L-Cystkin 50,00| L-Phenylalanin 15,00
L-Glutamin 300,00| L-Prolin 20,00
L-Glutaminséure 20,00 L-Serin 30,00
L-Glycin 10,00 L-Threonin 20,00
L-Histidin 15,00| L-Tryptophan 5,00
L-Hydroxyprolin 20,00| L-Tyrosin 20,00
L-Isoleucin 50,00| L-Valin 20,00
Anorganische Salze

CaCl 200,00| MgSQ, x 7 H,O 100,00
Ca(NGy)2 x 4 H,0O 100,00| NaCl 6000,00
Fe(NG)3; x 9 H,O 0,10 | NaHCG; 2000,00
KCI 400,00| NaH,PQ, 800,00
Vitamine

p-Aminobenzoeséaure 1,00 | Pyridoxalx HCI 1,00
D-Biotin 0,20 | Riboflavin 0,20
Cholinchlorid 3,00 | Thiaminx HCI 1,00
Folsaure 1,00 | Vitamin B12 0,005
i-Inositol 35,00

Nikotinamid 1,00

Weitere Komponenten

D-Glukose 2000,00| Phenolrot 5,00
Glutathion (reduziert) 1,00

Abb. 2.2-1: Zusammensetzung von Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMi1640
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Komplettiertes RPML640:

RPMI-1640 500 mL
Fetales Kalberseruf#CS) 10% (v/v)
Penicillin 100 U/mL
Streptomycin 100eg/mL
L-Glutamin 2mM

Die THP-1-Zellen wurden in 75 cmKulturflaschen mit komplettiertem RPMI 1640
Medium bei 37C im Brutschrank(5% CGQO,, 9%% Luftfeuchtigkei} inkubiert. Alle drei bis
vier Tageerfolgte ein Medienwechsedlurch Abzentrifugation & Zellen und Resuspension
des Pekt mit frischem Medium Fiur Experimente miT HP-1-Makrophagen mussten die in
Suspension vorliegendefHP-1-Monozyten zu adharenten Makrophagen ausdifferenziert
werden. Dieswurdd ur c h Z u g a b eMewaptoethan®| nce 180 ng/mL Phorbel
12-myristat13-acetat (PMA)YAbb. 2.2-2) zum Zellmedium und anschlieRender Kultivierung
im Brutschrank bei37°C bewirkt (Tsuchiyaet al, 1982; Dory, 193). Die vollstandige
Ausdifferenzierung zu Makrophagen dauerth7®a dieuntersuchte.ipoproteinlipase I(PL)
eine maximale Expresonsrate vor der vollstandigen Ausdifferenzierung zu Makrophagen
hate, wurden die Versuche meist raith differenziereneh Zellen duchgefihrt

Bei allen Versuchen in denen das Zellmedium der -THWakrophagen mit HUVECs
in Kontakt kam, wurde 6 h nach Zugabe von PMA das Medium gewechselijieim
Endothelzellervor PMA zu schiitzen O o)

Zur Kryokonservierung wurden digHP-1- >\CH3
Zellen bei 300 g fur 10 min zentrifugiert und nach
Zugabe des Einfriermediuns in vorbereitete
Gewebekulturrohrchem mehrere Lagen Papiertticher
gewickelt, um einangsames Abkiihlen der Proben zu

CHg
ermdglichen. Die so eingepackten Rohrclvamrden

Uber Nacht be-80°C eingefroren und am né&chsten

Tag zur dauerhaftehagerung in flissigen Stickstofapy.  2.2.2  Strukturformel  von
(-196°C) tiberfiihrt. Phorbol-12-myristat-13-aceta
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Einfriermedium:

RPMI-1640 500 mL
Fetales Kalberserum 10% (v/v)
Penicillin 100 U/mL
Streptomycin 100eg/mL
L-Glutamin 2mM
DMSO 10% (v/v)

Bei Bedarf wurden i@ in FlussigstickstofkryokonservierterZellen im Wasserbad bei
37°C aufgetautmit komplettiertem Medium versetzt und im Brutschrank b&C3Kultiviert.
Am darauf folgenden Tag wurde slaMedium gewechselt, um DMSReste aus dem

Einfriermedium zu entfernen.

2.2.2.2HUVECs

Der Begriff HUVECSs steht als Abkirzung fiuhumane umbilikale venése Endothelzellen.
Diese Primérzellen werdeaus der Nabelschnur, direkt nach der Abnabelung des Kindes von
der Mutter, isoliert. Man gewinnt die Zellen in dem didmbilikalvene mit einer
Kollagenaseldsung gespult wird, welche die Endothelzellen alstyepoolten HUVECSs
wurden von der Firma Promocell (Heidelbergydkonservierund kommerzielbezogen

Die Kultivierung der Zellen erfolgtem Endothelzellwachstumsmediums der Firma
Promocell (Heidelberg) inKulturflaschen definierter GroRe (75 cm?)Die Passagierung
geschalbei einer Konfluenz von 90%, hierbei wurdéie Zellen zweimal mitvarmenPBS
gewaschen, i Trypsin/EDTA abgel6stmit frischem Vollmedium 1:6 verdinmind wieder
ausgesatrir Experimente wurden Zellen der Passage 3 bist @iner Konfluenz von 80%

verwendet.
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Zusammensetzung desdothelzellwachstumsmediums:
FCS 0,02 miml
Wachstumszsatz fur Endothelzellen / Heparin 0,004 miml

Humaner epidermaler Wachstumsfaktor 0,1 nginl
Humaner FibroblastewWachstumsfaktor 1,0 ngl
Hydrocortison 1, Omle g
Gentamycinsulfat 50 nalg/
Amphotericin B 50,0 ngml
Endotheliales Wachstummezdium ad 500 ml

Zur Kryokonservierung wurden digypsinisierten HUVECsbei 220 g fur 5 min
zentrifugiert und nach Zugabe vadfdryomedium der Firma Promocell (Heidelberi)
vorbereitete Gewebekulturrohrchempettiert, Gber Nacht bei-80°C eingefrorenund am
nachsten Tag zur dauerhaften Lagerung in flissigen Stickst®6°C) tberfihrt.

Das Auftauen der Zellen erfolgteei 37°C im WasserbadDer Inhalt des Roéhrchens

wurde dann in embereitsmit angewarmtenZellmedium gefillte Kulturflasche umgefiil

2.2.2.3Kokultivierung von THP-1-Zellenund HUVECs

Um die Rolle der Fettsduranduzierten Apoptosezu untersuchen wurden sich
differenzerendeTHP-1-Zellen mit HUVECsauf zwei verschiedene Arté&wokultiviert.

Zur direktenKokultivierung beider Zellen dik¢ nebeneinandan der gleichen Schale
wurden als erste§HP-1-Monozyten mit PMA und Mercaptoethanol nach Vorschrift
adharent ausgesat. Nach 6 h wurde glawbolesterhaltige Medium entferand die Zellen
zweimal mit warmen OptiMEMgewaschenDieser Stritt war notwendig, um die HUVECs
nicht mit PMA in Kontakt kommen zu lassen. Durden Medienwechselkonnte die
Expression der LPL nichbeainflusst werden Als nachstes wurden trypsinisierte HUVECs
definierter Zellzahl direkt in die Schalen mdich differenzierendenTHP-1-Zellen in
OptiMEM ausgesatNach einem Zeitraum vor20 h nach Zugabe von PMArfolgten
immureytochemische Aufnahmen der Zellgkbb. 2.2-3).

Fur alle anderen Versuche wurde die separate Kokultur etablierbeHigurden beide
Zellarten in einem Kompartiment (gleiches Gefal3 und Zellmedium), jedoch als separate

Monolayer kultiviert. Dies hatte den Vorteil jede Zellsorte fir sich genau analysizuen
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kénnen. Hierzu wurden zunéchst HUVECs in 19,6 Gohalen mit imer Zelldichte von

3 x 10° pro Schalern Endothelzellmedium kultivierfTHP-1-Zellen wurden auf praparierten
Deckeln von 9,8 cmSchalenm 0,5 ml PMAhaltigen OptiMEM ausgesét. Die Zelldichte
betrugl x 10° bis 3x 10° Zellen pro SchaleNach 6 h Diffeenzierungszeit wurden die Zellen
mit warmen OptiMEM gewaschen und der Schalendeckel mit adhar@merl-Zellen
kopflber in die Schale mit HUVECs eingebracht. Vorwarden dieEndothelzellerebenfalls
mit OptiIMEM gewaschen, um Serumreste zu entfernendamdufhin mit 1,5 ml OptiMEM
beflllt, um die Translokation der LPL vohHP-1-Zellen zu den HUVECs mdglich zu
machen. Der Abstand zwischen den beiden einlagigen Zellschichten betrug 0.Bkbmm (
2.2-4).
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THP-1 HUVECs
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Abb. 2.2-3: Aufbau der direkten Kokultur fir immunzytochemische Untersuchungen

"i"dllu-l‘s_-

Abb. 2.2-4: Aufbau der separaten Kokultur von HUVECs und THP-1-Zellen
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2.2.2.4Primére murine Kardiomyozyten

Die primaren murinen Kardiomyozyten wurden freundlicherweisan Institut flr

Pharmakologie am Universitatsklinikum MunsieiSchalen kultivierzur Verfigung gestellt.

2.2.2.5Nilblaufarbung zur Lipid detektion in der Zelle

Die Detektion von Lipidstrukturerrfolgte mit dem Farbstoff Nilblau A.Dabei handelt es
sich umein Gemisch asieinem blauen, basischen Oxazin, das mit Phospholipiden und freien
Fettsauren interagiettind einem roten Oxazon, das nelgraipide anfarbt Der Farbstoff
kann zur Lokalisierung und Quantifizierungn Lipiden in der Zelle verwendet werden
(Dunnigan, 1968; Ostle und Holt, 1982pie Fluoreszenzdetektion erfolgte tmdem
konfokalen Lasrscanningnkroskop.Die Zellen wurden nacker Lipidbehandlung 30nin

mit Paraformaldehyd 4% fixiert, mit PBS gewaschen und anschlie3end flr weiteia 60t

der Nilblaulésung inkubiert. Nach erneutem grindlinh#&/aschenmit PBS konnten die

Zellenanalysiert werdenwobeijeweils reprasentative Aufnahmen gemaghtden
Nilblaulésung

Nilblau A 1 mg
PBS 100 ml

2.2.3Bestimmung der Apoptoseate mit Hoechst 33258
Der membrangéangige Farbstoff Hoechs38 (Abb. 2.2-5) bindet an Adeninreste der DNA
Helix. Dies ist eine anschauliche Methode zur Darstellung und Evaluierung apoptotisch
veranderter Zellkern&ils apoptotisch wurden die Zellen nur dann bezeichnet, wenn sie eine
kondensierte, fragmentierte Morphologie aigsen.

SRR

/N

CHy’

Abb. 2.2-5: Strukturformel von Hoechst 33258
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Die Zellenwurdenfir 30 min mitParaformaldehyd% fixiert. Anschlie3end erfolgte
eine 30 min dauernde Behandlung mit dem HoeEhsgbstoffin einer Konzentration von
10 ¢ g / imMethanolunter LichtschutzNach dem Entfernen der Farbstofungwurden die
Schalen mit PBS befillt untei £C im Dunkeln aufbewahrt Die Zellen wurdennach
Anregung des mit der DNA interkalierenden Farbstoffs mit einer Quecksilberldomeéein
Fluoreszenzmikroskogetektiert.Bei derZahlung der apoptotischeZellen wurde mehrere
reprasentativéstellen der Kulturscha ausgezahltDie Dokumentation der Farbung erfolgte
mit dem konfokalen Laserscanningimoskop bei einer Anregungswellenlange von 350 nm

und einer Emissionswellenlange von 420 bis 520 nm.

2.2.4Apoptoseinduktion inHUVECs durch Staurosporin

1977 charakterisierte@muraund Mitarbeiter das Staurosparin iy e
eine Substanz aus einer Streptomy&es die ein starker ~ "3¢C
Inhibitor von Proteinkinasenst (Omura et al, 1995) (Abb. ch,,mﬁ
2.2-6). Die Hemmung solcher Enzyme fuhrt in Zellen z " N
Induktionder Apoptose Q O
In der vorliegenden Arbeit wurde®0% konfluete N
b

HUVECs mit 50 bis 300 nM Staurosporin im

Endothelzellmedium (Promocell, Heidelbergliber einen PP, 226 Strukturformel

von Staurosporin
Zeitraum von 5 BB 24 h behandelt und daraufhin die

Apoptoserate bestimmt.

2.2.5Apoptoseinduktion in HUVECs durch Serumentzug

Eine weitere Methode, um Apoptose in der Zellkultur auszulésen, ist der Serumentzug aus
dem Medium. Serumdeprivation in Kultur bewirden Wegfall von exogen zugefihrten
Né&hrstoffen und Wachstumsfaktoren. Durch dieSatzugwerden die meisten Zellen in der
G1-Phase des Zellzyklus arretierd langfristig geschadigRhodeset al, 1994)

Als serumfreie Medium wurden OptiMEM sowie das Endothellmedium der Firma
Promocell(Heidelberg verwendet. Beinletzteren wurde das FCS und Wachstumsfaktoren
enthaltenesupplemenpacknicht zum Medium zugespben. HUVECs wurden 50 bis 72t
serumfreien Medien behandelis folgte dieFixierung mit Paraformaldehyadli% sowie die
Untersuchung der Apoptoserate mit Hoe@d8258.
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2.2.6 Apoptoseinduktion in HUVECs mit Lipoproteinen und Lipase

HUVECs wurdenmit Lipoproteinen mit oder ohne LPZugabebehandelt. Es wurden zwei
verschiegne Lipasen verwendet, die bovine und die ausPdeudomonas ssptammende.

Nach 24h Behandlung wurden die Zellenit Paraformaldehyd % fixiert, mit dem Hoechst

33258 Farbstoff inkubiert ur@hschliel3endie Apoptoserate untersucht.

2.2.7Apoptoseanduktion in HUVECs mit VLDL und Makrophagenmedium
THP-1-Monozyten wur den -MercaptoetRalbh nach dPvotololl behandelt

Nach 6 h Differenzierungszeit wurde das Medium entfernt, die Zellen mit OptiMEM
gewaschen und neues frisches Medium zugesetzt. Cebeitt war notwendig, um PMA
Reste zweliminieren Genau6 h spater, also insgesamt 12dchZugabe von PMA, wide

das Zelinedium,in welchesdie LPL sezerniert wurdeentnommenMit diesem Medium
wurden sowohl mit als auch ohne VLDEugabein Konzentrabnen zwischen 0,1 bis
100 mg/dl die HUVECsnkubiert Die Behandlungsdauer lag zwischen 24 und 4Bamach
erfolgte eine Filerung Farbung undlie Untersuchungler Apoptoserate

2.2.8Apoptosanduktion in kokultivierten HUVECs mit VLDL

HUVECs und sich differenzierende THP-1-Zellen wurden zusammen in einem
Kompartiment wie im Kapitel 2.2.2.3beschriebenseparat kkultiviert. In das gemeinsame
Medium in der Kokultur wurde VLDL6 h nach Zugabe von PMAn Konzentrationen
zwischen0,1 und 100 mg/dl zugegehebie Behandlungsdauer mit VLDL dauerte zwischen
14 und18 h, also bis zum Zeitpunkt 28 h nach Addition von PMA. Die Apoptoserate der

behandelten HUVECs wurde nach iexungund Farbung der Zellkerranalysiert.
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2.3 Tiere und Tierhaltung

Alle Tiere wurden entsprechend den tierschutzrechtlichen Richtlinien gehalten und behandelt.

2.3.1Meerschweinchen

Im Rahmen des Fitterungsversuchs wurden 40 mannliche DHakiley-Meerschweinchen
(Alter 7 Wochen, Korpergewicht 35000 g; Charks River, Sulzfeld) verwendeDabel
wurden die Tiere in zwei Gruppen (n=20) aufgetdite Versuchsdauer belief sich auf
150 Tage. Die Einzelhaltung der Tiere wurde in Masmolyp IV Kafigen durchgefihrt und
erfolgte in einem klimatisierten Tierstall nter standardisierten Bedingungen
(Raumtemperatur 28, relative Luftfeuchtigkeit 55%, zwodlfstindiger H&unkel
Rhythmus).

2.3.2Diaten und Futterung

Die Futterung erfolgte jeweils mit einer fettammend einer 25%slycerolTrioleat(Trioleat)
angereicherte Spezialdiat (Altromin, Lage) Abb. 2.3-1). Entsprechend unterschiedlich
waren die Energieanteile der beiden Diaten. Bei der fettaiDig# waren die Kohlenhydrate
dominierend, wahrend bei der Trioleatdiat die €&dtberwiegten.Die Energiedichte des
Fettfutterswar etwa 50% hoheals die der Kontrolldig¢Abb. 2.3-1 undAbb. 2.3-2).

Das Futter wurde beR0°C gelagert, um eine Oxidation der ungtigéen Fettsauren
zu vermeiden. Die Tiere hatten freien Zugang zum Futéet Ifbitum) sowie zum
Trinkwasser. Die verzehrte Futtermenge sowie das Koérpergewicht der Meerschweinchen

wurden zweimal pro Woche dokumentiert.
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Fettarme Diat

Diat mit 25% Triol eat

Diatbezeichnung Altromin: C 3056 C 3056 modifiziert
Inhaltsstoff mg/kg mg/kg
Protein 185295 133845
Fett 781 250000
Kohlenhydrate 449600 271500
Rohfaser 176561 176273
Rohasche 87704 86194
Feuchtigkeit 65560 48660
Disaccharide 238360 140360
Polysaccharide 211240 131140
Aminosauren:

Lysin 18188,1 12991,5
Methionin 10993,5 8842,5
Cystin 3297 2355
Threonin 7406,7 5290,5
Tryptophan 2058 1470
Arginin 10185 7275
Histidin 5460 3900
Isoleucin 7476 5340
Leucin 15162 10830
Phenylalam 7392 5280
Valin 3328,5 2377,5
Alanin 2431,8 1737
Asparaginsaure 3574,2 2553
Glutaminsaure 24330,6 17379
Glycin 3181,5 22725
Prolin 13141,8 9387
Serin 5386,5 3847,5
Tyrosin 9628,5 6877,5
Vitamine und Zusétze:

Vitamin E 150,4 150,3
Vitamin K3 10 10
Vitamin B1 20 20
Vitamin B2 20,3 20,2
Vitamin B6 15 15
Vitamin B12 0,042 0,038
Nikotinsaure 50,1 50,1
Pantothenséaure 50,1 50,08
Folsaure 10,013 10,0
Biotin 0,201 0,201
Cholinchlorid 1012 1008
p-Aminobenzoesaure 100 100
Inosit 1115 108,2
Vitamin C 3920 3920
Vitamin A |.E./kg 15000 15000
Vitamin D31.E./kg 500 500
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Fettarme Diat Diat mit 25% Trioleat

Inhaltsstoff mg/kg mg/kg
Mineralstoffe, Spurenelemente

Calcium 9440 9238
Ges.Phosphor 7570 7068
Verd.Phosphor 7277 6784
Magnesium 3695 3671
Natrium 2482 2451
Kalium 16993 16943
Schwefel 2813 2434
Chlor 3641 3641
Eisen 181 180
Mangan 100 100
Zink 30 28
Kupfer 5,5 54
Jod 0,45 0,45
Molybdan 0,198 0,198
Fluor 41 41
Selen 0,329 0,298
Kobalt 0,137 0,133
Aluminium 6,09 541
Fettsauren

Myristinsaure G14:0 0 0
Palmitinsaure €16:0 0 0
Palmitoleinsaure @6:1 0 0
Margarinsaure €.7:0 0 0
Stearinsaure @8:0 0 0
Olséaure €18:1 0 239079
Linolsédure G18:2 0 0
Linolensaure €18:3 0 0
Arachinsaure €0:0 0 0
Eicosaasaure €20:1 0 0
Arachidonsaure 0:4 0 0
Behensaure 22:0 0 0
Umsetzbare Energie kcal/kg 2618,5 3950
Umsetzbare Energie kJ/kg 10962,9 16537,7
Protein (Massenprozent) 18,5 13,4
Fett (Massenprozent) 0,08 25
Kohlenhydrate (Massenprozent) 449 27,1
ProteinEnergie (kcal) 759,7 548,8
Fett Energie (kcal) 7,3 2325
Kohlenhydrate Energie (kcal) 1843,4 1113,2
Protein Energieanteil (%) 29,01 13,89
Fett Energieanteil (%) 0,28 58,86
Kohlenhydrate Energieanteil (% 70,4 28,18

Abb. 2.3-1: Zusammensetzung der Meerschweinchendiaten
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Energieanteile
fettarme Diat

O Protein

29% E Fett
wv M Kohlenhydrate

Energieanteile
Diat mit 25% Trioleat

O Protein
Fett
M Kohlenhydrate

Abb. 2.3-2: Nahrstoffverhaltnisse in den Meerschweinchendiaten

2.3.3Blutentnahme und Untersuchung de Blutseren
Nach 45 Tagen Fitterung wurde jeweils funf Meerschweinchen aus jeder Grupidglut
durch Punktiondie Ohrvene entnommeAm Versuchsenderfolgte die Blutentnahmeurch

Herzpunktionan dereuthanasierten Tieme
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Das Blutwurde bei Raumtemperat(iRT) 30 min stehen gelassen ufigt 15 min bei
3000 g zentrifugiert. AnschlieBend konntasiSerum entnommen und beB0°C gelagert
werden

Die Untersuchung der Blutserumparameter erfolgtarch das Institut far

Atheroskleroseforschung, Munsterit der entsprechenden Methode

Parameter Methode

Triglyceride GPOPAP
Cholesterol, gesamt CHOD-PAP
Cholesterol, HDL CHOD-PAP
Cholesterol, LDL CHOD-PAP

Abb. 2.3-3: Lipidparameter der Meerschweinchenseren und die benutzte Messmethode

2.3.4Praparation und Gewebekonservierung

Nach 150 Tagen Futterungszeit wurdes Meerschweinchen mit 100 mg Pentobarbital
pro kg Korpergewicht.p. narkotisiert und getttet. Nach dem 6ffnen des Thorax wurde aus
dem noch schlagenden HerzventrikéitBnit einer Spritze entnommen uadschlie3end die
beiden Carotiden freiprapariertit® h an d o n  C r iy Brmbhedding iMelds eingebettet
und in flussigem Stickstoff-{96°C) eingefroren. Die langfristige Lagerung erfolgte bei
-80°C. Weiterhin wurden der Aortenbogen, der thorakale und abdominale Teil der Aorta
sowie das Herz entnommenduauf die gleiche Art und Weideyokonserviert. Die Herzen
wurden zusatzlich gewogen und fotografiert. Nd@bkapitierung wurde das Fell vom
Schadel entfernt, ineiner Schadelzange die Schadelkalotte bis zur Bregma aufgetrennt, die
Knochen der Hemisphare freigelegt, das Gehirn vorsichtig enthommen und in

Paraformaldehyd 4% konserviert.

2.3.5Histologische Methoden

Gewebeschnitteler Herzenund Aorten in der Dicke von 10 pnvurdenvom Institut fur

Atheroskleroseforschung in Minster angefertigt.
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2.3.5.1TUNEL -Farbung

Die TUNEL-Methode ferminal deoxynucleotidyl dUDT nick end labelrggnet sich zur
Untersuchung toter Zellen mit fragmentierter DNMdswur de der DeadEndE Cc
TUNEL SysteraKit der Firma Promega nach Protokoll verwendgie Auswertung erfolgt
kolorimetrisch am Lichtmikroskop.

2.4 Untersuchungen auf Proteinebene

2.4.1Proteinbestimmung

2.4.1.1Aufschluss von Zellen fur das Westernblotting

Adharente HUVECs undichdifferenzierenddHP-1-Zellen wurden mit PBS gewalsen,auf

Eis mit Lysispuffer versetzt (50-100 pl pro 9,8 cnf Schale)und mit einem Schaber
gesammelt Die gewonnene Zellsuspension wurde zum Aufschluss mit Ultraschall
homogenisiert und beB0°C gelagert. Suspensionszellen wurdemlog behandelt, jedoch
wurde vorher das Mediumbzentrifugiert, miPBS gewaschen und nochmals vom Uberstand
abgetrennt. Br Zellniederschlagwurde dann mit dem Extraktionspuffer behandelt, mit

Ultraschall aufgeschlossen und eingefroren.

Lysispuffer mit SDS (fur Western Blotting)

Glycerol 1,0 mi
SDS 10% 3,0ml
Tris-HCIpH 6,8 0,5 M 2,5 ml
Aqua dest. 2,5 ml
PMSF 1M 10,0 pl
Trypsininhibitor 5 mg/ml 14,0 pul

Calpaininhibitor | 10 uM 100,0 pl



68 Materialien und Methoden

2.4.1.2Bestimmung der Proteinmenge
BCA (bicinchoninic acid)
Proteinkonzentrationewurdenphotometrischmit dem BCAAssaybestimmt(Smith, P. K.et
al., 1985) Dabei wird die BiuretReaktion genutzt, bei welcher €ulonen dirch die
Bindung von Peptiderzu Cu*-lonen eduziert verden BCA kann dann mit Ci einen
Chelatkomplex bildender eine starke Lichtabsorption bei 562n hat die sich linear mit
einer steigenden Proteinkonzentration vergroRert. Mit BSA als Referenzprotein wurde
zunachst eine nactech Protokoll des Herstellers vorgegebene Verdinnungsaadefertigt
BSA wurde hierbei in dem Puffer verdiinnt, in welchem sich auch das spater zu bestimmende
Proteinlysat befand. Es wurden jeweils 3 pl Proteinlosarg00 pl BCA Reagengegeben
gemisch und fir 30min bei 66GC im Wasserbad inkubiertn eine Mikrotiterplatte wurden
dann 200 pl jeder Probe und der Standardpraepipettiert, um sie anschlieRend in einem
Plattenreader photometrisch zu vermessen. Die Proteinkonzentration konnte danthdmnha

erhaltenen Eichgerade und des Verimgsfaktors ermittelt werden.

Proteinmessung mBCA-L6sung (Kit)

Reagenz A: 2% NayCOs, 0,95%NaHCG;,
0,16%Natriumtartratin 0,2M NaOH 24 Teile

Reagenz B: 1% Bicinchoninsaure 25 Teile

Reagenz C: 4% CuSQ x 5 HO: 1 Teil

Albuminstandard

BSA 2 mg/ml
NaCl 0,%%
NaN; 0,05%

Proteinmessung nadtowry

Bei dieser Poteinbestimmungsmethode werden auch membrangebundene Proteine miterfasst
(Lowry et al, 1951) Zunachst wurden-30 pl der zu untersueimden Probemit 100 pl
demineralisiertem Wassererdinntund mit 2 ml frisch hergestelltem Lowieagenz flr

10 min beiRT inkubiert. Die enthaltene Natronlauge l6st die membranstandigen Proteine von
den Zellen woraufhin sich ProteuKupferionenkomplexebilden. Nach einer Zugabe von

1 0 4 Fotin-CiocalteadPhenolReagenz bildete sich nach einer Inkubationszeit von 30 min
bei RT eine der Proteinkonzentration proportionale Blaufarbung der Losung, die daraufhin bei
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720 nm photometrisch vermessen wurdar Kalibrierung dien¢ eine BSAStandardreihe
(5-80e g BSA) .

Lowry-Reagenz

Reagen?A:. 2% NaCO;in 0,1 M NaOH 100 Teile
ReagenB: 1% CuSQ 1 Tell
ReagenL: 2,7% KaliumNatriumtartra 1 Tell

2.4.2SDSPAGE und Western Blotting

2.4.2.1Prinzip von SDSPAGE und Western Blotting

Mit der SDSPolyacrylamidGelelektrophoresdSDSPAGE) konnen Nukleinsauren oder
Proteine nach Molekulargewicht aufgetrennt werden. Dabei wandern die zu untersuchenden
Molekile in einem elektrischen Feld durch eisas einem Gemisch auscrylamid und
Bisacrylamid bestehendgelmatrix. Acrylamid bildet in Anwesenheit freier Radikale in einer
Kettenreaktiorlange Polymere, Bisacrylamid dierdazu, diese Polymere zu vernetzen. Als
Katalysatorwurde TEMED (N,N,N',N- Tetramethylethylendiam), als RadikalbildneAPS
(Ammoniumperoxodisulfat eingesetzt. Durch eine Denaturierung der Proteine mit
Sodiumdodecylsulfat (SDS3rhalten ¢ resultierenderProteinlomplexe eine gleichmafig
verteilte negative Ladungvas das Prinzip der Auftrennung nadér Molmasse ermdglicht

Um eine scharfere Bandentrennung zu erreichen wird tber das Trenngel ("separating gel"
oder"resolving gel”) ein Sammelgel ("sampling gelder "stacking gel") gegossen, olem

die Proben aufgetragen werdebie musserzunachst @i kurzes Stiick durchwandern, bevor

das Trenngel erreithwird. Die Matrix im Sammelgel besitzt gréRere Poremd einen
anderen pHNert als das TrenngeDadurchwandern die Proteine schnell und ohziae
Auftrennung als scharf@ande Mit Erreichen derGrenzflache zum Trenngeldas ein
dichteres PolymeNetzwerk aufweistwird ihre Geschwindigkeit, nun abhangig von der

Molmasse verringertund es kommt zu einer Trennung der Proteiaehder Grofe

Der Western Blotschliel3t sich an die SDSelelektrophorge an. In einem, senkrecht
zur urspringlichen Laufrichtungglektrischen Feld werden die sich im Gel befindlichen
Proteine auf eine Nitrocellulosemembraransferiert und dadurch immobilisiert. Die
Immunodetektion des Proteins erfolgt mittels eines andjgezifischen Primarantikorpers, der

an Epitope bindet. An den primaren Antikdrper bindet wiederum ein sekundarer Antikdrper,
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an dem eine Peroxidase gekoppelt ist. Dieses Enzym katalysiert eine chemische Reaktion, bei

der Chemolumineszenz freigesetzt wirdie Detektion der Proteine erfolgt im Anschluss

mittels Fotopapierdas durch das freigesetzte Licht belichtet wird

2.4.2.2Herstellung der SDSPolyacrylamidgele

Zur elektrophoretischen Auftrennung der

Proteine wurden diskontinuierliche- SDS

Polyacrylamidgelg¢10 cm x 10 cmx 0,5 mm) bestehend aus zwei Einheiten: einem 5%ige

Sammelgel und eine®?,3%igen Trenngel gegossen.

Die bei der Herstellung verwendeten Losungen setzten sich wie folgt zusammen:

Sammelgel (Fir 10 Gele)
Rotiphores& 30
Sammelggluffer
H.O
TEMED
APS (20%)

Sammelgelpuffer
Tris
SDS
H,0
pH 6.8

Ammoniumperoxysulfat (APS) (20%)
APS
H.O

Trenngelpuffer
Tris
SDS
H.O
pH 8,8

3ml
5ml
12 mi
30¢l
120¢l

60,59

4049

ad 1000 ml
(eingestellt mit HCI)

200 mg
ad 1 ml

182 g

49

ad 1000 ml
(eingestellt mit HCI)
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Zuerst wurde die GeApparaturmit den Glasplatterentsprechenden Abstandshaltern
bzw. Kdmmen aufgebaut und mit Agarlésung abgedicltaschlielRendvurde das Trenngel
eingegossen, der Zusatz von Radikalspedd®S, wodurchdie Polymerisation startetend
TEMED, einem Katalysatgrerfolgte kurz zuvor. Das flissige Trenngel wurde nach dem
Giellen mit Isopropanol Uberdeckt. Nach 45 min wudee Alkohol entfernt unddas
Sammelgelnach gleichem Verfahreaingefullt Nach weiteren45 min Polymerisationszeit
konntendie fertigen Geldei 4C feucht gelagert werden.

2.4.2.3SDSPAGE

Mit Hilfe der SDSGelektrophorese werden Proteine entsprechend ihreskiatgewichtes

unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt. Durch ZusatED&wund Erhitzenauf

95°C werden nichitovalente Wechselwirkungen in nativen Proteinen aufgehoben. Die
denaturierten Polypeptide binden SBSionen und erhalten dadurch eine atge Ladung.

Da die Menge an gebundenem SDS proportional zum Molekulargewicht der Proteine ist,
wandern die SD®olypeptidkomplexe entsprecheihder Grol3e durch das Polyacrylamidgel.

Als Referenz dienekommerziell erhaltliche, farbigelarkerproteine.

Als Elektrophoresepuffer wvde ein TrisGlycin-Puffer verwendet. Die Proteine
wandern zwischen deschneller wandernden Chlofldnen des Sammelgelpuffers und den
langsamewandernden Glyckionen des Elektrophoresepuffers und werden dadurch in engen
Bandenim Sammelgel fokussiert. Beim Einwandern der Proben in das Trenngedirngas
geringere Porenweite, eine hthere Salzkonzentration sowie einen héhewarpbesitzt,
wandern die Glycidonen an der Front, undie Proteine werdemun aufgrund ihrer
molekdaren Grol3e getrennt.

Die bei -80°C gelagertenProteirprobenwurden langsam auf Eis aufgetautei der
Probenvorbereitung iRProbenpufferim Verhaltnis 1:5bei 95C 5 min hitzedenaturierund
anschlieBend zentrifugierEs wurden jewed gleiche Proteinnmgen pro Spurverwendet
(20 bis 80pg). Das im Probenpuffer enthaltefieMercaptoethanol, ein niedermolekulares
Thiol, bewirkte eine Reduzierung vobDisulfidbriicken in den Proteinemnschlie3end
wurden die Foben in das Gel einpipettiert und nach Anlegerer Spannung aufgetrennt. Fur
die Verweildauer im Sammelgel wurden M0im Trenngel 180/ angelegt.
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Probenpuffer
Tris 157,5 mg
SDS lg
2-Mercaptoethanol 1mi
Glycerin 2 mi
Bromphenolblau 6 mg
Aqua dest. 6 mi
pH 6,8 (eingestellt mit HCI vor

Elektrophoresepuffer

Bromphenolblauzugabe)

Tris 3,09
Glycin 14,4 ¢
SDS 1049

Aqua dest. ad 1000 ml

2.4.2.4Western Blotting und Immunodetektion

Der TransfederProteineauf die Matrix erfolgt auf elektrophoretischem Weg. Dabei wird ein
elektrisches Feld angelegt, wodurch die Proteine awsGid auf dieNitrocellulosenembran
transportiertund dort gebunden werden. Gel und Membran wurden sandwichartig von
Filterpgpieren eingerahmt und zwischen die Elektroden ggleégb. 2.4-1). Methanol im
Puffer dient dazit8DS aus den ProtelbetergensKomplexen zu entfernen und die Bindung

der SDSfreien Proteine an die Membran zu erhidhe

WhatmanPapiere

EEEssssssssssssssssssssssssssssssssmn DS PAGE Gel
1 Nitrocellulosemembran

WhatmanPapiere

Abb. 2.4-1: Das Prinzip des BlottingAblaufs



Materialien und Methoden 73

Transferpuffer
Tris 3,027 g
Glycin 144 g
Methanol 100 ml
Aqua dest. ad 1000 ml

Die Proteine wurden be250 mA fur 55 min geblottet. Anschlielend musste die
Nitrocellulosemembran fur 20 min in ein PonceaB&l gelegt werden, um die Proteine zu
fixieren und um sicherzustellen, dass das Blottingverfahren erfolgreich bzw. gleichmafdig war.
Daraufhin wurde die Membramit TBST (Tris-buffered saline with Twegb min gewaschen,

60 min mit Blockpuffer (5% Magermilchpulver in TBST) T behandelt und anschlie3end

mit dem entsprechenden Erstantikdrper Gber Nacht°kzinkubiert.

Ponceaurot 8 6sung

Ponceau S rot 29
Trichloressigsaure 159
Aqua dest. ad 1000 ml
TBST
Tris 1,211¢
NaCl 8,765 g
Tween 20 1ml
Aqua dest. ad 1000 ml
pH 7,5 (eingestellt mit HCI)

Priméare Antikdrper

Polyklonaler antBad-Antikorper
Monoklonaler antBad-Antikorper
Monoklonaler antLPL-Antikdrper
Polyklonaler antPP2Q}Antikdrper
Polyklonaler antPP2@-Antikorper

Polyklonaler antio-Tubulin-Antikorper

1:1000 in 5% BSA/TBST
1:1000 in 5% BSA/TBST
1:1000 in 5% BSA/TBST
1:1000 in 5% BSA/TBST
1:1000 in 5% BSA/TBST
1:10000 in 5% BSA/TBST
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Sekundare Antikdrper
HRP-gekoppelter antMausAntikorperin 5% BSA in TBST
HRP-gekoppé#er antrKaninchenAntikorperin 5% BSA in TBST

Am néchsten Tag wurde die Membran mit TBST gewaschen und mit einem

Meerrdtichperoxidasehorseradish peroxidas¢iRP)-gekoppelten Zweitantikorper @500)

fur 60 min inkubiert. Nackeinemweiteren Wasclschrit wurde die Membran mit deeCL-
Losung behandelt Die Peroxidase katalysiert die Oxidation des in der HEG&ung
enthaltenen Luminol in der Gegenwart von Wassergtefbxid (HO,). Durch die Oxidation

wird das Luminol in einen angeregten Zustand versetdt emittiert Licht, welches durch
einen Kodakfotofilm in der Dunkelkammer sichtbar gemacht werden KWenmach Starke der
Signale wurde entsprechend die Expositionsdauer variiert. Der Fotofilm wurdendtaginer

Entwicklerldsung behandelt und anscBkad fixiert.

2.4.3Immun zytochemie

Fur immunzytochemische Aufnahmen VvBHP-1-Zellen und HUVECs wurden die Zellen in
@ 35 mm Schalen auf Deckglasern @ 24 mm ausgesat.

2.4.3.1DasPrinzip der Immun zytochemie

Die Immureytochemie dient dem spezifischeunalitativen sowe quantitativerNachweis von
Proteinen in einzelnen Zellen. Im Zusammenhang mit Gewebeschnitten wird oftmals auch der
Begriff Immunhistochemie verwendder Vorteil dieser Methode, im Vergleicku anderen
Immunoassaydiegt in derMdglichkeit, Proteine af morphologischer Ebene zu lokalisieren

um so Hinweise auf physiologische Zusammenhange und Funktionen zu erBaltaher
Durchfihrung verwendet mapezifischeAntikorper, die mit de Zielproteinen eine Bindung
eingehenWeiterhinerfolgt, wie bereitsbeim Western Blot beschriebegine Inkubation mit

einem markierten SekundarantikorpeRie Detektion der Antigentikorper Komplexe

erfolgt photometrisch mit fluoreszierenden Farbstoffmolekilen mit Hilfe eines

Laserscanningmikroskops.
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2.4.3.2Detektion von Bad bzw. Lipoproteinlipase mit Texas Red

Zur immunzytochemischen Detektion von Bad und LPL a

wurde ein mit dem Fluoreszenzfarbstoff Texas Red 0==s==0

gekoppelter Zweitantikorper verwend@bb. 2.4-2). Die
Zellen wurden zoachst mitParaformaldehydi% fixiert
und mit PBS gewaschen. Danach erfolgte eine
Permeabilisierung der Zellmranen mit 0,2 Triton-X-
100in PBS, um dem Antikdrper Zugang zum Zielprotein™
zu ermdglichen. Unspezifische Bindestellen wurden mit
Blockpuffer | maskiert. Es folgte eine Inkubation d(Abb. b a2 Stukturformel von
Zellen mit dem Erstantikorpglbeide monoklonal, in deiTexas Re@®

Maus erzeugt)n einer Konzentration von 1:10én Blockpuffer | bei £C tber Nacht. Am
nachfolgenden Tag undach einem weiteren Wasshhritt erfolgte einelnkubation der

Zellen mit einemTexas Reehjekoppelten aniMausZweitantikbrper. Danach wurden die
Deckglaser mit einem handelstblichen Nagellack auf Otogaern fixiert und mt dem
konfokalen Laserscanningikroskop vermessen. Die Anregung fiir Texas Rddigie mit

einem HeliumNeonlLaser bei einer Wellenlange von 543 nm und einer
Emissionswellenlange groRer 585 nklle fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen eines
Versuches wurden mit der gleichen Laserintensitat und der gleichen Detektorsensitivitat
gemach, um die Immunreaktivitat zwischen verschiedenen Behandlungsgruppen vergleichen

zu kénnen.

2.4.3.3Detektion von PP2M  niHudresceinsothiocyanat

Die immunzytochemische Detektion von PMB2€rfolgte A
mit Fluoresceinisothiocyanat (FIT@bb. 2.4-3).

N
Nach einerFixierung mit 4% Paraformaldehydind
einem  Waschschritt mit PBS erfolgte eine O

COOH

Permeabiligrung der Zellmebranen mit @2Triton-X-100

in PBS Unspezifische Bindestellen wurden mit Blockpuffer 7
Il maskiert. Daraufhn wurden die Zellen mit dem
O (0]

(o]
Erstantikérper in einer Konzentration 1:100 gegen ,uv 543  strukturformel

H
-3 : von
PP2® (polyklonal, im Kaninchen erzeugt) in Blockpufferuoresceinisothiocyanat (FITC)

Il bei £C UberNachtinkubiert Am nachsten Tag wurden die Zellen erneut intensiv mit PBS
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gewaschen und mit dem biotinylierten alkéininchen Zweitantikdrper fur 1 kehandeltim
Anschlusswurde wiedergewaschen und meiner FITC-Losung fur 1 h unter Lichtschutz
inkubiert. Danach wurden die Deckglaser mit einem handelsublichen Nagellack auf
Objektragerrfixiert und mt dem konfokala Laserscanningikroskop vermessen. Fur FITC
erfolgte die Anregung mit mem ArgonlLaser; die optimale Anregungswellenléange betragt

494 nm, die der Emission 518 nm.

2.4.3.4Doppelfarbung von Bad und PP2(M

Fur die gleichzeitige Darstellung zweier Proteine sind spezifische Antikbrper notwendig, die
jeweils aus verschiedenen s stammen. In dem Favurde ein polyklonaler aniPP2®
Antikdrper (Kaninchen) sowie ein monoklonaler aB&id Antikorper (Maup fur die
Demonstratiorder Proteinexpression verwendet.

Zunachserfolgte nach obigem Protokoll die Markierufig P P 2 @ib FITC. Jedoch
wurde nach der Inkubation mit dem Sekundarantikérper nicht sofort mit FITC Losung
behandelt, sonderzunachstviedermit Blockpuffer | inkubiert. Nach einem Waschschritt mit
PBS wurde die Texas Red Farbung flmdBvie Ublich durchgefiihrind anschlielRend mit der
FITC-LOsung, wie bereits beschrieben, inkubiétach dem Eindeckeln konnten die Proben
vermessen werdemie Spektren debeiden verwendeteRluoreszenzfarbstoffeegen weit
genugauseinanderum simultananalysiertzu werden. 8mit konnten beide Proteine gut
nebeneinander durch samwpnntesMultitracking dargestelltwerden. Ein Uberlagern der
jeweiligen Aufnahren von Bad undPP2® konnte eine simultane

Proteine und deren Lokalisatienmdglichen

Triton X-100 0,2%
Triton X-100 20¢l
PBS ad 10 ml

Blockpuffer | Bad, LPL)
Pferdeserum 0,5 ml
PBS ad 10 ml

Blockpufér Il (PP2(D)
Ziegenserum 0,5 ml
PBS ad 10 ml
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Erstantikorpe-Losung
Antikorper 10 ¢l
Blockpuffer ad 1000 ¢l

ZweitantikorperLosung

antiKaninchen 1gG biotinyliert 5¢l

Blockpuffer ad 100Cel
FITC-L6sung

FITC-Avidin 6 el

PBS ad 1000 ¢l

2.5 Untersuchungen auf RNA Ebene

2.5.1PolymeraseK ettenreaktion nach reverser Transkription

2.5.1.1Prinzip der RT-PCR

Bei der reversen Transkriptase Polymerase KettenreaktiorP ) handelt es sich um eine

in vitro Technik zur Vervielfachung und Analyse von MessengeRNA (mRNA), dem
Vorbotenvon Proteiren Das Enzym reverse Transkriptase kehrt also die Reaktion, bei der
aus DNA zunachst mRNA hergestellt wird, um. Hierbei wird aus mRdj#-DNA (cDNA)
synthetisiert.Mit Hilfe der PCR ist eie gezielte Vermehrung eines spezifischen DNA
Genomfragmenteder cDNA das zwischen zwei Regionen mit bekannter Nukleotidsequenz
liegt, moglich Diese Methodeerlaubtalso die Amplifikation sehr geringeDNA-Mengen

Das Prinzip lasstsich so beschreiben: Zunachst erfolgt die Denaturierung der
doppelstrangigen DNA (dsDNA), an welche sich @mubid 3-Ende des zu amplifizierenden
Bereichs spezifische Oligonukleotide, die Primer, anlagern. Dieser Vorgang wird als
Annealing bezeichnet. Die Oligonukleotide wem von einer DNAabhangigen DNA
Polymerasein Anwesenheit freier Desoxynukleosldiphosphate (dNTPskntsprechend
verlangert (Elongatior). Die DNA-Polymerase vervielfacht den entstehenden DNA
Doppelstrang sdange bis die Reaktion unterbrochen wir@iese Abbruch kannz.B. mit

eing Erhohung der Inkubationstemperatur auf °@5 erfolgen wobei die dsDNA



78 Materialien und Methoden

denaturierert wird. Kihlt man den Reaktionsansatz Amwesenheit freier Oligonukleotide

auf 4060°C ab, so binden diese in Abhangigketires mittleren Samelzwertes an die
komplementéare Sequenz der DNAatrize.Die Synthese eines weiteren Doppelsgies kann

nun wiederholt werderDie Abfolge dieser drei Reaktionsschritte wird Ajklus bezeichnet.
Diese Zyklenwerdenzwischen 25 bis 40mal wiederholt bis genug amplifizierte DNA
hergestellt wurdeSie kann dann qualitativ anhand der Basenpaarlange sowie quantitativ nach
einer elektrophoretischen Auftrennuingeinem Agarosegdlestimmt werden.

2.5.1.2Extraktion der Gesamt RNA

Fur die Extraktion der RNA aus HUVE undTHP-1-Zellen wurde ein RNAsolierungskit
(RNeasyKit, Quiagen)nach Vorschrifverwendet.

Adhéarente Zellen wurderzunachst mit PBS gewaschemnd mit Lysispuffer
gesammelt. Danach erfolgte eine Homogenisierung der Probe durch Auftragen auf die
QIAshredderSpingsiule (Qiagen) sowie anschlieRendentrifugation bei 10000 &ir 2 min.

Als nachstes wurden 600 pl Ethanol 70% hinzugefugt deml Lysatauf die RNeasy Mini

Séaule gegebenSie bestdt aus SilicageMembranen, die spezifisch RNA bindeAlle
anderen Bestandteile wie etwa DNA und Proteine wurden nach mehreren -Wisth
Zentrifugationsschritten mit verschiedenen Lésungen entfernt. Zum Schluss wurde die an der
Saule bindende RNA mit 40l RNasefreien Wassergespult Die Lagerung deg-iltrates
erfolgte bei-80°C.

2.5.1.3Gehaltsbestimmung der GesamRNA

Die Konzentration sowie die Reinheit der RNA in der erhaltenen L&ésung wurden
photometrisch bestimmt. Jeweils 1 Rrobenlésung ad 120 Wasserbildete die mit dem
UV-Meter zu vermessende Ldsung. Die Astion der RNAAromaten wurde bei 268m
ermittelt Um auch Verunreinigungedurch Proteinefestzustellen, wurde zusatzlich bei
280 nm, dem Absorptionsmaximum aromatischer Aminosaurggmessen. Das
Absorptionsverhaltnigler optischen Dichten (O®)60/280nm sollte zwischen 1,7 und 2,0
liegen Werte aul3erhalb dieser Grenzen deuten auf unreine riPtabheundwurden nicht

verwendet.
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Berechnung der Konzentration der RIRfobe:
1 ODygo entspricht dabei 40 pg/ml RNA
Konzentration GesarRNA = ODygo X 40 pg/ml x 120 (Verdunnungsfaktor)

2.5.1.4ReverseTranskription

Dieser Schritt fuhrt zum Umschreiben der Ges&NA in cDNA mit Hilfe der reversen
Transkriptase. Zunéchst wurde folgendes Gemisch an Puffern, Desoxynukleotiden und

Primern angesetzt:

Reaktionsansatiir die reverse Transkription

GesamtRNA (5 ug) Volumen entsprechend
10x PCRPuffer 5ul

MgCl, 25mM Sul

DTTO0,1 M 1l

Oligo-dT-Primer 2,5ul

dNTP-Mix (je 10mM) 2,5ul

Aqua deststeril. ad 45pl

Diese Losung wurde durch Tritation homogenisiert und fir 5 min auf 85 erhitzt.
Dies hatte zur Folge, dass die RNA ihre Sekundarstruktur verlor, nach sofoktigj@en auf
Eis blieb die Primarstruktur intakBls nachstes wurden 1 pl RNase Inhibitorldsung sowie
250 U deMoloneyMurine-LeulemiaVirus-Reversen Tranksriptag®IMLV -RT) zugegeben
und 60 min bei 37T inkubiert. Die so synthetisierte cDNA Ldsung wumdknachkurz auf

95°C erhitzt, um das Enzym zu inaktivieren.

2.5.1.5PolymeraseKettenreaktion

Bei der PCR wird, wie bereits beschrieberin gewilinschter DNAbschnitt amplifiziert.
Neben der untersuchten LPhRNA wurde auch derGehalt v o n-Actm, einem
Strukturprotein tberprift, um die Konformitdt zu gewahrleisten ugdantitative Fehler
auszuschlie3en. Die verwendeten Primersequenzen wurden mit BE&&Th(Basic local

alignmentsearchtool) tberpruft undsind fur die jeweiligen FPriteine spezifisch.
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Es wurde folgender Reaktionsansatz fur die PCR verwendet:

cDNA-LGOsung 10 pl
Extensor PCR Master Mix 7 ul
1. Primer (10 pM) 5ul
2. Primer (10 pM) 5ul

Verwendeté&rimer:

LPL ¢ 5-GGC TCT GCT TGA GTT GTA GA3’
¢ 5-TGT TCT GTA GAT TCG CCC AG3
b-Actin ¢ 5-ATT TGG CACCAC ACT TTC TAGYS

¢ 5-TCA CGC ACG ATT TCC CTC TCA3’

Die Primersequenzen von LPL ubeActin haben einen GC Prozentsatz von b@w.
47,86. Somit wurdefir die LPL eine Annealingtemperatur von°60 fur b-Actin 55°C
errechret. Die Denaturierung erfolgt80 s lang bei 9%, die Extension 120 s bei ®2. Fir
die Vervielfaltigung der DNA betrudie Zahl der Zyklerb e rActib undbei der Lipase25.

Bei diesen Konditionefag die Amplifikation in einer exponentiellen Phase uiedidrte somit
eine direkte Korrelation zwischen der synthetisierten DNA und der mRNA Menge des

untersuchten Proteins.

2.5.1.6Verifizierung von RT-PCR-Produkten auf dem Agarose Gel
Das 2%ige Agarosegel bestand aus 2 g Agarose in 100 ml-Fa&fter. Die Agarose wuae

zunachst im Puffer in der Mikrowelle aufgekocht und blasenfrei in die Gelapparatur
eingegossen. Zubetektionder Nukleinsauren wurde d&3el mit 50 pg Ethidiumbromid
versetzt. Die Farbung mit diesem fluoreszierenden Farbstoff ermoglicht nicht nur eine
Visualisierung, sondern auch diemiQuantifizierung der DNA Menge auf dem Gel. Liegt
der Farbstoff frei vor, ist die Emission sehr gering. Erst durch die Interkalierung des
Farbstoffs idenWindungender d®NA wird die Lichtemission stark erhéht.

Die DNA-LAsungen wurden mit dem Laufpuffer 3 zu 1 vermischt, in die Gelkammer
einpipettiert und 1 h beil00 V elektrophoretisch getrennt. Zur Bestimmung der
Fragmentgro@n diente ein DNAViarker. Spater wurdeni@l PCRProdukte unter einem UV
Licht-Transillumindor (312 nm) sichtbar gemacht. Das Gelrde mit einerVideokamera

fotografiert unddigitalisiert.
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TBE-Puffer 10x

Tris 1211 g

Borsaure 61,89

EDTA 7,40 g

Aqua dest. ad 1000 ml
TBE-Puffer

TBE-Puffer 10x 100 ml

Aqua dest. ad 1000 ml
Laufpuffer

Probenpuffer (Blue/Orange Loading Dye 6x) 2 ul

Glycerin 2 ul

Aquadest. 2 pl

2.5.2RNA-Interferenz

2.5.2.1Geschichte und Prinzip derRNA-Interferenz

RNAI beschreibt einen durchisRNA ausgeldsten ho&bnservierten Mechanismusurz
sequenzspezifischen Stilllegung von GenBiese Regulation der Genaktivitat Gber eine
Verminderung der RNAMenge, das sog. RNAilencing wurde in PflanzenPilzen und
Tieren unabhangig voneinander beschriebddie ersten Beobachtungen beziglich des
Mechanismus der RNAIi wurden 1990 von Jorgensen gemacht, als er das Analogon des Gens
fur die Chalkonsynthase in eine Petunienart einschlgi¥apoli et al, 1990; Jorgensest al,

1996) Er erhoffteeine Farbintensgierung der Bluten, doch was er zu sehen bekommen hatte
war genau das Gegenteil. Die Blutenfarbe wurde blasser, teilweise verschiwarddlig.
Nahezu gleichzeitig beobachteteCogoni ein &hnliches Phdnomen an Brotschimmel
pilzkulturen als edie Expressin einesEnzyns der Carotinsyntheseu verstarken versuchte

und es stattdesséhis t i | Ddr Begriff eldi RNAi wurde erstmals 1998 von Andrew Fire
und Craig Mellow am Modell vonCaenorhabditis elegangC. elegany gepréagt. Die
Arbeitsgruppe konnte dansateigen, dass eine zu einer endogenen mRNA homologe dsRNA,
die in eine Zelle eingebracht wird, zum Abbau der entsprechenden mRNA und damit zur
sequenzspezifischen Stilllegung des Gens fuhrt. Mittlerweile wurde dieses Ereignis bei

zahlreichen weiteren Orgsmen, von Trypanosomen bis hin zlebenden Maus
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reproduziertDerzeit betrachtet man die RNAlIs Teil eines Ubergeordneten R¥Aencing
Prozesses, dem eine fundamentale Rolle bei der zellularen Genregulation zugewiesen wird
(Hannon, 2002)Weiterhin gehtman davon aus, dass die RNAI einen Prozess zum Schutz des
Genoms vor der Invasion mobiler genetischer Elemente 2nBe viraler Nukleinsauren,
Transposons oder Transgendarstellt (Montgomery et al, 1998; Tabaraet al, 1999;
Waterhouset al, 2001)

Seit ihrer Entdeckungkommt die Methodik der RNAi im Forschungslabor
routinemaRig zur gezielten Inaktivierung von Germum Einsatz Studien Uber einen
Vergleich von RNAI mit der traditionelleantisense Strategiedeuten an, dass die RNAie
effektivere Methodést (Vickerset al, 2003)

Im Gegensatz zwiner dauerhaftersenunterbrechungdie durch denBegriff des
Knockoutsdargestelltwird, ist die Stilllegung des Gens ih der RNAi-Methodik transient,

man sprichhiervon einenkKnockdown.

2.5.2.2Mechanismus derRNA-Interferenz

Der Mechanismus der RNAI ist inzwischen teilwea#and von genetisahé\nalysen im
Pflanzensystem, aber auch @ elegansund Drosophila aufgeklart. As Schlisselenzym
wurdedie so geannte Dicer RNase lltentifiziert. Diese Nuklease spalteytoplasmatische
dsRNA in 21-23 nt lange Fragmenteelche die eigentlichen Effektoren der RNAI darstellen.
Sie werden alsshort interfering RNAs (SiRNA) bezeichet (Harfe et al, 2005) Eine
anschlieende Phosphorylierugy 5-Enden der siRNADuplexe fihrt zur Aufnahme dieser
in denRNA inducedsilencing complexRISC). RISC ist ein ProteiNuklease Komplex, der
mit Hilfe desantiserse- Strangs der siRNA Uber komplementare Basenpaarung an die
korrespondierende mRN&equenzerangefuhrt wird. Die Spaltung der ZreRNA erfolgt
endonukleolytisch in deMitte des von der siRNA Uberspannten Sequenzabschiitser
Abbau resiltiert in einer Reduktiorder Genexpressionnd damit in einer Stilllegunger

Expression des kodierten Proteins
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Dicer RNase llI
dsRNA
l Spaltung
19 nt- Duplex
- asass: ™
2 m s .
3 Ll 5 SIRNA
2 nt- Uberhang 2 nt- Uberhang
l mRNA “targeting’
RISC O
T SiRNA
' mMRNA
l mRNA-Abbau
mRNA
Degradation

Abb. 2.51: Mechanismus der RNAInterferenz

Die Genstilllegung findet entweder nthemisch synthetisiemesiRNAS statt oder
auchneuerdingsmit kurzen RNAs mit Haarschleifen, die von Plasmidder Virusbasierten
Vektoren aus exprimiert werden und durch RISC im Zytoplasma zu fuekeansiRNAs
prozessiert werderfHuppi et al, 2005) Obwohl die meistenUntersuchungerin vitro
durchgefuhrt wurden, berichten einige neuere Studien iibegivo Stilllegung von Genen
durch Injektion von synthetisch hergestellten siRNWgeCaffreyet al, 2002) Auch wurde
bereits die Expression der siRNAs von Plasmiden oder viralen Vektoren in Mausen
beschriebelfRubinsonret al, 2003)

Die RNAi-Methode eignet sicthervorragenddaflr, Gene stillzulegen, fir deren

Expressionsprodukte es keine spezifischen Hemmestoffe gibt, soBviér die PP2C

2.5.2.3Auswahl von geeigneter siRNASequenz

Die Auswahl der Targetsequenz fiur die RNAI ist von entscheidender Bedeutung fur den
Erfolg dieser MethodeDie siRNAs fur dieLPL wurden von der Firma MWGBIiotech,



84 Materialien und Methoden

EbersbergbezogenDasErstellender Sequenz erfolgtait demMWG siRNA design toaluf
der Website des Unternehmens (www.mimgtech.com) Hier wurden nach verschiedenen
Bewetungskriterien mehrerm Frage kommend8equenzbereiche der LPL aufgelistéine
gleichzeitige Uberpriifung der Gensequenzen in der Bl-B&&nbank beziglich
Interaktionen mit anderen Genesicherte die Spezifitat der sSiRNAs. Des Weiteren erstellte
dasProgramm eine grafische Darstellung der Zielsequenz der m(RNIA 2.5-2).

Als Sequenz fur LPL wurd®- CCA GAC UCC AAU GUC A1 3" ausgewahlt.
Diese vom Computerprogramm emgfiene Basenpaarung zeigteelf ungebundene
Nukleotide n der Sekundarstruktur und eine niednggative Bindungsenergiezas mit den
gangigen Empfehlungefiir die Auswahl effektiver siRNASequenzabschniti@ereinstimmt
(Schubertet al, 2005)(Abb. 2.5-2 links). Andere Bereiche der ZiehRNA, die z.B. einen

Hairpinbereich beinhalten, gehen mit einer
(rechts).
Eingesetzte Sequenz Nicht geégnete Sequenz
_A\At
T A~
U‘J‘sz\éié
aY-u
U- A -GG -G
HTa e i
" P,U\l{cﬁiii\uz I
A 5 d
hod paHET
G s

Abb. 2.5-2: Sekundarstruktur der siRNA-Ziel-mRNA von Lipoproteinlipase

Auf der linken Seite ist die Sekundarstruktur des Bereichs dernfRNA komplementér zur eingesetz
siRNA-Sequenz (eingekreiste Basen) dargestellt. Diese Region beinhaltet elf ungebundepadBasems
einer hohen Effizienz und Expressionsreduktion einher geht. Rechts sieht man eine ungeignete Verglei
mit einem Hairpinbereich (Haarnaeighnlich, Pfeile) und wenigen ungebundenen Basenpaaren. Dieser
der mRNA weist eine h@&hSpannungsenergie auf und ist fur die RNAI nicht empfehlenswert.

2.5.2.4Transfektion von siRNA in THP-1-Zellen

Die Transfektion der siRNAerfolgte mit dem kommeriell erhaltlichen Oligofectamirder
Firma Gibco (Eggensteinpie Effektivitat der Transfektiomvurde zundchst mitollstandig
ausdifferenzierte Makrophagen, 72 h nach Addition von PMAd bei einer Zelldichte von
10° pro @ 35 mm Schaleliberpriift Um Serumreste zu entfernenurden de adhérenten
Zellen mit OptiMEM gewaschenDanach erfolgte eine Inkubation der Zellen méing
Lésungvon Oligofectamin in OptiMEM (1Qul/ml) mit siRNA (150 pmol) OptiMEM ist ein
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Medium ohne Antibiotikazusétz diese konnen derSilencingMechanismus negativ
beeinflussenAnschliRend wurde diePL-Expression nach verschiedenen Zeitpunkten mittels
RT-PCR sowie Western Blotuntersucht Zu jede Probenentnahme/urden je eine siRNA
behandelte Zellgruppe sowie eikentrolle ohne siRNA analysiert. Dies war notwendig, da
die Expressioner LPL zeitlich nicht konstarwar.

Die Schadigungsversuclherfolgten imZeitfensterder maximalerLPL-Expressionn
sich differenzierendeHP-1-Zellen Ziel war esdie Proteinsyntbse in diesem Bereich zu
reduzieren. Daid Proteirexpressiorbereits nach 124 h nach PMAZugabe maximal war,
wurden zur Untersuchung der optimalen Transfektionszeit Ti#-1-Zellen entweder vor,
nach oder simultan mi tMercaptocha@olngtahgefectarnimnd P MA
siRNA behandeltHierflr wurden dieTHP-1-Zellenin der gleichen Art und Weiswie zuvor
beschriebensimultan mit SIRNA sowie PMA behandelach 12 und 24 h wurddie LPL-
Expression mittels Western Blot gemesdeie. Kontrolzellen wurden auf die gleieArt und

Weise mit Oligofectamitbehandelt, jedoch erfolgte hier kein siRiMAsatz.

2.6 Lipoproteine

2.6.1Gewinnung de Blutseren

Das Blut wurde gesunden ambulanten Patienten der Kardialigiking des
Universitatsklinikums Marbrg in S-Monovetten der Firma Sarstedt entnommeNach
30 min Gerinnungszeit b&T wurden die Proben bei 3000 g 15 min zentrifugiert und das

Blutserum im Uberstand bef@ gelagert.

2.6.2Trennung der Lipoproteinfraktionen

2.6.2.1Prinzip der Lipoproteintrennung mi ttels Ultrazentrifugation

Die Auftrennung der einzelnen Lipoproteinklassen erfolgte mittels sequentieller praparativer
Ultrazentrifugation. Das Prinzip dieser Methode beruht auf den unterschiedlichen
Sedimentations bzw. Fluktuationseigenschaften der véisdenen Blutserumbestandteile.

Die Serumlipoproteine, die im jeweiligen Zentrifugationsschritt eine geringere Dichte

besitzen als das Ubrigerum flottieren an der Oberflache und kdnnen so gewonnen werden.
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Die Dichte der Probewurdeim Anschluss an jezh Zentrifugationsschritt durch Zugabe
einer definierten Menge vowverschiedeneKBr-Losungen so variiert, dass schrittweise die
verschiedenen Lipoproteinklassen isoliert wer#tennten Bei allen Lipoproteinen wurden
die Lipidparameter gemesseBis zur Dialyse die die Fraktionen von KBr befreien sollte,
wurdensie unterinerterStickstofatmospharéei 4 C aufbewabhrt.

Zur Anwendungkam eine Ultrazentrifuge der Firma Beckmarkréfeld; Modell L8
55M) mit entspechendem RotorBeckmann Krefeld, Modell 503 TI bzw. 50.4 TI). Als
Probengefal3evurden die QuicksealZentrifugenréhrcher{Beckmann Krefeld) verwendet
Weiterhin kamdie entsprechende Schneidevorrichtunpé slicer Beckman Krefeld) zum
Einsatz. Die Zentrifugation erfolgtbei einer Temperatuvon 4°C unter Hochvakuum bei
49000rpm.

2.6.2.2VLDL

VLDL ist die Lipoproteinfraktion mit der geringsten Dichte ustals erstes isoliemvorden

Das Blutserum wurde mit einer Spritze und Kaniule in die entsprechenden
Zentrifugenrohrcheaus Kunsstoff (Beckmam, Krefeld) zu 5 ml aufgefillt und mit dentube
sealer(Beckmann Krefeld) luftdicht verschweil3t. Nach einer Fixierung der Probentuofie
spacern(Beckmann Krefeld) wurde 18 h bei obegenanntenBedingungen zentrifugiert.
Nach vorsichtiger Entnahme deiiRchen aus der Ultrazentrifug®nnte der Ubervom
Unterstand durch detube slicerabgetrenntdie flottierende VLDL-Fraktionisoliert und der
Unterstandzur Gewinnung der IDiFraktion eingesetaterden

2.6.2.3IDL

Der untere Teil des Zentrifugasus demSdritt zur VLDL-Gewinnungkonnte mit einer
Spritzennadel gesammelierden Zum Spilen der Réhrchen wurde eklechsalzlésungnit

einer Dichte von 1{@6 g/ml benutztund de Flissigkeitenn ein neues Zentrifugenréhrchen
pipettiert mit je 188,6 pl einer KBiL6ésung mit der Dichte von 1,35 g/ml aufgestockt und auf
5 ml aufgefllt. Dieser Schritt erhdhte die Dichte der Serumldésung auf 1,019 g/ml. Als
nachstes wurden die Rohrchewie bereits beschrieben versiegelt und in den Rotor
eingesetzt. Die Zentrifugatmsdauer betrug 18 h, dana@hmfolgte ebenfalls durch das
Schneidendas Abtrennen defflotierenden IDL-Fraktion Der Rest wurde zur LDL-

Gewinnungverwendet
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2.6.2.4LDL

Der Unterstand aus der IBZentrifugation wurde wie schon erwahntin newe
Zentrifugenréhrche Gberfuhrt und mit eineKBr-Losung mit einer Dichte vod,019 g/ml
gespult Die Erh6hung der Dichte auf 1,063 g/ml fir die Isolation der {Hbéktion erfolgte
durch Zugabe vKBnRLOSUR@er Biche IL,35a@/mnschlielend wurde mit
der Spiliésung auf 5 ml lumen aufgefillt und 24 ultrazentrifugiert. Wiederum wden
die Rohrchen mittels der Schneideapparatur durchtrennt, der Uberstand mit dErdkiibn

abgetrennt und dexerbleibende Teiflr die Isolation der HDEFraktionverwendet

2.6.2.5HDL

Im letzten Zentrifugationsschritt erfolgte die Trennurgy lDL-Fraktionvon Albumin und
anderen PlasmaproteineBer Unterstand wurdenit einer Spulldsungeiner Dichte von
1,063 g/ml gewascherund rach Uberfiihrag derunteren Fraktiorin einen Messyinder
Uberfuhrt Durch Nachspulung miKBr-Losung der Dichte 1,063 g/miurde das Volumen
auf einen definierten Wergebracht. Danach wurd€36 mg festesKBr pro ml zugegeben
und durch vorsichtiges Schutteln in Losung gebracht. Die Probe, die nun ielite on
1,21 g/ml hatte wurde wie oben beschriebenn Zentrifugenréhrchen utberfuhrt und
versiegelt Anschlie3end erfolgt die Ultrazentrifugation fir 48&. Nach diesem letzten
Zentrifugationtauf wurden die Rohrchenwie bereits beschrieben geschniten und die
flottierende HDLFraktion gesammelt. iB lipoproteindefiziente Restmengekonnte als

Negativkontrolleeingesetzt werden

2.6.3Dialyse der Lipoproteinfraktionen

Durch die notwendigenDichtevariationenmit KBr kommt es wahrend der praparativen
Ultrazentrifugation zu sehr holme Salzkonzentratioen in den Proben. Um diese
unphysiologischen Elektrolyte zu eliminierenurden die Lipoproteinfraktionedialysiert
Das Prinzip der Dialyse beruht auf einer semipermeablen Memiaianohen zwei Loésungen
durch die nur bestimmte Molekile wandern kénndfieine lonen und Wassetdnnen
diffundieren, die grol3en Partikel wie etwa Lipoproteikénnendie Poren der Membran
jedoch nicht passieren.Treibende Kraft bei diesem physikalischen Verfahren ist ein
Konzentratimsgeféalle zwischen den getrennten Losungen. Als Dialysat edieite
NH4HCOs-L6sung in der Konzentration von 0,01 Mie Proben wrden in Dialyseschlauche

(Spectra/Por; molecularporomsembrane tubing; MWC@molecular weight cut off6000
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8000; Durchmesserl4,6 mm(Firma SERVA, Heidelberg); eingefiillt, die mit Klemmen
verschlossenvurden. Eskamenjeweils 5 | der 0,0IM NH4HCOs-L6sung zur Dialyse von
vier Proben zum Einsatz. Die Dialygand fur 24 h unter standiger Durchmischung des
Dialysats mittels eies Magnetriihrers im Kihlraum beP@ statt. Die Dialyselésungvurde
sechs Tage langweils zweimal taglich gewechseltm ein stéandiges Konzentrationsgefalle
zu gewabhrleistenAnschlie3endvurden die Lipoproteinfraktionen mit Stickstoff begast und
bis zurVerwendung bei 4C aufbewahrt.

2.6.4Bestimmung der Lipidparameter in Lipoproteinfraktionen

FolgendeLipidparameter wurdemnit der entsprechenden Methoden der Abteilung fur

praventive Kardiologie arniversitatsklinikumMarburganalysiert

Parameter Methode
Cholesterol CHOD-PAP
Triglyceride GPOPAP
Apo B kinetische Nephelometrie
Apo A-l kinetischeNephelometrie

Abb. 2.6-1: Lipidparameter der Lipoproteinfraktionen und die benutzteMessnethode

Die Konzentréionenangaben der Lipoproteine in Experimenten wurden folgendermal3en

definiert

Lipoproteinklasse Konzentration bezogen auf
VLDL Triglyceride
LDL Apo B
HDL Apo A-|

Abb. 2.6-2: Konzentrationsbezug dereingesetztenLipoprotein klassen
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2.7 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgtetrdem Microsoft ExcelZusatzprogramm Winstat.

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichuri@.)(3us n Versuchen
angegeberBei homogenen Varianzen wurde die eii@d/arianzanalyse mit nachfolgendem
ANOVA und SchefféTest durchgefuhrtDie Signifikanziveausin den Diagrammersind

folgendermafen dargestellt:

Irrtumswabhrscheinlichkeit (p) Symbol

<0.05
<0.01
<0.001

Abb. 2.7-1: Signifikanzniveaus der eingesetzten Symbole



3 Ergebnisse

3.1 Expression vonPP2CU, PP2Ch und Bad in HUVECSs und
THP-1-Zellen

Die Proteinphosphatase 2C (PP2C) kann durch Fettsduren mit bestimmter Struktur in ihrer
Aktivitat stimuliert werden. Bad, das proapoptotische-Bélrotein ist Substrat der PP2C
und kann im dephosphorylierteu&and Apoptose auslos@tiumpp et al, 2002b; Hufnagel
et al, 2005) Zur Untersuchung der Rolle der Fettsaumduzierten Apoptose sollte

sichergestellt werden, dass di€seteine in HUVECs un@iHP-1-Zellenexprimiert werden

3.1.1Expression von PP2@und PP2(h

Der Nachweider PP2Clsoenzymeerfolgte mitgereinigte polyklonalen Antikérpem gegen
diese Enzymedie freundlicherweise von Frau Prddr. Klumpp zur Verfigung gestellt
wurden Man kann erkennendass beiddsoformenin HUVECs (A) sowie in THP-1-

Makrophagen (B) exprimiert werden(Abb. 3.1-1). Die Antikorper lieferten ein sehr

spezifisches Signal.

kDa
121 -
79 -

47 - PP2CU
- o

33 -

24 -

— U-Tubulin

Abb. 3.1-1: Expression von PP2CU undl-MaKeophagen i n HUVEC

Die Spezifitat der Antikérper wurde mit denmunoblotanalyss on PP2CU (45 kDa)
Zelllysat von HUVECs (A) und THR-Makrophagen (B) (72 h Differenzierung mit PMA) untersucht. E
Antikorper lieferten jeweils nur eine Bandelir die Darstellung der beiden Isoenzyme im Immunoblot wi
jeweils 9 pg Protein aufgetragen.

90
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3.1.2Expression von Bad

In friiheren Arbeiten konnte gezeigt werden, daas groapoptotisch&cl-2-Protein Bad
Substrat der PPA2QundP P 2 BtifKlumpp et al, 2003b) Eine Dephosphorylierung von Bad
durch Phosphatasen kaApoptose induziereZhu et al, 2005) Fur die Verifizierung der
Arbeitshypothese wurde die Expression des Proteins in HUVECs sowiielal-Zellen
untersucht. Hierzu wurde ein monoklonaler, kommerziell erhéltlicher Antikorper eingesetzt
(Abb. 3.1-2). Das Protein ist in HUVEC$A) und THP-1-Zellen (B und C) detektierbar
gewesenlinteressanterweise war die Expression des Proteins in Endothelzellen (A) deutlich
starker ausgepragt als in Monozyten (B) und Makrophagen (C).

Der Antikérper war sehr spezifisch und liefertreeeinzelne Bandealie Bad(23 kDa)

entsprach

kDa

121 -
79 -

47 -

33 -

24 - _— - <+—— Bad

20 -

- — com— <—D-Tubulin

Abb. 3.1-2: Expression von Bad in HUVECs und THR1-Zellen

Bad kann in HUVECs (A), THR-Monozyten B) sowie THR1-Makrophagen(72 h Differenzierung mit PM/
(C) nachgewiesen werden. Der Antikorper lieferte nur eine spezifische Bamdaufgetragenen Proteinmen
der Zelllysate betrugen jeweils 50 ug.

3.1.3Immun zytochemische Detektion voriPP2Ch und Bad
Die PP2C dephosphoryliedas proapoptotischdProtein Bad in vitro. Damit diese Proteine
miteinander interagieren kdnnen, mussenim gleichenZellkompartiment verfiigbar sein.
Fir den Kolokalisationsnachweisn HUVECs und THP1-Makrophagen (72 h

Differenzierung mit PMA)wurden spefische Antikdrpergegen diee Proteine verwendget
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die bereits im Western Blot getestet wurdéhbb. 3.1-1 und Abb. 3.1-2). Fur de
immunztochemischeAnalyse mussen sign unterschiedlichen Spezies hergesteltirden

sein Der polyklonale PP2& Ant i k°r per wurde aus dem Kani nc
Bad Antikdrper aus der Maus? P2 Cb u nwairen Bra dytosol beider Zellarten

kolokalisiert @bb. 3.1-3 undAbb. 3.1-4), somit ist eine Interaktion dieser Proteine méglich.

Abb. 3.1-3: Lokalisati on VvV O
HUVECs

Die immunzytochemische Expressionsdarstel
demonstriert die PP2CHD
im Zellkern (A), Bad ist ausschlief3lich im Zytosol
Zelle lokalisiert (B). Eine Uberlagerung bei
Aufnahmen (C) zeigt die Kolokalisation beid
Proteine. Die Negativkontrolle (D) wurde ohne
Erstantikdrperbehandlung aufgenommen und b
die Spezifitdt des sekundaren Antikorpers.

Abb. 3.1-4: Lokalisation v o0 n PP2CHbh L
THP-1-Makrophagen

PP2Ch (A) sowi e Bad (¢
Dies verdeutlicht die Uberlagerung beider Bilder
Als Negativkontrolle dient eine Probe ohne

Erstantikorperinkubation (D), sie belegt die Spez
des sekundiren Antikorpers.




