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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 täglich etwa 100 Milliarden Zellen in einem gesunden 

menschlichen Körper zugrunde gehen (Grimm, 2003). Sie werden von Nachbarzellen verdaut 

und durch neue Zellen ersetzt. Dieses natürliche Gleichgewicht ist für die Entwicklung und 

die Erhaltung des Organismus von äußerster Bedeutung. 

 Bereits 1842 hatte Vogt erkannt, dass der Zelltod physiologisch hervorgerufen werden 

kann, und 1885 beobachtete Flemming die Zellkernfragmentation. Die Relevanz dieses 

Prozesses wurde jedoch lange Zeit unterschätzt (Clarke und Clarke, 1996). Hinderlich war, 

dass das Absterben von Zellen im Körper sehr schnell geschieht und es somit entsprechend 

kompliziert ist dieses Phänomen nachzuweisen bzw. zu erforschen. Weiterhin ist es für viele 

Wissenschaftler schwer gewesen zu akzeptieren, dass lebende Zellen sich selbst umbringen 

könnten. Man ging davon aus, dass der Zelltod nur durch aktive Zellschädigungen von Außen 

auftreten würde. Erst im Jahre 1964 wurde von Lockshin und Williams der Begriff des 

programmierten Zelltodes verwendet (Lockshin und Williams, 1965) und 1972 durch Kerr 

mit Apoptose gekennzeichnet (Kerr et al., 1994). Der Terminus stammt aus dem Griechischen 

und bedeutet Ăfallende Blªtterñ, eine bildliche Assoziation f¿r den zum Leben gehºrenden 

Tod. 

 

1.1.1 Apoptose ï die Grundlagen 

Apoptose ist ein Prozess, bei dem ein Suizidstimulus zum gesteuerten Untergang der Zelle 

führt. Im Gegensatz dazu ist die Nekrose, griechisch ĂLeichnamñ, ein destruktives Ereignis, 

das nach einer exogenen Zellschädigung auftritt. Während der nekrotische Tod eher 

pathologischer Natur ist, bildet die Apoptose einen physiologisch bedeutungsvollen 

terminalen Differenzierungsprozess, ohne den eine Homöostase des Organismus nicht 

möglich wäre. Bereits in der Embryonalentwicklung kommt es zu einer Modellierung der 

verschiedenen Gewebe mit einem Auf- aber auch Abbau von Zellen. So bilden sich etwa 

Hautfalten zwischen den Fingern eines Embryos, die noch ein altes Relikt unserer Vorfahren 

aus dem Wasser sind, durch gezielte Apoptose zurück, um letztendlich die Form einer Hand 
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zu erlangen. Die Evolution zeigt, dass für das Hervorbringen des Lebens es einfacher ist, 

etwas Geschaffenes kontrolliert zu eliminieren, als es von vornerein komplett zu entwickeln. 

Weiterhin spielt die Apoptose eine wichtige Rolle bei der Verteidigung des Organismus. 

Dementsprechend werden etwa infizierte oder entartete Zellen gezielt durch das 

Immunsystem beseitigt. Durch dieses altruistische Verhalten wird der Gesamtorganismus vor 

Krankheiten geschützt (Griffin und Hardwick, 1997; Bantel und Schulze-Osthoff, 2003). 

 

1.1.2 Apoptose und Nekrose: Unterschiede der Morphologie 

Apoptose, auch programmierter Zelltod genannt, ist gekennzeichnet durch ein initiales 

Schrumpfen und Kondensieren des Zytoplasmavolumens, was zum Ablösen aus dem 

Gewebeverband führt. Durch den Verlust von Wasser aus dem Intrazellulärvolumen kommt 

es zu einer Verdichtung und Konzentrierung des Zellinhaltes. Jedoch bleiben 

Plasmamembranen und die einzelnen Zellorganellen intakt. Somit wird eine inflammatorische 

Antwort ausgeschlossen. Im späteren Verlauf kommt es durch Fragmentierung der 

Zytoskelettbestandteile zu einer weiteren Volumenreduktion und zu einem Ămembrane 

blebbingñ, jedoch zu keinem Verlust der Membranintegritªt (Kanduc et al., 2002). Im 

Gegensatz zur Nekrose ist die Apoptose ein aktiver Prozess, der eine hohe Energiemenge in 

Form von ATP benötigt (Skulachev, 2006). 

 Weiterhin kann man eine typische Zellkernschrumpfung beobachten, die mit einer 

Chromatinverdichtung einhergeht (Kanduc et al., 2002). In einem späteren Verlauf bewirken 

Endonukleasen eine spezifische Fragmentierung der DNA zwischen den Nukleosomen 

(Eastman, 1995; Nagata, 2000). Durch diesen Vorgang entstehen Bruchstücke, die jeweils 

200 Basenpaare (bp) bzw. ein Vielfaches davon lang sind. Diese zeigen nach einer 

elektrophoretischen Auftrennung ein für Apoptose typisches Muster, die DNA-Leiter (Shi, Y. 

F. et al., 1990). Schließlich kommt es ebenfalls zu einer Fragmentierung des Zellkerns und zu 

einem Zerfall der Zelle in sogenannte apoptotische Körperchen. Diese Zellbruchstücke, 

immer noch von einer intakten Membran umschlossen, können Teile des Chromatins, des 

endoplasmatischen Retikulums und sogar ganze Mitochondrien beinhalten. Die Umlagerung 

von Phosphatidylserin, einem Phospholipid, von der Membraninnen- auf die 

Membranaußenseite markiert diese Zelle für eine endozytotische Aufnahme durch 

Nachbarzellen und Makrophagen (Denecker et al., 2000). Somit wird eine apoptotische Zelle 

vollständig, ohne eine entzündliche Reaktion eliminiert und wiederverwertet (Savill und 

Fadok, 2000) (Abb. 1.1-1). 
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 Neben der Apoptose, kann man auch ein durch äußere Einflüsse ausgelöstes Konzept, 

das mit einem Mord der Zelle verglichen werden kann, beobachten; die Nekrose. Im 

Gegensatz zur Apoptose läuft die Nekrose passiv ohne Energieverbrauch ab und ist auch 

entsprechend weniger geordnet (Eguchi et al., 1997; Skulachev, 2006). Bei nekrotischen 

Zellen beobachtet man eher eine Volumenvergrößerung des Zytoplasmas, auch Onkose 

genannt (Andersson und Wang, 1998). Das Chromatin kondensiert in diesem Fall 

unregelmäßig und man erhält nach elektrophoretischer Auftrennung nur asymmetrische 

Bruchstückgrößen. Durch Überdehnung der Plasmamembran kommt es zu einer Schädigung 

dieser und zum Einstrom von extrazellulärem Wasser in die Zelle bzw. deren Zellorganellen. 

Schließlich löst das Anschwellen der Strukturen den Austritt des Zellinhalts aus, was eine 

lokale Entzündungsreaktion und Gewebeschädigung zur Folge hat. (Savill und Fadok, 2000) 

(Abb. 1.1-1). 

 

 

 

Eine derartig klare Unterscheidung des Zelltodes in Apoptose und Nekrose ist nach 

heutigen Erkenntnissen jedoch nur selten möglich. Sie stellen allenfalls Extremsituationen 

Apoptose Nekrose 

Induktion sphase 

Exekutionsphase 

Kern- 

kondensation 

āmembrane 

blebbingó 

Endphase 

Intakte 

Zellorganellen 

apoptotische 

Körperchen 

Onkose 

Kernschwellung 

Zerstörung der 

Organellenmembran 

Zelllyse mit 

Inflammation  

Phagozytose 

durch 

Makrophagen 

Schwellung  

der Organellen 

Zerstörung der 

Plasmamembran 

Abb. 1.1-1: Morphologie der Apoptose und der Nekrose 

Die Abbildung ist modifiziert nach Bohm et al., 2006. 
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dar, wobei die Wirklichkeit meistens Aspekte beider Zelltodesarten beinhaltet (Leist et al., 

1997; Nicotera und Melino, 2004; Fink und Cookson, 2005).  

 

1.1.3 Die Maschinerie der Apoptose 

Die moderne Wissenschaft beschäftigt sich schon seit geraumer Zeit mit der Aufklärung der 

Apoptose. Man hat eine Menge Erkenntnisse über den Zelltod gesammelt, doch werden 

beinah wöchentlich neue Proteine und Signalwege, die während des apoptotischen 

Zelluntergangs aktiv sind, publiziert. Wesentliche Komponenten bei der Ausführung der 

Apoptose sind u.a. spezielle Proteasen - die Caspasen, die Bcl-2-Familie, bestehend aus einer 

Gruppe von Regulatorproteinen, sowie die Mitochondrien der Zelle (Reed, 2000). Alle pro-

apoptotischen Moleküle sind in der lebenden Zelle zu finden. Sie sind jedoch entweder in 

einem inaktiven Zustand oder räumlich von ihrem Apoptose-auslösenden Wirkort getrennt. 

Dadurch scheint sich die Zelle vor einer zufälligen Induktion der Apoptose zu schützen. 

 

1.1.3.1 Die Caspasen 

Caspasen sind proteolytisch aktive Enzyme, die Bezeichnung wurde von Ăcysteinyl aspartate-

specific proteinaseñ abgeleitet. Diese hochspezifischen Proteasen sind die eigentlichen 

Exekutoren der Apoptose. In der Zelle liegen sie in inaktiver Form als Procaspasen vor. Erst 

nach einer Proteolyse werden sie aktiv (Thornberry und Lazebnik, 1998). Während der 

sogenannten Caspase-Kaskade können sich diese Enzyme gegenseitig aktivieren. Diese 

Reaktionskette scheint evolutionär konserviert zu sein (Nunez et al., 1998). Man unterteilt sie 

je nach ihrer Aktivierbarkeit und ihrem Substrat in Initiator- sowie Effektorcaspasen (Cohen, 

G. M., 1997).  

 Initiator-Procaspasen sind die Vorgänger der Initiatorcaspasen und stehen am Anfang 

der Caspase-Kaskade. Sie können auf zwei Wegen zu wirksamen Form aktiviert werden, 

durch äußere (extrinsische) sowie innere (intrinsische) Signale.  

Die Aktivierung der Enzyme über den extrinsischen Signalweg erfolgt über 

sogenannte Todesrezeptoren wie TRAIL, Fas oder TNFR1 (Sartorius et al., 2001). Diese 

membranständigen Proteine sind zu jeder Zeit an der Zelloberfläche vorhanden und 

trimerisieren nach einem Kontakt mit dem entsprechenden Liganden. Auf der Innenseite der 

Membran binden Adaptormoleküle, an die sich schließlich die Procaspasen-8 anlagern. Dieser 

Vorgang führt zu deren Aktivierung und Ablösung vom Rezeptorkomplex (Gupta, 2001). Die 

Initiator-Caspasen können nun nachgeschaltete Effektor-Caspasen proteolysieren, was die 
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Caspase-Kaskade in Gang bringt. Zu den weiteren Substraten der Caspase-8 gehört auch das 

pro-apoptotische Bid, dass zu tBid (truncated Bid) modifiziert wird und die proapoptotischen 

Faktoren Bak, Bad und Bax aktiviert. Dieser Vorgang führt wiederum zu einer verstärkten 

Aktivierungs-Rückschleife (Luo et al., 1998; Wood und Newcomb, 1999; Condorelli et al., 

2001; Wei et al., 2001) (Abb. 1.1-2).  

Der intrinsische Weg der Apoptoseinduktion beginnt mit der Ausbildung der 

Apoptosomen, die sich aufgrund eines mitochondrialen Membranzusammenbruchs bilden. 

Ein Apoptosom ist ein heptagonaler Komplex, der aus Apaf-1 (Apoptose-Protease-

Aktivierungsfaktor-1) Molekülen besteht. Das im Zytosol vorhandene inaktive Apaf-1 wird 

durch Smac (second mitochondrial activator of caspases), das aus Mitochondrien heraustritt, 

zur aktiven Form umgewandelt. Nach einer Anlagerung von Cytochrom c, das ebenfalls von 

Mitochondrien sezerniert wird, verändert sich die Konformation des Apaf-1, was zu einer 

Oligomerisierung führt (Benedict et al., 2000; Pop et al., 2006; Shi, Y., 2006; Bao und Shi, 

2007). Das nun aktive Apoptosom aktiviert die Initiator-Procaspase-9 zur Wirkform, die 

andere Effektor-Caspasen aktiviert (Guegan et al., 2001; Pop et al., 2006) (Abb. 1.1-2). 

 Die so in Gang gebrachte Caspasen-Kaskade ist von nun an nicht mehr aufzuhalten. 

Die aktivierten Effektor-Caspasen übernehmen die Ausführung des Todesprogramms, zu 

diesen zählen vor allem die Caspasen-3, -6 und -7 (Slee et 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 führt (Maravei et al., 1997; Enari et al., 1998; Moretti et al., 2002) 

(Samejima et al., 1999). Andere Substrate, wie etwa das Endonuklease-inaktivierende PARP 

(poly (ADP-ribose) polymerase), werden durch gezielte Spaltung ihrer zellschützenden 

Funktion beraubt (Simbulan-Rosenthal et al., 1999). Ähnlich verhält es sich mit ICAD 

(inhibitor of caspase-activated DNase), dieses Protein wird von Caspasen gespalten und kann 

danach nicht mehr CAD (caspase-activated DNase) inhibieren. Somit führt der Vorgang 

ebenfalls zur Degradation der DNA (Nagata, 2000). Die anderen Caspasen übernehmen vor 

allem vermittelnde Wirkungen innerhalb der Kaskade (Widmann et al., 1998) (Abb. 1.1-2). 
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Legende: 

  :  Hauptwege der Apoptose  :  Caspase 

  :  fördert/aktiviert   :  Procaspase 

  :  hemmt/inaktiviert   :  Caspasen-Nummer 

ER :  endoplasmatisches  

   Retikulum  . 

(Für eine genaue Beschreibung der Abbildung siehe Kapitel 1.1.3.)  
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Abb. 1.1-2: Schematische Darstellung der Apoptosemechanismen 
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1.1.3.2 Die Mitochondrien  

Die Kraftwerke der Zelle spielen bei der intrinsischen Apoptoseinduktion eine entscheidende 

Rolle. Sie können selbstständig oder aufgrund einer Porenbildung durch proapoptotische 

Proteine der Bcl-2-Familie, wie z.B. tBid, Bak und Bax, den Zelltod bewirken (Kroemer und 

Reed, 2000). Durch verschiedene Toxine, reaktive Sauerstoffspezies, Strahlung oder 

Energiedysbalancen kann die mitochondriale Membranintegrität gestört werden, was zu 

einem auswärtigen Strom von bestimmten Apoptose-auslösenden Proteinen ins Zytosol 

führen kann. Zu diesen zählen neben den schon beschriebenen Cytochrom c und Smac, die 

das Apoptosom ausbilden und die Caspasen-Kaskade aktivieren, die Endonuklease G und der 

Apoptose induzierende Faktor (AIF). Die beiden Letztgenannten sind an der Spaltung des 

Chromatins beteiligt (Eastman, 1995; Daugas et al., 2000), wobei AIF zusätzlich die 

Translokation von Phosphatidylserin von der Innen- auf die Außenseite der Plasmamembran 

bewirkt und demgemäß, wie bereits erwähnt, die Zelle nach außen für das Immunsystem 

Ămarkiertñ (Susin et al., 1999) (Abb. 1.1-2). 

 

1.1.3.3 Die Bcl-2-Familie 

Bis heute sind 25 Gene, dieser immer noch mit Rätseln behafteten Genfamilie, bekannt 

(Gross, 2005). Das als Onkogen identifizierte Bcl-2-Protein wurde 1988 im B-Zelllymphom 

entdeckt, daher der Name (Reed et al., 1988). Neben Bcl-XL ist es ein permanent aktiver 

antiapoptotischer Faktor. Beide sind an der Regulation von mitochondrialen sowie 

sarkoplasmatischen Kanälen beteiligt (Kim, R., 2005). Prinzipiell lassen sich die Bcl-2-

Familienmitglieder in zwei Gruppen unterteilen, in die pro- und die antiapoptotisch 

wirksamen Proteine. 

Zur antiapoptotischen Fraktion gehören neben den erwähnten Bcl-2 und Bcl-XL noch 

drei andere Vertreter, Bcl-w, Mcl-1 sowie A1. Zu den proapoptotischen Mitgliedern zählen 

Bax, Bak, Bok, Bcl-XS, Bid, Bik/Nbk, Bim, Krk und Mtb (Antonsson und Martinou, 2000) 

(Abb. 1.1-3).  

Zwar kann diese Differenzierung in Ăgutñ und Ăbºseñ aufgrund der Wirksamkeit 

erfolgen, eine Verwandtschaft der einzelnen Mitglieder ist aufgrund einer niedrigen 

Aminosäurensequenz-Homologie auf den ersten Blick nicht einfach ersichtlich. Es gibt jedoch 

vier spezifische Regionen, sogenannte Bcl-2 homologe Domänen (BH-domains), welche 

durchaus bei den Mitgliedern der Proteinfamilie konserviert vorliegen (Farrow und Brown, 

1996; Kelekar und Thompson, 1998) (Abb. 1.1-4).  
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Alle Mitglieder der Bcl-2-Familie haben mindestens eine dieser Domänen, einige 

weisen zusätzlich eine Transmembrandomäne auf, mit der sie an Membranen binden können 

(Hsu und Hsueh, 2000). Diese Bereiche bestimmen das gegenseitige Interaktionspotential 

zwischen den einzelnen Vertretern der Familie. Die BH1- und BH2-Domänen sind für die 

Interaktion der antiapoptotischen Faktoren Bcl-2 und Bcl-XL mit Bax verantwortlich (Yin et 

al., 1994). Die N-terminale BH4-Domäne findet man nur bei antiapoptotischen Vertretern der 

Bcl-2-Familie, welche für die Bindung an Apoptose-induzierende Faktoren verantwortlich 

gemacht wird (Huang et al., 1998) (Abb. 1.1-4). 

Dagegen können die proapoptotischen Proteine weiterhin in zwei Gruppen unterteilt 

werden. Zur ersten zählen die Proteine der sog. BH3 only-Untergruppe, zur anderen die 

Proteine mit einer ĂMultidomªneñ, die zur Bax-Subfamilie gehören (Antonsson und 

Martinou, 2000). Dementsprechend sind diese Mitglieder wie z.B. Bax, Bak und Bok, an der 

Mitochondrienmembran aktiv. Hier können sie, meist nach einer Oligomerisierung, Poren 

bilden und somit Cytochrom c und andere Apoptose-fördernde Substanzen freisetzen (Green 

und Reed, 1998; Shimizu et al., 1999; Antonsson, 2001; Wei et al., 2001). Dagegen scheint 

die BH3-Domäne eine Rolle bei der Heterodimerisierung mit anderen, sowohl pro- wie auch 

antiapoptotischen Bcl-2-Proteinen zu spielen (Zha et al., 1997; Hinds et al., 2007) (Abb. 

1.1-2. und Abb. 1.1-4). 

  

Antiapoptotisch Proapoptotisch 

 Bax 

 Bak 

Bcl-2 Bok 

Bcl-XL Bcl-XS 

Bcl-w Bad 

Mcl-1 Bid 

A1 Bik/Nbk 

 Bim 

 Krk 

 Mtd 

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



Einleitung  9 

 

 

 

 

 

 

 So kann zusammengefasst werden, dass das Gleichgewicht zwischen den pro- und 

antiapoptotischen Bcl-2-Familienmitgliedern über Tod und Leben entscheidet. Liegt das 

Verhältnis auf der Seite der antiapoptotischen Gruppe, dann sind entsprechend die 

proapoptotischen Vertreter als Heterodimere gebunden. Sie sind somit nicht in der Lage die 

Integrität der Mitochondrien zu stören. Infolgedessen kann keine Freisetzung von Cytochrom 

c und anderen Faktoren aus den ĂKraftwerkenñ erfolgen und die Zelle ¿berlebt. Das 

beschriebene Gleichgewicht der pro- und antiapoptotischen Bcl-2-Mitglieder kann die Zelle 

u.a. durch Expressionsänderung oder durch Phosphorylierung dieser Proteine gezielt 

beeinflussen (Hsu und Hsueh, 2000). 

 

1.1.3.4 Weitere Apoptoseauslöser 

Die Maschinerie der Apoptose kann aber nicht nur über eine Aktivierung der Todesrezeptoren 

oder über die mitochondriale Membrandysfunktion erfolgen, es sind noch weitere Faktoren 

bekannt, welche zum programmierten Zelltod führen können. 

 Stress des endoplasmatischen Retikulums führt zu einer Dysregulation der Ca
2+

- 

Homöostase (Wang, H. G. et al., 1999; Ferrari et al., 2002; Pinton und Rizzuto, 2006) und zu 

einer Aktivierung der dort gegenwärtigen Procaspasen zu Caspasen, was schließlich zum 

Zelluntergang führt (Breckenridge et al., 2003; Jimbo et al., 2003) (Abb. 1.1-2). 

Antiapoptotisch Proteine: 

Proapoptotische Kanal-bildende Proteine: 

Proapoptotische Liganden: 

Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, 

Mcl -1, A1 

Bax, Bak, Bok 

Bik, Bim, Nix, Noxa, 

Bad, Bid 

Abb. 1.1-4: Einteilung der Bcl-2-Proteine  

TM: Transmembrandomäne 

Die Abbildung ist modiziert nach Hsu und Hsueh, 2000. 
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 Auch können Mutationsdefekte im Nukleus der Zelle den Tod initiieren. Das Gen für 

den Tumorsupressor p53 wird bei einer auftretenden DNA-Schädigung aktiviert. Dieser 

Transkriptionsfaktor führt zu einer Neusynthese proapoptotischer Faktoren wie Apaf-1, Bax 

und Procaspase-6 sowie zu einer Transkriptionshemmung von antiapoptotischen Faktoren wie 

Bcl-2, Bcl-XL und IAP (inhibitor of apoptosis protein) (Lane, 1992; Cregan et al., 1999; 

Marchenko et al., 2000; Sheikh und Fornace, 2000; Gupta et al., 2001) (Abb. 1.1-2).  

 Eine weitere Möglichkeit die Apoptose auszulösen, ist die Ausschüttung von Granzym 

B, einer Serinprotease. Durch diesen Vorgang können zytotoxische T-Lymphozyten in den 

anvisierten Zellen gezielt Apoptose induzieren (Smyth et al., 1996; Lord et al., 2003). Diese 

Enzyme greifen direkt durch Aktivierung der Procaspase-3 und Procaspase-7 in die Caspase-

Kaskade ein (Miller, 1997; Pham und Ley, 1997). Der beschriebene Mechanismus ist eine 

äußerst wirksame und elegante Methode des Immunsystems den Organismus von 

unerwünschten oder infizierten Zellen zu befreien (Trapani und Sutton, 2003). 

Apoptose von Zellen im Organismus ist also ein sehr fein gesteuerter Mechanismus, 

welcher ein komplexes Wechselspiel von pro- wie antiapoptotischen Genen voraussetzt. 

Wenn die Feinmechanik der Zellproliferation oder Apoptose nicht funktioniert, entstehen 

Störungen in der Gewebehomöostase und somit bestimmte Krankheitsbilder. 

 

1.1.4 Krankheiten und Apoptose  

Es gibt Schätzungen, dass mehr als die Hälfte der Erkrankungen, die nicht therapiert werden 

können, auf einem Missverhältnis zwischen Apoptose und Proliferation beruhen (Rudin und 

Thompson, 1997) (Abb. 1.1-5). 

So findet man bei neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer und 

Morbus Parkinson eine erhöhte Apoptoserate von Neuronen in bestimmten Hirnregionen vor. 

Während beim Morbus Parkinson dopaminerge Neurone in der Substantia Nigra Zugrunde 

gehen, beruht die Alzheimerdemenz auf einer Großhirnrindenatrophie (Tatton et al., 2003; 

Alberghina und Colangelo, 2006). Ischämische Erkrankungen wie Koronarsklerose, 

Herzinfarkt und Schlaganfall führen aufgrund einer Minderversorgung des Gewebes mit 

lebenswichtigen Nährstoffen und Sauerstoff zum apoptotischen Zelltod (MacManus und 

Linnik, 1997; Ferrer, 2006). Dementsprechend sind auch bestimmte Herzmuskelerkrankungen 

mit einer erhöhten Zellapoptoserate assoziert (Reeve et al., 2005; Gonzalez et al., 2006). Ein 

Missverhältnis mit einem Überwiegen der Apoptose- im Vergleich zur Zellteilungsrate ist 

weiterhin bei HIV (human immunodeficiency virus)-Infektionen bzw. AIDS (acquired 

immunodeficiency syndrome), Hepatiden und Atherosklerose nachgewiesen (Dimmeler et al., 



Einleitung  11 

 

1998; Boyle, 1999; Rossig et al., 2001; Phenix et al., 2002; Bantel und Schulze-Osthoff, 

2003; Kutuk und Basaga, 2006) (Abb. 1.1-5). 

 

 

 

 

 Dagegen bekämpfen Onkologen die hyperplasierenden Erkrankungen, welche auf eine 

verminderte Apoptoseinduktion zurückzuführen sind (Fesik, 2005; Meng et al., 2006). Die 

unkontrollierte Proliferation der erkrankten Zellen führt zum Invasionswachstum und zur 

Metastasierung. Die Ursachen für die mangelnde Fähigkeit Zelltod auszulösen sind durch 

Fehlregulationen in der Apoptosemaschinerie zu finden. Man beobachtet z.B. in Tumoren 

Expressionserhöhungen von antiapoptotischen Bcl-2-Familienmitgliedern wie Bcl-2 und Bcl-

XL. Auch Defekte der Caspase-3 oder Mutationen in Genen von Todesrezeptoren können mit 

Krebserkrankungen assoziiert werden. Zur Manipulation der Apoptoseinduktion sind u.a. 

viele virale Krankheitserreger in der Lage. So können Epstein-Barr-Viren die Expression der 

zellulären Bcl-2-Proteine verändern (Kim, L. H. et al., 2004). Der Tumorsupressor p53 kann 

durch Hepatitisviren gehemmt werden (Kew, 1997; Feitelson, 1998). Weiterhin wird 

vermutet, dass fast alle Autoimmunerkrankungen mit einer reduzierten Apoptoserate 

einhergehen (Akdis et al., 2004; Fadeel und Orrenius, 2005) (Abb. 1.1-5). 

 Obwohl die moderne Wissenschaft heutzutage schon ein enormes Wissen über den 

Zelltod gesammelt hat, lassen sich die oben genannten pathologischen Zustände leider nur zu 

einem geringen Anteil kausal therapieren. Die Grundlagenforschung ist weiterhin verpflichtet 

Assoziert mit erhöhter Apoptoserate Assoziert mit erniedrigter  Apoptoserate 

Morbus Alzheimer  

Morbus Parkinson  

AIDS Krebs 

Ischämische Erkrankungen Autoimmunerkrankungen 

Diabetes mellitus Virusinfektionen 

Atherosklerose  

Hepatiden  

Abb. 1.1-5: Erkrankungen, die mit einer Fehlregulation des apoptotischen Zelltodes verbunden sind 
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die gewaltige Maschinerie des Zelltodes aufzuklären, damit bald Heilmittel gegen diese 

Erkrankungen entwickelt werden können. 

 

 

 

1.2 Reversible Phosphorylierung 

Die reversible Proteinphosphorylierung ist einer der wichtigsten Mechanismen zur Regulation 

von zellulären Vorgängen. Edmond H. Fischer und Edwin G. Krebs haben in den 50er Jahren 

des letzten Jahrhunderts als Erste dieses Phänomen entdeckt (Krebs et al., 1959). Für diese 

sensationelle Forschung wurden beide Wissenschaftler 1992 mit dem Nobelpreis geehrt. 

 

1.2.1 Proteinkinasen und Phosphatasen 

Bis heute weiß man, dass das menschliche Genom etwa 500 Proteinkinasen und ca. 150 

Proteinphosphatasen kodiert (Cohen, P., 2001). Das Hauptaugenmerk der Wissenschaft war 

lange Zeit auf den scheinbar dominant vertretenden Kinasen, welche eine Phosphatgruppe des 

ATPs bzw. GTPs auf Proteine übertragen können, gerichtet. Die funktionellen Gegenspieler, 

die Phosphatasen, welche das kovalent gebundene Phosphat wieder hydrolysieren können, 

wurden dagegen vernachlässigt (Cohen, P. und Cohen, 1989; Hunter, 1995) (Abb. 1.2-1).  

Es schien, nicht nur durch ihre zahlenmäßige Überlegenheit, dass die Kinasen 

spezifischer reagieren als ihre Gegenspieler. Heute weiß man jedoch, dass diese Ansicht nicht 

richtig ist. Phosphatasen sind wichtige spezifisch und differenziert agierende Regulatoren, die 

durch Dephosphorylierung bedeutsame Signalwege an- und abschalten können (Herzig und 

Neumann, 2000; Dombradi et al., 2002). 

Bei der reversiblen Phosphorylierung werden gammaständige Phosphatgruppen des 

energiereichen ATPs bzw. GTPs kovalent auf eine bestimmte Aminosäure eines Proteins 

übertragen, welches aufgrund der gebundenen geladenen Gruppe seine Konformation und 

dadurch seine Eigenschaften verändert (Canagarajah et 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 Phosphatgruppe des energiereichen ATP-Moleküls auf bestimmte 

Aminosäuren eines Proteins zu übertragen, welches dadurch seine Konformation verändert. Phosphatasen 

können das kovalent gebundene Phosphat wieder hydrolytisch abspalten, was die ursprüngliche 

Proteinkonformation wieder herstellt. 
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Etwa 30% aller humanen Proteine beinhalten molekular gebundenes Phosphat, die 

meisten weisen multiple Phosphorylierungsstellen auf (Cohen, P., 2000b). Der 

Phosphorylierungsgrad eines Proteins hängt davon ab wie das Gleichgewicht zwischen 

Proteinkinasen und Proteinphosphatasen ist (Abb. 1.2-1). Beide Enzymklassen werden selbst 

ebenfalls durch den Mechanismus der reversiblen Phosphorylierung weiter reguliert und 

kontrolliert (Dombradi et al., 2002). 

 Die reversible Phosphorylierung spielt bei fast allen physiologischen zellulären 

Prozessen eine entscheidende Rolle. So werden etwa die hormonelle Sekretion (Weigel, 

1996), Mitose und Meiose (Nigg et al., 1996; Brar et al., 2006), Energiestoffwechsel (Fueger, 

2005), Signaltransduktion in der Zelle (Graves und Krebs, 1999), Transkription von Genen 

(Holmberg et al., 2002; Kobor und Greenblatt, 2002) sowie der apoptotische Zelltod durch 

Kinasen bzw. Phosphatasen reguliert und dirigiert (Gjertsen und Doskeland, 1995; Ruvolo et 

al., 2001; Wada und Penninger, 2004; Klumpp et al., 2006). 
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 Folgendermaßen rufen bereits minimale Dysbalancen des Protein-

phosphorylierungsgrades infolge des gestörten Verhältnisses von Kinasen zu Phosphatasen 

funktionelle Störungen im Organismus hervor. Eine exzessive Phosphorylierungsrate ist oft 

Ursache von pathologischen Zuständen wie Krebs, Diabetes mellitus sowie ischämischen und 

chronisch inflammatorischen Erkrankungen. Es deutet sich an, dass bei diesen Krankheiten 

der Einsatz von spezifischen Proteinkinase-Inhibitoren vielversprechend sein könnte (Cohen, 

P., 2001). Zurzeit befinden sich mehr als 30 Kinasehemmstoffe entweder in klinischen Phasen 

oder sind bereits als Arzneistoffe zugelassen (Fabian et al., 2005).  

 Weiterhin ist bekannt, dass viele Toxine und Pathogene gezielt die Phosphorylierung 

von Proteinen im Organismus verändern. Beispielsweise ist der wichtigste Virulenzfaktor des 

Beulenpesterregers Yersinia pestis, der im Mittelalter etwa 25% der Weltbevölkerung das 

Leben gekostet hat, eine Tyrosinphosphatase, die in der Zielzelle unkontrollierte 

Dephosphorylierungsreaktionen verursacht (Bliska, 1995). Okadainsäure, ein auf viele 

Phosphatasen inhibierend wirksamer Inhaltsstoff der marinen Dinoflagellaten, ruft sehr häufig 

Intoxikationen nach Verzehr von Meeresfrüchten hervor (Cohen, P. et al., 1990; Klumpp et 

al., 1990). Ferner ist bekannt, dass das in Cyanobakterien vorkommende Heptapeptid 

Microcystin aufgrund einer hemmenden Wirkung auf Proteinphosphatasen 1 und 2A eine 

ausgeprägte Hepato- und Neurotoxizität besitzt. Bereits in niedrigen Konzentrationen kann es 

Leberkarzinome hervorrufen (MacKintosh et al., 1990; Gehringer, 2004). 

 

1.2.2 Die Einteilung der Proteinphosphatasen 

Die Enzymfamilie der Proteinphosphatasen wird in zwei Gruppen unterteilt, je nachdem ob 

sie das an Sauerstoff (O-Phosphatasen) oder das an Stickstoff (N-Phosphatasen) gebundene 

Phosphat abspalten können (Abb. 1.2-2). Man findet Phosphatester an Serin-, Threonin- und 

Tyrosinresten, dagegen können Phosphorsäureamide an Histidin, Arginin und Lysin gebunden 

werden. 

 Die O-Phosphatasen sind in drei Großfamilien unterteilt. Die Serin/Threonin-

Phophatasen wurden als erste identifiziert und erst später in die Familien der 

Phosphoproteinphosphatasen (PPP) bzw. die magnesiumabhängigen Proteinphosphatasen 

(PPM) differenziert (Abb. 1.2-2). 

Zur PPP-Familie zählen die Proteinphosphatase 1 (PP1), die Proteinphosphatase 2A 

(PP2A) und die Proteinphosphatase 2B (PP2B). Sie haben im Gegensatz zu anderen Enzymen 

in vitro eine relativ hohe Substratspezifität, weshalb die Einteilung dieser Subfamilie je nach 

Verhalten in Bezug auf Inhibitoren und Aktivatoren erfolgte (Ingebritsen und Cohen, 1983b; 
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Cohen, P. und Cohen, 1989). So können die Mitglieder der PP1-Gruppe sehr spezifisch die  

ɓ-Untereinheit der Glykogen-Phosphorylase-Kinase dephosphorylieren. Gleichzeitig werden 

sie durch zwei hitzestabile Proteine (I-1 und I-2) im nanomolaren Bereich gehemmt. Dagegen 

erfolgt mit diesen Inhibitoren keine Hemmung der PP2-Enzyme. Diese im Gegensatz, sind 

aber in der Lage die Ŭ-Untereinheit der Glykogen-Phosphorylase-Kinase zu 

dephosphorylieren (Cohen, P. und Cohen, 1989). Weiterhin ergänzen die Proteinphosphatasen 

PP4, PP5, PP6 und die PP7 die PPP-Großfamilie. 

 

Proteinphosphatasen 

O-Proteinphosphatasen 

(Phosphorsäureester) 

N-Proteinphosphatasen 

(Phosphorsäureamide) 

Serin/Threonin Tyrosin Histidin 

PPP: PP1 

PP2A 

PP2B 

PP4 

PP5 

PP6 

PP7  

PTP: 

 

zytosolische 

transmembranäre 

dualspezifische 

PHP 

PPM: PP2C 

Pyruvatdehydrogenase- 

Phosphatase 

Abb. 1.2-2: Einteilung der Proteinphosphatasen 

Abkürzungen: 

PPP:  Phosphoproteinphosphatasen   PPM:  magnesiumabhängige Proteinphosphatasen 

PTP: Proteintyrosinphosphatasen   PHP:  Proteinhistidinphosphatase 

 

 

Die PP2-Familie kann aufgrund ihrer Kationenabhängigkeit klassifiziert werden. So 

sind die PP2A-Mitglieder ähnlich wie die Vertreter der PP1-Gruppe nicht von Metallionen 

abhängig. Dagegen bedarf die Gruppe der PP2B (Calcineurin) einer Anwesenheit von 

Calciumionen (Cohen, P. und Cohen, 1989; Barford, 1996). Die Gruppe der PP2C ist 

indessen nur in Gegenwart von Magnesiumionen aktiv, weswegen sie auch zur PPM-Familie 

gezählt wird. Hierzu gehört auch die Pyruvatdehydrogenase-Phosphatase (Cohen, P., 1994).  
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Alle Serin/Threonin-Phosphatasen zeigen weiterhin auch ein unterschiedliches 

Verhalten gegenüber Okadainsäure. Während die PP2A schon bei geringsten Konzentrationen 

(IC50=1 nM) gehemmt wird, ist die Menge des Inhibitors für die Hemmung der PP1 deutlich 

höher (IC50=10-15 nM). Die PP2B ist noch resistenter gegenüber Okadainsäure während die 

PP2C-Aktivität durch Okadainsäure überhaupt nicht beeinflusst wird (Cohen, P. und Cohen, 

1989; Cohen, P. et al., 1989). 

Die dritte Großfamilie der O-Proteinphosphatasen bilden die in den 80er Jahren 

entdeckten Proteintyrosinphosphatasen (PTP). Sie werden in drei Gruppen eingeteilt: in 

transmembrane, zytosolische und dualspezifische PTPs. Für ihre Aktivität benötigen sie im 

Gegensatz zu Serin/Threonin-Phosphatasen keine Metallionen. 

Es war seit langem bekannt, dass Prokaryoten Phosphatasen besitzen, die auch 

Stickstoff-gebundenes Phosphat abspalten können. Lange Zeit ging man davon aus, dass in 

Eukaryoten solche Enzyme nicht vorhanden sind. Im Jahre 2002 identifizierten der 

Arbeitskreis von Frau Prof. Dr. Klumpp sowie eine schwedische Gruppe unabhängig von 

einander die Präsenz einer bis dahin unbekannten Enzymklasse im Säuger, den ersten 

Vertreter der Proteinhistidinphosphatasen (Klumpp et al., 2002a) und (Ek et al., 2002). Dieses 

Enzym zeigt keine Verwandtschaft bezüglich der Sequenzhomologie zu  

O-Proteinphosphatasen und scheint eine wichtige Rolle im Energie- und Neurotransmitter-

stoffwechsel zu spielen (Klumpp et al., 2002a; Klumpp et al., 2003a; Mäurer et al., 2005). 

 

1.2.3 Die Proteinphosphatase 2C 

Die Proteinphosphatase 2C gehört, wie schon erwähnt, zur PPM-Großfamilie der 

Serin/Threonin-Phosphatasen. Calcium kann die enzymatische Aktivität hemmen, jedoch sind 

die notwendigen Konzentrationen unphysiologisch hoch (Pato und Kerc, 1991; Wang, Y. et 

al., 1995). Diese Hemmung scheint kompetetiver Art zu sein, da steigende 

Magnesiumkonzentrationen diese aufheben. Derzeit ist kein spezifischer Inhibitor der PP2C 

bekannt. Gängige Phosphatasehemmer wie Okadainsäure, Tautomycin als auch Microcystin 

beeinflussen ihre Aktivität nicht. Infolgedessen war die Untersuchung der physiologischen 

Rolle der PP2C lange Zeit eingeschränkt. Die einzige Möglichkeit die Funktion dieser 

Enzymfamilie zu untersuchen, bestand in der Herunterregulation des Enzyms. Da Knockout-

Tiere nicht überlebensfähig sind, musste mit der Methodik der RNA-Interferenz (RNAi) das 

Enzym in seiner Expression gehemmt werden. Mit Hilfe dieses Mechanismus der 

spezifischen Genstilllegung ist es mehreren Arbeitskreisen gelungen, die Expression der 
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PP2C herunter zu regulieren und dadurch die Funktion des Enzyms zu untersuchen (Prajapati 

et al., 2004; Schwarz et al., 2006).  

Die urspr¿nglich aus der Rattenleber isolierte Ŭ-Isoform der PP2C wurde zunächst 

aufgrund der Substratspezifität in die PPP-Familie eingeordnet und als Proteinphosphatase 1A 

bezeichnet (Kikuchi et al., 1977; Hiraga et al., 1981). Erst mehrere Jahre nach der 

Entdeckung des Enzyms wurde aufgrund von Sequenzvergleichsanalysen festgestellt, dass die 

neuen Phosphatasen nicht mit den Mitgliedern der PPP-Familie verwandt sind, sondern eine 

eigenständige Phosphatasefamilie darstellen (Das, A. K. et al., 1996). Elf konservierte Motive 

konnten in eukaryotischen PP2C-Isoformen identifiziert werden (Bork et al., 1996) und es 

sind bereits zwölf PP2C-Isoformen bekannt (Komaki et al., 2003; Dworak, 2006; Klumpp et 

al., 2006; Tamura et al., 2006) (Abb. 1.2-3).  

 

Isoform:  Lokalisation: Referenzen: 

PP2CŬ ubiquitär (Mann et al., 1992; Takekawa et al., 

1998) 

PP2Cɓ ubiquitär (Kato et al., 1995; Marley et al., 1998; 

Seroussi et al., 2001) 

PP2Cɔ/FIN13 ubiquitär (Guthridge et al., 1997) 

PP2Cŭ/ILKAP ubiquitär (Leung-Hagesteijn et al., 2001) 

PP2CŮ Gehirn, Herz, Hoden (Li, M. G. et al., 2003) 

PP2Cɕ ubiquitär (Kashiwaba et al., 2003) 

PP2Cɖ Hoden (Komaki et al., 2003) 

Wip1  (Fiscella et al., 1997) 

CaMKP/hFEM2/POPX2 ubiquitär (Koh et al., 2002) 

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

NERPP-2C Gehirn (Labes et al., 1998) 

PHLPP1 ubiquitär (Gao et al., 2005) 

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

 

PP2CŬ und PP2Cɓ, die ersten untersuchten Isoformen, sind unter den Spezies Mensch, 

Ratte und Kaninchen hoch konserviert (> 90%) und ubiquitär lokalisiert. Die humanen 

Isoformen haben eine Sequenzidentität von 75%, weisen jeweils eine molare Masse von 42 

bzw. 45 kDa auf und stellen die am besten untersuchten sowie charakterisierten Mitglieder 

der PP2C-Isoenzyme dar (Mann et al., 1992; Wenk et al., 1992). Von der PP2CŬ konnten 

zwei und von der PP2Cɓ sogar sechs unterschiedliche SpleiÇvarianten identifiziert werden 
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(Mann et al., 1992; Terasawa et al., 1993; Takekawa et al., 1998; Seroussi et al., 2001). 

Sowohl von der Ŭ- wie auch von der ɓ-Isoform der PP2C wurden, durch Kristallisation 

gewonnene, räumliche Strukturen aufgenommen (Das, A. K. et al., 1996; Dworak, 2006) 

(Abb. 1.2-4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Enzyme der PP2C-Familie weisen ein breites Spektrum an Substraten auf. Es 

wurden bereits über 40 verschiedene identifiziert (Klumpp et al., 2006). Diese Isoenzyme 

spielen im Kohlenhydrat- (Glycogen-synthase/phosphorylase), Hormon- (HSL, PR), 

Neurotransmitter- (DARP-32, mGluR3), Lipidstoffwechsel (AMPK, HMG-CoA-Reduktase), 

an der Regulation von Ionenkanälen (Ca
2+

-Kanäle, CFTR), Steuerung verschiedener 

Signalwege (MKKs 3b/4/6/7, PKB, PKC) sowie in der Apoptose (ARC, Bad, Ask1, p53) eine 

wichtige Rolle (Abb. 1.2-5). 

  

Phosphatgruppe 

Mn 
Mn 

N 

C 

Abb. 1.2-4: Struktur der PP2CŬ 

Die katalytische Domªne des Proteins bilden sechs Ŭ-Helices (Spiralen) und elf ɓ-Faltblattstrukturen (flache 

Pfeile). Im katalytischen Zentrum befinden sich zwei für die Aktivität essentielle Manganionen , die im 

zentralen ɓ-Sandwich fixiert werden und für die Abspaltung des Phosphatrestes (tetraedrische Form) notwendig 

sind. 

Die Abbildung wurde mit Hilfe des Programms MBT Protein Workshop 1.35 unter Verwendung der publizierten 

Daten (Das, A. K. et al., 1996) aus der Molecular Modelling-Datenbank (MMDB) des National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) erstellt. 
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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 

recruitment domain 
(Zhang und Herman, 2006) 

ASK1 Apoptosis signal-regulatin kinase I (Tamura et al., 2006) 

Bad Bcl-XL/Bcl-2 associated death promoter (Klumpp et al., 2003b) 

Ca
2+

-Kanäle  (Li, D. et al., 2005) 

CaMK Ca
2+

/Calmodulin-dependent protein 

kinases 
(Fukunaga et al., 1993) 

CDK2 und 6 Cyclin-dependent kinase 2/6 (Cheng, A. et al., 2000) 

CFTR Cystic fibrosis transmembrane 

conductance regulator 
(Travis et al., 1997) 

DARP-32 Dopamine/cAMP-regulated 

phosphoprotein, 32kDa 
(Desdouits et al., 1998) 

mGluR3 Metabotropic glutamate receptor 3 (Flajolet et al., 2003) 

Glycogen-synthase/ 

phosphorylase 

 (Ingebritsen et al., 1983) 

HMG-CoA-Reduktase  (Ching et al., 1997) 

HMG-CoA-

Reduktase-Kinase 

 (Ingebritsen und Cohen, 

1983a) 

HSL Hormonsensitive Lipase (Olsson und Belfrage, 1987) 

MKKs 3b/4/6/7 MAPK (mitogen-activated protein kinase) 

Kinasen 3b/4/6/7 
(Hanada et al., 1998) 

P38  (Takekawa et al., 1998) 

P53  (Fiscella et al., 1997; Ofek et 

al., 2003) 

PKB/Akt, PKC Proteinkinase B/C (Gao et al., 2005) 

PR Progesteronrezeptor (Proia et al., 2006) 

SEK1 SAPK (stress-activated protein 

kinase)/ERK (extracellular-sigmal-

regulated kinase) Kinase 1 

(Takekawa et al., 1998) 

Smad  (Lin et al., 2006) 

TAK1 TGF-ɓ (transforming growth factor-ɓ)-

aktivierende Kinase 1 
(Hanada et al., 2001; Li, M. 

G. et al., 2003) 

TH Tyrosinhydroxylase (Bevilaqua et al., 2003) 

   

Abb. 1.2-5: Übersicht einiger bekannter PP2C-Substrate  

Modifiziert nach Klumpp et al., 2006. 

 

 

Auf ein Substrat der PP2C, das bei der Fettsäure-induzierten Apoptose eine wichtige Rolle 

spielt, möchte ich näher eingehen, das proapoptotische Protein aus der Bcl-2-Familie Bad 

(Klumpp et al., 2003b; Zhu et al., 2005). 
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1.2.4 Die Proteinphosphatase 2C, Bad und die Fettsäure-induzierte Apoptose 

Wie bereits in den Kapiteln 1.2.2 und 1.2.3 beschrieben, handelt es sich bei der PP2C-Familie 

um Enzyme, deren Aktivität von Magnesium- und Manganionen abhängig ist (Cohen, P. und 

Cohen, 1989; Terasawa et al., 1993; Cohen, P., 1994). Die notwendige Konzentration der 

Magnesiumionen f¿r die maximale Aktivierung der PP2CŬ und PP2Cɓ ist mit mehr als  

20 mM sehr hoch und unphysiologisch. Ein Grund dafür, warum diese Enzyme zunächst mit 

Skepsis behandelt und ihre Rolle im Organismus bezweifelt wurde.  

Eine entscheidende Beobachtung konnte im Labor von Frau Prof. Dr. Klumpp 

gemacht werden. Die Ŭ- und ɓ-Isoformen der PP2C konnten in Anwesenheit von bestimmten 

Fettsäuren bereits bei physiologischen Magnesiumkonzentrationen maximal aktiviert werden, 

während andere Phosphatasen wie PP2A, PP1, PP2B sowie die PTPs und die unspezifischen 

alkalischen oder sauren Phosphatasen in ihrer Aktivität unbeeinflusst blieben (Klumpp et al., 

1998; Klumpp et al., 2002b). Diese sensationelle Entdeckung war ein Beweis dafür, dass 

diese Enzyme durchaus eine wichtige Rolle im Organismus spielen und durch Fettsäuren 

reguliert werden könnten.  

Es wurde nun systematisch untersucht, welche Fettsäuren die PP2C-Aktivität steigern 

konnten. Durch zahlreiche Experimente konnte gezeigt werden, dass diese Substanzen 

bestimmte strukturelle Eigenschaften haben sollten. Eine ausreichende Lipophilie, also eine 

Fettsäurekettenlänge von mindestens 15 C-Atomen, eine freie Carboxylgruppe sowie eine 

ungesättigte und cis-konfigurierte Doppelbindung waren die Voraussetzungen (Klumpp et al., 

1998; Klumpp et al., 2002b). Zu diesen Aktivatoren gehörte eine Vielzahl von 

physiologischen Fettsäuren wie Ölsäure (18:1, cis-ȹ
9
), Linolsäure (18:2, cis-ȹ

9,12
), ɔ-

Linolensäure (18:3, cis-ȹ
6, 9,12

), Arachidonsäure (20:4, cis-ȹ
5,8,11,14

) und Docosahexaensäure 

(DHA) (22:6, cis-ȹ
4, 7, 10, 13, 16, 19

), während die gesättigten Fettsäuren wie Stearinsäure (18:0), 

Palmitinsäure (16:0) und Laurinsäure (12:0) die Aktivität nicht steigern konnten. Weiterhin 

zeigten strukturell modifizierte Ölsäurederivate, wie das trans-Isomer Elaidinsäure (18:1, 

trans-ȹ
9
) und der Ölsäuremethylester, dessen Carboxylgruppe nicht frei vorliegt, keine 

Aktivitätsveränderung der PP2C (Klumpp et al., 1998; Klumpp et al., 2002b) (Abb. 1.2-7). 

Eine weitere aufregende Entdeckung der Arbeitskreise von Frau Prof. Dr. Klumpp und 

Herrn Prof. Dr. Dr. Krieglstein stellte die Identifikation des PP2C-Substrates Bad dar 

(Klumpp et al., 2003b). Das Mitglied der Bcl-2-Familie hat, wie bereits erwähnt, 

proapoptotische Eigenschaften (Yang et al., 1995; Yang und Korsmeyer, 1996; Hsu und 

Hsueh, 2000).  
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Die phosphorylierte Form von Bad, katalysiert durch Proteinkinasen wie Akt, ist für 

die Vitalität der Zelle entscheidend (Datta et al., 2000; Bae et al., 2001; Nofer et al., 2001). 

Das Phospho-Bad wird durch sogenannte 14-3-3-Proteine gebunden und komplexiert, was 

eine sterische Interaktion mit den antiapoptotischen Proteinen Bcl-2 und Bcl-XL unmöglich 

macht (Zha et al., 1996; Datta et al., 2000; Masters et al., 2001; Rosenquist, 2003) (Abb. 

1.2-6). Bis heute sind sieben Phosphorylierungsstellen von Bad bekannt, sechs von ihnen 

liegen sehr eng in der C-terminalen Domäne des Proteins nebeneinander (Klumpp et al., 

2004). PP2CŬ und PP2Cɓ sind in der Lage an vier dieser Phosphorylierungstellen zu 

dephosphorylieren (Klumpp et al., 2003b; Klumpp et al., 2004): Während die 

Phosphorylierungsstellen Ser-112 bzw. Ser-136 für die Bindung an 14-3-3 notwendig sind 

(Masters et al., 2001), verhindert das kovalent gebundene Phosphat an Ser-155 die 

Heterodimerisation mit Bcl-XL (Tan et al., 2000). Dagegen ist über die physiologische Rolle 

der Phophatgruppe am Thr-117 bisher nichts bekannt (Klumpp et al., 2004). 

Wird Bad durch Proteinphosphatasen dephosphoryliert, heterodimerisisert es über 

seine BH3-Domäne mit den Proteinen Bcl-2 bzw. Bcl-XL, was deren antiapoptotische 

Wirkung aufhebt (Ruvolo et al., 2001) (Kapitel 1.1.3.3). Diese zellschützenden Proteine 

können daraufhin nicht mehr mit Bax heterodimerisieren. Letzteres kann dann, wie bereits 

beschrieben, nach einer Oligomerisiserung Poren-ähnliche Kanäle in der 

Mitochondrienmembran bilden und somit die Freisetzung von Cytochrom c und anderen 

proapoptotischen Molekülen in das Zytosol der Zelle ermöglichen (Yang et al., 1995; Zha et 

al., 1997). Der so eingeschlagene intrinsische Weg der Apoptoseinduktion führt über die 

Aktivierung der vorher angesprochenen Caspasen zum Untergang der Zelle (Antonsson, 

2001). Ferner verlieren die durch Bad gebundenen antiapoptotischen Proteine wie Bcl-2 und 

Bcl-XL ihre stabilisierenden Eigenschaften bezüglich der Ionenhomöostase der Mitochondrien 

(Ouyang und Giffard, 2004) (Kapitel 1.1.3 und Abb. 1.2-6).  
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 Interessanterweise konnte in unseren Arbeitskreisen gezeigt werden, dass Fettsäuren 

mit einer bestimmten strukturellen Form in neuronalen Zellen Apoptose induzieren können. 

Die notwendigen sterischen Voraussetzungen der Fettsäuren für die Auslösung des Zelltodes 

waren die gleichen, wie f¿r die Aktivierung der PP2CŬ und PP2Cɓ (Ahlemeyer et al., 2001b; 

Klumpp et al., 2002b; Klumpp et al., 2006) (Abb. 1.2-7). Nachdem sowohl die PP2C-

Isoformen als auch Bad in den Zellen identifiziert wurden, führte diese auffallende 

Korrelation zu der Hypothese, dass die PP2C, nach einer Aktivierung durch bestimmte 

Fettsäuren wie etwa Ölsäure, das proapoptotische Protein Bad dephosphorylieren und somit 

apoptotischen Zelltod auslösen könnte (Abb. 1.2-7).  

PP2C 

Phosphatasen 

Kinasen 

Bad 

Bad 

Bad 

Bad 

Bcl-2 Bax 

Cytochrom c 

Mitochondrium 

Apoptosom 

Apoptose 

P 

P 

P 

P 

P 

P 

Überleben 

Bcl-2 

Bax 

Bax 

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

Proteinkinasen und Proteinphosphatasen, wie z.B. die PP2C, regulieren den Phosphorylierungsgrad von Bad. Ist 

Bad phosphoryliert, so können 14-3-3-Proteine mit dem Protein assoziieren und dadurch die proapoptotische 

Funktion aufheben. Das Resultat ist ein Überleben der Zelle. Dagegen führt eine Dephosphorylierung von Bad 

zu einer Aktivierung der proapoptotischen Eigenschaften des Proteins. Das dephosphorylierte Bad kann mit  

Bcl-2 oder Bcl-XL Heterodimerkomplexe bilden, woraufhin das proapoptotische Bax frei wird. Dieses kann nach 

einer Oligomerisierung Porenkomplexe in der Mitochondrienwand bilden und dadurch die Freisetzung von 

Cytochrom c sowie anderen proapoptotischen Proteinen initiieren. Daraufhin wird das Apoptosom aktiviert, 

welches die Caspasen-Kaskade in Gang bringt und zur Apoptose der Zelle führt (Kapitel 1.1.3) 
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Fettsäurestruktur und Name Kurz bezeichnung 

Aktivierung 

von PP2C  

in vitro 

Apoptose-

induktion  

in der 

Zellkultur  

Palmitinsäure

HOOC  
(16:0) NEIN NEIN 

Stearinsäure

HOOC  

(18:0) NEIN NEIN 

Ölsäure

HOOC
9  

(18:1, cis-ȹ
9
) JA JA 

Elaidinsäure

HOOC
9  

(18:1, trans-ȹ
9
) NEIN NEIN 

Ölsäuremethylester

H3COOC
9  

(18:1, cis-ȹ
9
), 

Methylester 
NEIN NEIN 

Linolsäure

9
HOOC

12  

(18:2, cis-ȹ
9,12

) JA JA 

ɔ-Linolensäure

9 12

HOOC

6  

(18:3, cis-ȹ
6, 9,12

) JA JA 

Arachidonsäure

8 115
HOOC

14  

(20:4, cis-ȹ
5,8,11,14

) JA JA 

Docosahexaensäure

7 10

HOOC

4 13 16 19  

(22:6, cis-ȹ
4, 7, 10, 13, 16, 19

) JA JA 

Ginkgolsäure 
OH

COOH

 

 JA JA 

 

Abb. 1.2-7: Fettsäuren, Derivate, die PP2C-Aktivierung und Apo ptoseinduktion 

Die Daten entsprechen den folgenden Publikationen:  

(Klumpp et al., 1998; Klumpp et al., 2002b; Hufnagel, 2005; Hufnagel et al., 2005; Zhu et al., 2005) 

 

 

Gleichzeitig war man sich jedoch der Tatsache bewusst, dass an Neuronen keine 

ausreichend hohen Fettsäurekonzentrationen für eine PP2C-Aktivierung entstehen können. 

Schließlich ernähren sich Nervenzellen fast ausschließlich durch Glukose. Es stellte sich die 

Frage an welchen Zellen im Organismus Fettsäuren in großen Mengen vorkommen. Die 

Antwort war klar, an den Endothelzellen der Blutgefäße.  

 Auch hier konnte die Korrelation zwischen der Apoptoseinduktion und der PP2C-

Aktivierung beobachtet werden. Endothelzellen wurden durch gewisse Fettsäuren geschädigt, 

gleichzeitig waren diese Lipide in der Lage, die Aktivitªt der PP2CŬ und PP2Cɓ um mehr als 
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das Zehnfache zu steigern (Hufnagel, 2005; Hufnagel et al., 2005) (Abb. 1.2-7). Weiterhin 

konnte man experimentell demonstrieren, dass isolierte Fettsäuren aus humanen 

Lipoproteinen sowohl die PP2C-Isoformen Ŭ und ɓ aktivieren, als auch Apoptose in 

endothelialen Zellen auslösen können. 

 

 Doch welche pathologischen Auswirkungen könnte der apoptische Untergang von 

Endothelzellen im Organismus haben? Zur Beantwortung dieser Frage soll die Physiologie 

des Endothels kurz erläutert werden. 

 

 

 

1.3 Das Endothel, Lipide und die Atherogenese 

Im folgenden Teil wird beschrieben, welche physiologische und pathologische Rolle das 

Endothel im Organismus einnimmt. Des Weiteren werden der Lipidstoffwechsel und die 

Atherogenese charakterisiert, wobei die Lipoproteinlipase (LPL), das entscheidende Enzym 

im Fettsäuremetabolismus, besonderes Augenmerk findet. 

 

1.3.1 Das Endothel ist das größte endokrine Organ 

Das Endothel kleidet als einlagige Zellschicht die luminale Seite aller Blutgefäße, sowohl die 

feinen Kapillaren als auch die großen Venen und Arterien, aus (Abb. 1.3-1). Bedenkt man wie 

komplex dieses Netzwerk ist, wird deutlich, was für eine gigantische Oberfläche dieses Organ 

aufweist, nämlich die von etwa sechs Tennisplätzen. Bei einem Gewicht von rund 1800 g ist 

das gesamte Endothel weiterhin schwerer als die Leber (Quaschning et al., 2000)  

Durch die strategisch bedeutende Lage zwischen dem Blut und den Geweben spielt 

das Endothel eine entscheidende Rolle bei der Resorption und Freisetzung von Nährstoffen, 

Modulierung des Gefäßtonus und -wachstums, der Thrombozytenaggregation sowie der 

Blutgerinnung.  

Dieses Organ kann verschiedene vasoaktive Stoffe freisetzen, die maßgeblich die 

Gefäßweite und somit die Durchblutung der entsprechenden Organe regulieren. 

Unterschiedliche Substanzen, wie Hormone, Neurotransmitter und Gerinnungsfaktoren 

können zu einer Endothel-abhängigen Vasodilatation führen (Cohen, R. A., 1995). Weiterhin 

bewirkt eine durch einen gesteigerten Gefäßtonus bedingte Scherkrafterhöhung die 
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Freisetzung der als endothelium-derived relaxing factor bekannten Substanz, genauer 

Stickstoffmonoxid (NO). NO bewirkt an glatten Muskelzellen der Widerstandsgefäße eine 

Reduktion des Muskeltonus und führt dadurch zu einer Verringerung des Blutdrucks (Bredt et 

al., 1990). Dieses Phänomen der Endothel-abhängigen Vasodilatation ist von enormer 

physiologischer Wichtigkeit, vor allem bei körperlicher Belastung und anderen 

blutdrucksteigernden Situationen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Eines der wichtigsten Enzyme der Blutgerinnungskaskade, Thrombin, führt ebenso zu 

einer Freisetzung von NO. Durch die resultierende Tonusreduktion wird die Koagulation des 

Blutes verhindert (Bombeli et al., 1997). Für die Synthese dieses kleinen Moleküls, mit einer 

Halbwertszeit von wenigen Sekunden, sind endotheliale NO-Synthasen (eNOS) 

verantwortlich, die L-Arginin als Ausgangstoff verbrauchen (Bredt et al., 1990). Weiterhin 

können Gefäßendothelzellen das Eicosanoid Prostacyklin freisetzen, welches ebenfalls 

vasodilatativ und sich ferner hemmend auf die Thrombozytenaggregation auswirken kann 

(Dusting et al., 1979). 

Blut 

Endothelzellen 

Intima  

Interne elastische 

Lamina 

Media 

(glatte Muskelzellen) 

Adventitia  

Kollagen und Proteoglykane 

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

Die großen Arterien bestehen aus drei morphologisch trennbaren Schichten. Die auf der luminalen Seite liegende 

Intima, bestehend aus einlagig gewachsenen Endothelzellen, einer Schicht von elastischen Fasern und der 

internen elastischen Lamina. Darauffolgend liegt die Media, welche von glatten Muskelzellen gebildet wird. Die 

Adventitia, bestehend aus Bindegewebe, befindet sich als äußerste Schicht dahinter.  

(Die Schichtdicke der realen Intima ist vom Verhältnis her wesentlich kleiner als in der schematischen 

Zeichnung dargestellt.) 
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Aber das Endothel kann auch Vasokonstriktoren sezernieren. Neben Endothelin, 

einem Peptid mit 21 Aminosäuren, das über ETA- und ETB-Rezeptoren wirkt, können 

Eicosanoide wie Thromboxan A2 sowie Prostaglandin H2 freigesetzt werden (Korbut und 

Moncada, 1978; Kohan, 2006). Außerdem wird im Endothel die Aktivität des Renin 

Angiotensin Systems reguliert. Das in Endothelzellen exprimierte Angiotensin Converting 

Enzyme katalysiert die Umwandlung von Angiotensin I zu Angiotensin II, dem stärksten 

physiologischen Vasokonstriktor. 

Das Endothel reguliert jedoch nicht nur, wie schon erwähnt, den Vasotonus, sondern 

ist auch eine physiologische Barriere für Nährstoffe, Pathogene sowie Zellen des 

Immunsystems. Es ist bekannt, dass dieses Organ sowohl die Permeabilität als auch die 

Adhäsion von Leukozyten und die Transmigration von Makromolekülen reguliert (Cines et 

al., 1998; Toborek und Kaiser, 1999). 

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass das Endothel ein hoch aktives parakrines, 

endokrines und autokrines Organ, welches unentbehrlich für die Aufrechterhaltung des 

vaskulären Tonus und der Gefäßhomöostase, ist. Eine Störung dieses Gleichgewichts hat 

große Auswirkungen auf das Blutgefäßsystem und den gesamten Organismus.  

 

1.3.1.1 Die endotheliale Dysfunktion 

Die endotheliale Dysfunktion (EDF) ist durch eine Reduktion der Bioverfügbarkeit von 

Vasodilatatoren, allen voran NO, charakterisiert, wohingegen die Menge an 

gefäßkostriktorischen Faktoren wie Endothelin steigt (Feletou und Vanhoutte, 2006). Diese 

Unausgeglichenheit der vasoaktiven Kräfte führt zu einer Verschlechterung des Endothel-

vermittelten Gefäßdilatationsmechanismus (Bonetti et al., 2003). Weiterhin beobachtet man 

eine Verschlechterung des Hämostasesystems, da prokoagulatorische und 

Thrombozytenaggregations-fördernde Stoffe u.a. etwa Thromboxan A2 dominieren und ihre 

Antagonisten NO und Prostazyklin sowie fibrinolytische Stoffe wie t-PA (tissue plasminogen 

activator) nicht mehr in ausreichender Konzentration synthetisiert werden (Newby, D. E. et 

al., 1999).  

Das pathologische Ereignis EDF kann durch Messung von verschiedenen Markern im 

Blut bestimmt werden. So steigen im Serum verschiedene Entzündungsparameter wie z.B. das 

C-reaktive Protein, Zytokine und Prostanoide an (Bombeli et al., 1997). Ferner kann diese 

systemische Erkrankung nicht invasiv mit Hilfe der flow mediated vasodilatation Methode 
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(kurz FMD) ambulant bei Patienten diagnostiziert werden (Kostner, 2003; Deanfield et al., 

2005).  

 Die Ursachen und Auslöser der EDF sind vielfältig. Es steht jedoch fest, dass ein 

Ungleichgewicht der sich proliferierenden und absterbenden Endothelzellen das 

pathologische Bild hervorruft. Endothelzellen sind im Grunde sehr widerstandsfähig, die 

Lebenszeit ist beim Gesunden mit über 100 Tagen sehr hoch. Jedoch ist die endotheliale 

Proliferationszeit unter vaskulären Stressbedingungen wie Angiogenese, 

Hyperlipoproteinämie und Hypertension deutlich reduziert und kann dann weniger als fünf 

Tage betragen. Dies deutet auf eine erhöhte Apoptoserate hin (Shimokawa et al., 1987; 

Folkman und D'Amore, 1996; Choy et al., 2001).  

Als wichtige Auslöser dieser pathologischen Störung spielen reaktive 

Sauerstoffspezies (ROS), die sowohl die Apoptoserate der Endothelzellen erhöhen, als auch 

endotheliale Vasodilatatoren inaktivieren können, eine dominierende Rolle (Rubanyi und 

Vanhoutte, 1986; Choy et al., 2001; Griendling und FitzGerald, 2003). Weitere Ursachen sind 

oxidiertes bzw. glykosyliertes LDL, Rauchen, metabolisches Syndrom, schlecht eingestellter 

Diabetes mellitus, eine genetische Prädisposition zu Gerinnungsstörungen, arterielle 

Hypertonie und entscheidend, die Hyperlipoproteinämie (Dimmeler et al., 1998; Choy et al., 

2001; Rossig et al., 2001; Artwohl et al., 2003). Dagegen können Estrogene, HDL, NO und 

Antioxidantien entgegenwirken und somit die Progression der EDF verlangsamen (Dimmeler 

et al., 1998; Lee et al., 2001; Nofer et al., 2001; Subah Packer, 2007). 

EDF ist assoziert mit einer Vielzahl pathologischer Ereignisse: Herz- und 

Nierenschäden, Koronarsyndrom, Mikroalbuminurie, Thrombose, Präeklampsie, 

Insulinresistenz, Übergewicht, chronischen Entzündungserkrankungen wie rheumatoide 

Arthritis und Hypertonie (Abdu et al., 2001; Blanco et al., 2005; Feletou und Vanhoutte, 

2006). Gesichert ist weiterhin, dass eine Fehlfunktion und die damit verbundene 

Permeabilitätserhöhung des Endothels für Leukozyten und Lipoproteine den initialen Schritt 

der Atheroskleroseentstehung darstellt (Bonetti et al., 2003; Feletou und Vanhoutte, 2006; 

Kaperonis et al., 2006).  

 

Lipide spielen in der Atherogenese eine entscheidende Rolle, weshalb sie hier 

ebenfalls vorgestellt werden sollen. 
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1.3.2 Lipoprotein stoffwechsel 

Lipide stellen einen Oberbegriff für Substanzen, die aufgrund ihrer Lipophilie eine schlechte 

Wasserlöslichkeit aufweisen und deshalb im Blut in Ăverpackterñ Form transportiert werden 

müssen. Zu diesen Stoffen gehören neben Fettsäuren, die verestert in Triglyceriden oder 

Phospholipiden vorkommen, fettlösliche Vitamine sowie Cholesterol und seine Ester. Die 

Beförderung dieser essentiellen Bausteine ist für den Organismus von entscheidender 

Bedeutung. Dabei werden Einzelmoleküle, z.B. Steroidhormone und Fettsäuren entweder an 

Transportproteine gebunden oder sie bilden mizellare Komplexe mit Proteinen, den 

Lipoproteinen.  

Diese Partikel haben eine amphiphile Struktur, wobei im Kern ein lipophiles Milieu 

herrscht, in dem sich Triglyceride, Cholesterolester und andere Lipide befinden, während die 

äußere Hülle aus hydrophilen Phospholipiden, bestimmten Proteinen, den sogenannten 

Apolipoproteinen (Apo) und freiem Cholesterol besteht. Eine derartige Verkapselung 

ermöglicht es dem Körper riesige Lipidmengen zu transportieren. Der Triglyceridgehalt im 

Blut kann nach einer deftigen Mahlzeit auf Werte jenseits von 1000 mg/dl ansteigen (Jackson 

et al., 1976; Zilversmit, 1979).  

 Lipoproteine sind nicht nur Teilchen mit einer heterogenen Zusammensetzung, 

sondern haben auch unterschiedliche Funktionen, Partikelgrößen und Dichten. Die 

Klassifizierung erfolgt aufgrund ihrer unterschiedlichen Sedimentations- bzw. 

Fluktuationseigenschaften. Man kann die einzelnen Lipidklassen durch präparative 

Ultrazentrifugation von einander trennen (Kapitel 2.6.2 und Abb. 1.3-2). Weiterhin kann man 

sie auch aufgrund der elektrophoretischen Beweglichkeit differenzieren. Diese zusätzliche 

Unterscheidung ist wichtig, da es Lipoproteine mit ähnlicher Dichte gibt, die jedoch eine 

völlig unterschiedliche Funktion ausüben (Neubeck et al., 1977; Smith, L. C. et al., 1978). 
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Lipoproteinfraktion  Dichte Partik elgröße Zusammensetzung in % 

 in g/ml in nm TG CE FC PL Protein 

Chylomikronen  <0.95 100-1000 90 2 1 5 2 

VLDL  0.95-1.006 30-70 54 13 7 16 10 

IDL  1.006-1.019 25-30  20 34 9 20 17 

LDL  1.019-1.063 15-25 4 41 11 21 23 

HDL  1.063-1.210 7-12 5 13 5 35 42 

Abb. 1.3-2: Zusammensetzung der Lipoproteine 

Die einzelnen Lipidklassen enthalten unterschiedliche Mengen an Triglyceriden (TG), Cholesterinestern (CE), 

freien Cholesterol (FC), Phospholipiden (PL) und Proteinen. Weitere Abkürzungen: VLDL: very low density 

lipoprotein, LDL: low density Lipoprotein, IDL: intermediate density lipoprotein, HDL: high density lipoprotein 

(modifiziert nach Schwandt, 2001) 

 

 

Die Eigenschaften der Lipoproteine in ihrer metabolischen Funktion werden jedoch 

nicht durch die Lipidzusammenstellung, sondern aufgrund der differenzierten Apo-

Konstellation beeinflusst. Diese Momentaufnahme des Proteinprofils verändert sich fließend 

mit dem Austausch der Lipide in den Partikeln und wandelt somit auch die Lipidklasse um. 

Die Nomenklatur von Alaupovic umfasst bis heute 13 verschiedene Gruppen dieser Proteine, 

die alphabetisch gekennzeichnet werden (Alaupovic et al., 1972).  

Die Apolipoproteine haben drei Hauptfunktionen. An erster Stelle dienen sie der 

Stabilisierung sowie dem Transport. Ferner sind sie als eine Art Schlüssel für den 

Stoffwechsel unentbehrlich, Lipoproteine können ohne diese Proteine weder aus der Zelle 

sezerniert, noch in Zielzellen aufgenommen werden. Zuletzt können sie als Kofaktoren von 

Enzymen, z.B. der LPL, aktiv fungieren (Morrisett et al., 1977; Schwandt P., 2001) (Abb. 

1.3-3).  
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Apolipoprotein Dichteklasse Masse 

(kDa) 

Funktion  

A-I HDL 28,5 Strukturprotein, Bindung an HDL-Rezeptoren, 

Aktivierung der LCAT 

A-II  HDL 17 Aktivierung der hepatischen Lipase 

A-IV CM, HDL 46 Aktivierung der LCAT, 

Triglyceridstoffwechsel 

B-100 LDL, VLDL  550 Strukturprotein, Sekretion von Triglyceriden 

und Cholesterin, Aktivierung der LCAT 

B-48 CM, VLDL 265 Resorption von fettlöslichen Vitaminen aus der 

Nahrung 

C-I CM, VLDL 6,5 Bindungshemmung an den LDL-Rezeptor, 

Aktivierung der LCAT 

C-II  CM, VLDL 8,8 Aktivierung der LPL 

C-III  CM, VLDL 8,9 Hemmung der LPL 

D (A-III)  HDL 29 Aktivierung der LCAT 

E CM, VLDL, 

HDL 

34 Notwendig für die Bindung am VLDL -, LDL-

Rezeptor, Ausschleusung von Cholesterol aus 

peripheren Geweben 

F HDL 30 Unbekannt 

G VLDL  72 Unbekannt 

H CM 55 Unbekannt 

J HDL 70 Unbekannt 

(a) Lp (a) 350-900 Unbekannte Funktion in der Blutgerinnung 

Abb. 1.3-3: Humane Apolipoproteine 

CM: Chylomikronen, LCAT: Lecithin-Acyltransferase, LPL: Lipoproteinlipase 

 

An dieser Stelle folgt nun eine kurze Beschreibung der einzelnen 

Lipoproteinfraktionen sowie ihre Rolle im humanen Stoffwechsel, den man in einen exogenen 

bzw. endogenen differenziert (Abb. 1.3-4).  

Der exogene Metabolismus ist charakterisiert durch die Zufuhr von Lipiden von 

Außen. Die aus der Nahrung stammenden Triglyceride, Cholesterolester und andere Lipide 

werden mit Hilfe von Gallensäuren emulgiert und dadurch wasserlöslich gemacht. Die 

Pankreaslipase hydrolysiert die Triglyceridbestandteile zu freien Fettsäuren und  

2-Monoacylglycerol, die von der Schleimhaut des Intestinums resorbiert werden. 

Cholesterolester werden durch die Cholesterolesterase zu freien Fettsäuren und Cholesterol 



Einleitung  31 

 

hydrolysiert, welches je nach Fettgehalt der Mahlzeit unterschiedliche Resorptionsraten 

aufweist. Nach einer Wiederveresterung in den Dünndarmepithelzellen erfolgt der Transport 

der resorbierten Triglyceride und Cholesterolester in Chylomikronen (Hussain, 2000).  

Chylomikronen sind Lipoproteinpartikel mit der geringsten Dichte und dem größten 

Durchmesser (Abb. 1.3-2). Sie bestehen zum größten Teil aus mit Glycerol veresterten 

Fettsäuren und transportieren Lipide unter Umgehung der Leber über die Lymphe durch den 

Ductus thoracicus ins Blut. Nach einer Abgabe der Triglyceride an Gewebe, hier spielt das 

endothelständige Enzym LPL eine entscheidende Rolle, werden die cholesterolreichen 

Chylomikronen-Remnants sehr schnell über entsprechende Rezeptoren von der Leber 

aufgenommen (Smith, L. C. et al., 1978) (Abb. 1.3-4).  

Im Hungerzustand versorgt der endogene Metabolismus periphere Gewebe mit 

Triglyceriden und Cholesterol. Lipoproteine sehr niedriger Dichte (VLDL) bestehen etwa zur 

Hälfte aus Triglyceriden, die endogen von der Leber produziert wurden. Eine erhöhte 

Kohlenhydratzufuhr, Alkohol und ein großes Angebot an gesättigten und einfach 

ungesättigten Fettsäuren stimulieren die Synthese von VLDL und Triglyceriden (Janero et al., 

1984; Heath et al., 2007). Dagegen scheinen mehrfach ungesättigte Omega-3-Fettsäuren diese 

zu hemmen (Davidson, 2006). Am naszierenden VLDL-Partikel fehlen Apo E und Apo C-II . 

HDL tauscht diese Apolipoproteine, Phospholipide, und Triglyceride gegen freies Cholesterol 

mit VLDL aus. Diese Reaktion wird katalysiert durch das Phospholipid-Transferprotein 

(Jackson et al., 1976; Oliveira et al., 1993; van Tol, 2002). 

Während der Bindung des VLDL-Partikels an den endothelständigen VLDL-Rezeptor 

mit Apo E und der Interaktion von Apo C-II mit der kapillären LPL kommt es zur Hydrolyse 

und Entleerung der Triglyceridspeicher des Lipoproteins und zur Fettsäurefreisetzung. Nach 

dieser Delipidierung entstehen VLDL -Remnants (Medh et al., 2000; Takahashi et al., 2003). 

Diese können auf zwei Wegen verstoffwechselt werden: Sie können über LDL-Rezeptoren 

von der Leber aufgenommen oder über die Zwischenstufe der Lipoproteine intermediärer 

Dichte (IDL) mit Hilfe der hepatischen Triglyceridlipase (HTGL) in Lipoproteine niedriger 

Dichte (LDL) umgewandelt werden (Smith, L. C. et al., 1978; Schwandt P., 2001) (Abb. 

1.3-4). 

Cholesterol ist für den Organismus ein lebenswichtiger Stoff, dessen Synthese in fast 

allen Geweben, vor allem jedoch in der Leber, stattfindet. Es wird von Zellen als 

Membranbaustein sowie als Präkursor von Steroidhormonen und Vitamin D verbraucht 

(Papahadjopoulos et al., 1973; Payne und Hales, 2004). Ein Erwachsener kann bei einer 

cholesterolarmen Ernährung täglich etwa 1 g davon produzieren. Die Ausgangssynthese des 
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Steroids erfolgt mit aktivierter Essigsäure (Acetyl-CoA). Die Schrittmacherenzyme hierbei 

sind die 3-Hydroxy-methyl-3-glutaryl-CoA (HMG-CoA) -Synthase und -Reduktase, deren 

Aktivität bei Bedarf um den Faktor 200 reguliert werden kann (Goldstein und Brown, 1984). 

Beim Gesunden transportieren die LDL Partikel mehr als zwei Drittel des gesamten 

Blutserumcholesterols. Wie bereits erwähnt, werden sie zum einen durch Delipidierung aus 

VLDL erzeugt, können aber zum anderen auch aktiv von der Leber sezerniert werden. Etwa 

70% des LDL wird über LDL-Rezeptoren, die in allen Zellen exprimiert werden, 

aufgenommen und abgebaut (van Berkel et al., 1995). Dieser metabolische Abbau ist durch 

die Anzahl der Rezeptoren limitiert und dadurch sättigbar. Die Schwellenkonzentration liegt 

bei etwa 200 mg/dl LDL-Cholesterol. Darüberhinaus kann LDL über den sogenannten 

Scavenger-Weg aufgenommen werden, welcher im Gegensatz zu LDL-Rezeptoren nicht 

begrenzt ist. Hierbei werden LDL-Teilchen durch Endo- oder Pinozytose sowohl über 

niedrigaffine als auch über spezifisch modifizierte Scavenger-Rezeptoren aufgenommen 

(Krieger und Herz, 1994; van Berkel et al., 1995).  

Im Organismus gibt es weiterhin einen sogenannten reversen Cholesteroltransport. 

Neben der Haut, die durch Zellverlust etwa 100 mg Cholesterol täglich eliminiert, ist die 

Leber das einzige Organ, das Cholesterol über die Gallenblase in Form von Gallensäuren 

ausscheiden kann (Javitt, 2002). Hierbei spielen die Lipoproteine hoher Dichte (HDL) die 

Schlüsselrolle (von Eckardstein et al., 2001). Sie haben den höchsten Protein- sowie 

Phospholipidanteil aller Lipoproteinfraktionen (Abb. 1.3-2), werden zunächst als diskoidale 

Partikel in der Leber synthetisiert und ferner in das Lymphgefäßsystem abgegeben, wo sie mit 

Chylomikronen assozieren (Groener et al., 1989; Oliveira et al., 1993). Im Blut können die 

HDL-Präkursoren Cholesterol an den Membranen peripherer Zellen aufnehmen, wodurch sie 

eine sphärische Form erhalten. Mit Hilf e des Enzyms Lecithin-Acyltransferase (LCAT) 

verestern sie Cholesterol und transportieren es zur Leber zurück (Dobiasova und Frohlich, 

1999) (Abb. 1.3-4).  
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Abb. 1.3-4: Lipoproteinstoffwechsel 

Abkürzungen: 

CM:  Chylomikronen    CM-R:     Chylomikronen-Remnants 

LPL: Lipoproteinlipase   SMCs:     glatte Muskelzellen 

 Umwandlung zu/Interaktion 

 

Erläuterungen zur Abbildung im Kapitel 1.3.2. 
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LCAT ist an der Veresterung von mehr als drei Viertel des Blutserumcholesterols 

beteiligt, wobei die in Position sn-2 ständige Fettsäure des Lecithinmoleküls auf freies 

Cholesterol übertragen wird. Das dabei entstehende Lysophosphatidylcholin wird an Albumin 

gebunden und wieder verestert. Der wichtigste Kofaktor der LCAT ist das Apo A-I, obwohl 

auch Apo A-IV, Apo D und Apo C-I die Aktivität des Enzyms erhöhen können (Dobiasova 

und Frohlich, 1999) (Abb. 1.3-3). 

Weiterhin spielen sogenannte Transferproteine im Lipoproteinstoffwechsel eine 

wichtige Rolle. Das am besten untersuchte Enzym dieser Klasse ist das Cholesterolester-

Transferprotein (CETP), welches den Austausch von Cholesterolestern und anderen 

Kernlipiden unter den einzelnen Lipoproteinklassen katalysiert. So können etwa Triglyceride 

aus VLDL durch Cholesterolester aus HDL im äquimolaren Verhältnis ausgetauscht werden, 

was die Konversion des VLDL zu LDL bewirkt (Forrester et al., 2005). Daneben existiert ein 

weiteres Transferprotein, das Phospholipid-Transferprotein (PLTP), welches den Transport 

von fettlºslichen Vitaminen wie Ŭ-Tocopherol zwischen Lipoproteinen und Zellmembranen 

erleichtert (Huuskonen und Ehnholm, 2000). 

  

Ein anderes, für den Lipoprotein- und Lipidstoffwechsel zentrales Enzym ist die LPL, 

die im nachfolgenden Kapitel vorgestellt werden soll.  

 

1.3.3 Lipoproteinlipase  

Allgemeines und Historisches zu den Mitgliedern der Lipasefamilie 

Bereits 1943 hat man beobachtet, dass eine intravenöse Injektion von Heparin etwas 

freisetzte, das eine lipolytische Aktivität aufwies und die postprandiale Lipämie zu reduzieren 

vermochte (Robinson und Harris, 1959; Robinson und Jennings, 1965). Hinter dem damals 

genannten heparin-releasable clearing factor verbergen sich zwei für den Lipidstoffwechsel 

essentielle Enzyme, die hepatische Triglyceridlipase (HTGL) sowie die LPL. Beide zählen 

zur Großfamilie der Lipasen, wobei die Pankreaslipase (PL) zusätzlich dieser Kategorie 

angehört (Hide et al., 1992). Alle drei genannten Enzyme, katalysieren die gleiche 

enzymatische Reaktion. Sie hydrolysieren Triacylglyceride zu freien Fettsäuren sowie  

2-Monoacylglycerol und freiem Glycerol. Während das Verdauungsenzym PL die 

Nahrungstriglyceride spaltet und somit die Resorption im Darm ermöglicht, spielt die in der 

Leber vorkommende HTGL, wie bereits erwähnt, eine wichtige Rolle bei der Hydrolyse von 

Triglyceriden aus IDL, LDL sowie HDL (Ben-Zeev et al., 1987; Kirchgessner et al., 1989; 

Persson et al., 1989; Hide et al., 1992; Wong und Schotz, 2002). 
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 Ein weiterer Vertreter aus der Familie der Lipasen ist die endotheliale Lipase (EL), die 

erst 1999 von zwei unabhängigen Arbeitskreisen gleichzeitig identifiziert wurde (Hirata et al., 

1999; Jaye et al., 1999). Im Gegensatz zu HTGL, LPL und PL zeigt die EL nur eine sehr 

geringe Aktivität bei der Spaltung von Triglyceriden. Dagegen ist die Hydrolyse von 

Phospholipiden zu freien Fettsäuren sehr wirksam (Badellino und Rader, 2004). Es ist 

bekannt, dass dieses Enzym vor allem im HDL-Stoffwechsel eine Rolle spielt, wobei eine 

Überexpression eine Reduktion der HDL-Fraktion bewirkt (Ishida et al., 2003). 

 Die LPL wurde bereits 1952 als ein lipolytisches Enzym identifiziert. Man erkannte, 

dass die Lipase, welche im Muskel- und im Fettgewebe vorkam, in Anwesenheit von 

synthetischen Triglyceridemulsionen kaum aktiv war, seine Aktivität bei Zugabe von 

Serumlipoproteinen jedoch stark steigerte (Korn und Quigley, 1957). Erst später erkannte man 

die Notwendigkeit des Apo C-II, welches Bestandteil von VLDL und Chylomikronen ist, für 

die Aktivi erung des Enzyms (Kapitel 1.3.2 und Abb. 1.3-3). Seit diesem Zeitpunkt wurde das 

untersuchte Enzym als LPL bezeichnet. Nach diesen Pionierarbeiten wurden die Struktur, 

Genetik, Expression, Regulation sowie die Rolle der Lipase in pathologischen Ereignissen 

sehr gründlich untersucht (Mead et al., 2002). 

 

Kategorie Lip oproteinlipase 

(LPL)  

Hepatische 

Lipase (HTGL)  

Pankreaslipase 

(PL) 

Endotheliale 

Lipase (EL) 

Chromosomlokation 8p22 15q21ïq23 10q24-q26 18q21.1 

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-, 

Fettgewebe, 

Makrophagen 

Leber Pankreas Endothelzellen, 

Makrophagen 

Funktion Triacylhydrolase Triacylhydrolase Triacylhydrolase Phosholipase 

Abb. 1.3-5: Die Lipasefamile und ihre Mitglieder  

 

Struktur und Expression der LPL 

 Die cDNA der LPL codiert ein Protein mit 475 Aminosäuren, wovon jedoch ein 

hydrophobes Signalpeptid mit 27 Aminosäuren abgespalten wird. Die Molekülmasse des 448 

Aminosäuren langen Proteins beträgt 50 Kilodalton (kDa) (Braun und Severson, 1992a). Nach 
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einer elektrophoretischen Trennung findet man das Protein jedoch auf einer Laufhöhe von 

etwa 55 kDa, was auf einen Glykosylierungsgrad von 8-12% zurückzuführen ist (Iverius und 

Ostlund-Lindqvist, 1976; Vannier und Ailhaud, 1989; Vannier et al., 1989). Es ist gezeigt 

worden, dass mehrere Glykosylierungsstellen essentiell für die Aktivität und Sekretion des 

Enzyms sind (Semenkovich et al., 1990; Enerback und Gimble, 1993). Die aktive Form der 

LPL ist ein nichtkovalentes Homodimer. Eine Dissoziation führt zu einer irreversiblen 

Inaktivierung und weist im Vergleich zur aktiven Form nur 1/6000 der Affinität zu Heparin 

auf (Osborne et al., 1985; Lookene et al., 2004).  

Genspezifische Untersuchungen der cDNA in unterschiedlichen Spezies haben 

gezeigt, dass die LPL unter den Säugern stark konserviert vorkommt. Das codierende LPL-

Gen besteht aus zehn Exons und neun Introns (Enerback und Gimble, 1993; Raisonnier et al., 

1995; Mead et al., 2002). Interessanterweise existieren mehrere Genmutationsformen der 

LPL, welche auf die Rolle dieses Enzyms in verschiedenen pathologischen Formen hinweisen 

(Murthy et al., 1996). 

 Molekularbiologische, immunhistochemische sowie enzymgekoppelte histologische 

Untersuchungen ergaben, dass die Lipase zwar konserviert in Säugern vorkommt, die 

Expression jedoch nicht ubiquitär zu sein scheint. Vielmehr findet man LPL vor allem in 

Geweben, die einen hohen Fettsäuremetabolismus aufzeigen, etwa in der Herz-, Skelett- 

sowie glatter Muskulatur und im Fettgewebe. Ferner wird das Enzym in geringerer Menge in 

Makrophagen, Milchdrüsen, Nebennieren, Milz, Hoden und Nieren gebildet (Cryer, 1981; 

Wang, C. S. et al., 1992). Darüberhinaus wird das Protein auch in fetalen Hepatozyten 

exprimiert. Nach der Geburt wird die Synthese jedoch komplett unterdrückt, weshalb LPL 

auch als extrahepatische Lipase bezeichnet wurde (Staels und Auwerx, 1992). 

Interessanterweise findet man gerade in Endothelzellen, an deren luminaler Membran die LPL 

enzymatisch aktiv ist, keine mRNA des Enzyms (Camps et al., 1990b; Camps et al., 1991).  

Die Expression und Aktivität der LPL ist durch eine Vielzahl von physiologischen und 

pathophysiologischen Faktoren reguliert. So steigern erhöhte Glukose-, Insulin- sowie 

Fettsäurespiegel die Expression und Aktivität der Lipase in Makrophagen. Möglicherweise 

ein Grund dafür, dass diese Patienten eine hohe Inzidenz an atherosklerotischen 

Erkrankungen aufweisen (Renier et al., 1996; Sartippour et al., 1998) (Abb. 1.3-6). In der 

folgenden Abbildung sind einige Faktoren zusammengestellt worden, die einen Einfluss auf 

die Enzym-Expression und -Aktivität haben. 
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Mediator /Zustand Gewebe/Zellart Effekt auf 

LPL  

Referenzen 

Katecholamine Braunes 

Fettgewebe 

Weißes Fettgewebe 

Kardiomyzyten 

 

Aktivitªt ŷ 

Aktivitªt Ź 

Aktivitªt ŷ 

(Carneheim et al., 1988) 

Glukokorticoide Präadipozyten 

Makrophagen  

mRNA ŷ, 

Aktivitªt ŷ 

(Kawakami et al., 1986; Domin et al., 

1991; Fried et al., 1993) 

Insulin Präadipozyten 

Makrophagen 

Aktivitªt ŷ (Kawakami et al., 1986; Sartippour und 

Renier, 2000) 

Estrogene Präadipozyten mRNA Ź (Homma et al., 2000) 

Fettsäuren Makrophagen mRNA ŷ, 

Aktivitªt ŷ 

(Michaud und Renier, 2001) 

Glukose Makrophagen mRNA ŷ, 

Aktivitªt ŷ 

(Sartippour et al., 1998; Sartippour und 

Renier, 2000) 

M-CSF Makrophagen mRNA ŷ, 

Aktivitªt ŷ 

(Mori et al., 1991) 

Nahrungskarenz Adipozyten 

Kardiomyozyten 

Aktivitªt Ź 

Aktivitªt ŷ 

(Doolittle et al., 1990; Braun und 

Severson, 1992b, 1993; Amri et al., 1996) 

Lipidreiche Ernährung Adipozyten 

Kardiomyozyten 

Aktivitªt ŷ 

Aktivitªt Ź 

(Doolittle et al., 1990; Amri et al., 1996) 

ROS Makrophagen Aktivitªt ŷ (Renier et al., 1996) 

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

M-CSF: macrophage colony-stimulating factor, ROS: reaktive Sauerstoffspezies 

 

Synthese, Translokation und Funktion des Enzyms 

Der funktionelle enzymatische Wirkort der LPL ist die luminale Seite der Endothelzellen, 

trotzdem wird das Enzym nicht in diesen Zellen exprimiert (Camps et al., 1990b). Vielmehr 

sind es Parenchymzellen wie Myo- und Adipozyten, die das Protein produzieren und an die 

Endothelzellen abgeben (Braun und Severson, 1992b).  

 Die Translation des LPL-Proteins findet am rauhen endoplasmatischen Retikulum 

statt, wo auch eine N-Glykosylierung sowie eine Homodimerisierung erfolgen. Die nun aktive 

Enzymform wird in den Golgi-Apparat transportiert. Nach einer weiteren Glykosylierungs-

stufe wird das Enzym als Dimer durch die Zellmembran vesikulär abgegeben, wo es dann an 

Heparansulfatproteoglykanen (HSPG) bindet. Zuletzt beobachtet man eine Translokation des 

Enzyms durch das Endothel und eine Bindung an dessen geladene HSPG, die ebenfalls an der 

äußeren Membran der Endothelzellen exprimiert werden (Braun und Severson, 1992a).  

Der genaue Mechanismus dieser Translokation und Transzytose ist jedoch immer noch 

nicht im Detail aufgeklärt. Vermutet wurden ein unspezifischer Transport der LPL an HSPG-

Brücken zwischen den Parenchym- und Endothelzellen (Blanchette-Mackie et al., 1989). 
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Weiterhin wurde ein sättigbarer HSPG-abhängiger Transport von der basalen zur apikalen 

Seite des Endothels charakterisiert (Saxena et al., 1991). Die neuesten Untersuchungen 

belegen mit Hilfe 
125

I- radioaktiv markierter LPL, dass es einen VLDL-Rezeptor abhängigen 

transzytären Transportmechnismus geben muss (Saxena et al., 1991; Braun und Severson, 

1992a; Obunike et al., 2001).  

 Postuliert wird der folgende Hergang der Lipoproteinbindung sowie der Hydrolyse der 

beinhalteten Lipide: Die luminal ständige, HSPG-gebundene Lipase interagiert mit dem 

VLDL -Rezeptor, welcher ebenfalls an der äußeren Endothelmembran exprimiert wird (Medh 

et al., 2000; Takahashi et al., 2003). Triglyceridreiche Lipoproteine, allen voran 

Chylomikronen und VLDL, binden über Apo E an den VLDL-Rezeptor und über Apo C-II an 

das Enzym, um es zu aktivieren. So können etwa 40 LPL-Moleküle gleichzeitig an einem 

Lipoproteinpartikel angreifen, um maximale Hydrolyseraten zu erzielen (Scow und 

Olivecrona, 1977). Die so aktivierte Lipase spaltet Triglyceride aus den Lipoproteinen zu 

freien Fettsäuren und 2-Monoacylglycerol. Diese Lipide werden von Endothelzellen 

aufgenommen, dort entweder wieder verestert oder an die tiefer liegenden Zellen, vor allem 

zu Adipo- und Myozyten weiter transportiert (Goldberg, 1996).  

  

Die Rolle des Enzyms in pathologischen Zuständen 

Die LPL als zentrales und entscheidendes Enzym im Lipidmetabilmus ist mit einer Reihe 

krankhafter Prozesse im Organismus assoziert, u.a. Chylomikronämie, Adipositas, Diabetes 

mellitus sowie Atherosklerose (Mead et al., 2002). 

 Chylomikronämie ist eine pathologische Erhöhung der Triglyceridkonzentrationen im 

Blutserum. Selbst im nüchternen Zustand können Werte von 1000 bis 2000 mg/dl 

Gesamttriglyceride erreicht werden. Klinisch manifestiert sich eine chronische Pankreatitis, 

begleitet von Xanthomen, einer Lebervergrößerung sowie einer Lipaemia retinalis (Tanaka et 

al., 2002). Die Ursachen dieses Krankheitsbildes ist meistens ein enzymatischer Defekt der 

LPL oder des Kofaktors Apo C-II. Ein unbehandelter Diabetes mellitus sowie ein 

Alkoholabusus können die Hypertriglyceridämie weiter verstärken. 

 Adipositas ist eine Störung des Körpergewichtes, welche durch genetische, 

metabolische sowie durch das Nahrungsverhalten verursachte Faktoren beeinflusst wird. Die 

LPL ist als energielieferndes Enzym für die Versorgung von Adipozyten und Myozyten 

essentiell. Es ist gezeigt worden, dass adipöse Ratten eine erhöhte Expression und Aktivität 

der Lipase im Fett- im Vergleich zu Muskelgewebe aufweisen. Dagegen hatten Tiere mit 

einem niedrigen Körpergewicht häufig eine reduzierte LPL-Expression und ïAktivität  
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(Gruen et al., 1978; Greenwood, 1985). Diese Beobachtungen konnten auch beim Menschen 

festgestellt werden (Schwartz und Brunzell, 1978; Ong und Kern, 1989). Weiterhin scheint 

körperliche Bewegung sowie Nahrungskarenz die Aktivität des Enzyms in der 

Skelettmuskulatur zu erhöhen, was die Utilisation der Fettsäuren im Muskelgewebe 

erleichtert. Gleichzeitig wurde jedoch auch im Fettgewebe dieser Patienten eine erhöhte 

Akitivität der LPL festgestellt, vermutlich um Körperfettreserven aufrechtzuerhalten 

(Bessesen et al., 1991; Simsolo et al., 1993).  

 Die Rolle der LPL in der Atherogenese ist dagegen sehr kontrovers diskutiert. So kann 

ein schützender Effekt in Fett- sowie Muskelgewebe beobachtet werden. Eine hohe Aktivität 

der kapillären Lipase in diesen Geweben und die damit verbundenen Beseitigung der Lipide 

aus dem Blut, führt zu einem verbesserten Lipoproteinprofil mit einer Erhöhung der HDL-

Fraktion (Shimada et al., 1993; Shimada et al., 1996; Mead und Ramji, 2002). Dagegen 

scheint die Lipase in größeren arteriellen Gefäßen, vor allem von Makrophagen synthetisiert, 

pro-atherogen zu sein. Das dort produzierte Enzym kann selbst in inaktiver Form als eine Art 

Brücke zwischen Lipoproteinen und Zellen fungieren, was die Aufnahme der Lipidpartikel in 

die Zellen erleichtert (Goldberg, 1996). Des Weiteren kann die LPL die Bildung der 

Lipoprotein-Remnants beschleunigen, welche von Makrophagen phagozytiert werden können 

und dabei zu Schaumzellen degenerieren (Lindqvist et al., 1983). Darüberhinaus können eine 

Reihe Atherosklerose-fördernder Faktoren, wie Insulin, Glukose und freie Fettsäuren, die 

Aktivität- sowie Expression des Enzyms in Makrophagen erhöhen, was auch bei Diabetes 

mellitus-Patienten beobachtet wurde (Sartippour und Renier, 2000; Beauchamp et al., 2002; 

Beauchamp et al., 2004) (Abb. 1.3-6). Zuletzt seien noch die Eigenschaften der LPL erwähnt, 

die Proliferation der glatten Muskelzellen zu stimulieren und als Monozytenahäsionsmolekül 

zu fungieren (Mamputu et al., 1997; Mamputu et al., 2000).  

 Die Forschungsergebnisse zeigen, dass nicht die Lipase alleine für die pathologische 

Situation der Atherosklerose verantwortlich ist. Vielmehr spielt es eine Rolle wo das Protein 

exprimiert wird. So kann nach der heutigen Datenlage behauptet werden, dass die LPL in 

Adipo- sowie Myozyten eine anti-atherogene Funktion aufweist, während die Lipase in der 

arteriellen Gefäßwand sich schädlich auswirken kann. 

 

 Aber welche Auswirkungen hat die Atherosklerose auf die Gefäße und den 

Organismus? Zur Beantwortung dieser Frage sollen hier die Mechanismen der Atherogenese 

kurz vorgestellt werden.  
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1.3.4 Atherogenese 

Atherosklerose, auch als Arteriosklerose oder von Laien als ĂGefªÇverkalkungñ bezeichnet, 

ist eine Erkrankung der großen Arterien, aus deren Folgeerkrankungen wie Herzinfarkt und 

Schlaganfall in den Industrienationen etwa die Hälfte aller Todesfälle resultieren. Die 

Forschung hat mit Hilfe von molekularbiologischen sowie epidemiologischen Studien eine 

Menge über die Pathomechanismen und Risikofaktoren der Atherogenese ergründet. Heute 

weiß man, dass die Erkrankung ein multifaktorieller Prozess ist, der durch endogene als auch 

exogene Faktoren wesentlich beeinflusst werden kann. Trotz der umfangreichen 

wissenschaftlichen Bemühungen gibt es immer noch keine kausale Therapie dieser 

Erkrankung. Es ist der Medizin momentan nur möglich einzelne Risikofaktoren zu reduzieren. 

Hierzu zählen vor allem Hyperlipoproteinämie, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, 

Tabakrauchen, Adipositas etc.. Diese einzelnen Einflüsse können, wenn nebeneinander 

vorkommend, das Gesamtrisiko der Arteriosklerose nicht nur additiv, sondern sogar 

exponentiell erhöhen (Lusis, 2000; Assmann und Gotto, 2004).  

 Atherosklerose ist eine progressive arterielle Erkrankung mit einer Verengung des 

Lumens, charakterisiert durch eine Akkumulation von Lipiden, fibrösen Elementen sowie 

einer lokalen Entzündungsreaktion in der Gefäßwand. Auch wenn die vollständige 

Pathogenese der Erkrankung nicht komplett gesichert ist, gibt es jedoch deutliche theoretische 

Ansätze, die hier vorgestellt werden sollen. 

 

Die Antwort auf eine Endothelverletzung 

Die allgemein akzeptierte response to injury Hypothese zur Entwicklung der Atherosklerose 

wurde 1973 von Ross entwickelt und wird bis heute generell akzeptiert (Ross, 1993). 

Hiernach stellt die Schädigung des Endothels, etwa durch apoptotischen Untergang der 

Zellen, den initialen Schritt der Atherombildung dar (Kapitel 1.3.1.1). So kann nach einer 

Verletzung dieser feinen Zellschicht mittels Balonkatheter eine massive 

Gefäßwandverdickung beobachtet werden (Virmani et al., 1994). Die Ursache dieser 

vaskulären Ereignisse ist eine gestörte Integrität des Endothels, welche das Eindringen von 

Makromolekülen und Zellen in die Intima erleichtert und fördert. Man beobachtet 

atherosklerotische Läsionen häufig an abzweigenden Stellen der Arterien, wie etwa dem 

Aortenbogen. Hier herrscht aufgrund einer turbulenten Blutströmung eine ungleichmäßige 

Ausrichtung der Endothelzellen, was ebenfalls zu einer gestörten Integrität führt (Gimbrone, 

1999).  
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Transmigration von Lipoproteinen und Leukozyten 

Der nächste atherogene Schritt ist durch eine Akkumulation von Lipoproteinen in der Intima 

der Gefäßwand gekennzeichnet. Die Anhäufung von Lipiden in der subendothelialen Matrix 

findet statt, wenn das Blutserum-LDL-Cholesterol erhöht ist, was einen wichtigen 

Risikofaktor der Atherosklerose darstellt (Lusis, 2000). Die Lipidpartikel diffundieren durch 

tight junctions passiv zwischen den Endothelzellen und setzten sich im subendothelialen 

Raum fest. Apo B ist dabei für die Interaktion mit Matrixproteoglykanen von entscheidender 

Bedeutung (Boren et al., 1998). Diese zunächst fixierten Lipoproteine werden nach einer 

Weile chemisch modifiziert. Es finden Oxidations-, Lipolyse- sowie Proteolysereaktionen an 

den LDL-Teilchen statt. Diese Veränderungen initiieren eine inflammatorische Antwort im 

Gefäß, die durch eine Leukozytenmigration in die vaskuläre Wand vermittelt wird. Der Grund 

für diese lokale Entzündungsreaktion ist die Antwort des Endothels auf das oxidierte LDL, 

das zur Produktion verschiedener proinflammatorischer Faktoren führt. Dies sind 

entzündungsfördernde Substanzen wie Adhäsionsmoleküle, chemotaktische Proteine und 

Wachstumsfaktoren (Abb. 1.3-7). 

 Die sogenannten Adhäsionsmoleküle, zu denen neben P-Selektin sowie E-Selektin 

VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) und ICAM-1 (intercellular adhesion molecule) 

zählen, werden auf der luminalen Membran der Endothelzellen exprimiert. Sie führen zur 

vereinfachten und beschleunigten Bindung und Transmigration von Monozyten und  

T-Lymphozyten in den subendothelialen Raum (Dong et al., 1998; Collins et al., 2000). 

Ferner sezernieren aktivierte Endothelzellen chemotaktische Faktoren wie etwa das MCP-1 

(monocyte chemotactic protein), das die Anwerbung von Monozyten in die Gefäßwand weiter 

stimuliert (Boring et al., 1998; Gu et al., 1998) (Abb. 1.3-7).  
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Atherogenese:  

LDL 

oxLDL 

Monozyten 

Schaumzellen 

Makrophage 

glatte Muskelzellen (SMC) 

SR 

Adhäsionsmoleküle 

MCP-1 

M-CSF 

SMC Proliferation 

Makrophagen 

Schaumzellen Nekrotischer 

Kern 

Nekrotischer 

Kern 

SMC 

Wachstumsfaktoren 

Zytokine SMC Migration 

Fibröse Kappe 

Abb. 1.3-7: Atherogenese (Teil I und II)  

I:  Bildung von Fettstreifen (fatty streaks) 

Nach einer Endothelschädigung kommt es zu einer erleichterten Penetration von Lipoproteinen (LDL) und 

Monozyten in die Intima. Dies wird zusätzlich durch Adhäsionsmoleküle an der luminalen Seite des Endothels 

verstärkt. Das Endothel produziert chemotaktische Proteine (MCP-1) und Wachstumsfaktoren (M-CSF), welche 

die Monozytenmigration und ïreifung stimulieren. Die migrierten Lipoproteine (LDL) werden oxidiert (oxLDL) 

und können von Makrophagen, die sich aus Monozyten differenzieren, unkontrolliert durch Scavenger-

Rezeptoren (SR) aufgenommen werden. Daraufhin degenerieren diese Zellen zu Schaumzellen, welche später 

absterben und zellulären Schrott bzw. Lipidablagerungen in der Intima hinterlassen. 

 
II: Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen 

Makrophagen produzieren Zytokine und Wachstumsfaktoren, welche die Proliferation und Migration von glatten 

Muskelzellen (SMC) in der Intima anregen, wo sie extrazelluläre Matrix freisetzen. Der nekrotische Kern, eine 

Ansammlung von toten Zellen und Lipiden, ist von einer fibrösen Kappe umgeben, die vor allem aus Kollagen 

besteht und die Stabilität des Atheroms bestimmt. 

(II)  

(I)  



Einleitung  43 

 

Makrophagen, Schaumzellen sowie die Bildung der fibrösen Plaques 

Die in die Intima eingewanderten Monozyten proliferieren und differenzieren sich zu 

Makrophagen. Endotheliale Zytokine, wie etwa das M-CSF (macrophage colony stimulating 

factor), führen zur Anregung des Makrophagenwachstums und zur Induktion von Scavenger-

Rezeptoren in diesen Zellen (Smith, J. D. et al., 1995). Nun können die Phagozyten über diese 

nicht durch Rückkopplung gehemmten Rezeptoren oxitativ modifiziertes LDL aus der 

Gefäßwand unkontrolliert aufnehmen und degenerieren schließlich zu sogenannten 

Schaumzellen (Suzuki et al., 1997; Podrez et al., 2000) (Abb. 1.3-7).  

Im weiteren Verlauf der Atherogenese beobachtet man eine Verdickung der 

Gefäßwand, was auf einer erhöhten Proliferationsrate von glatten Muskelzellen und deren 

Migration in die Intima zurückzuführen ist. Der Grund dafür liegt vor allem in einer Sekretion 

verschiedener Zytokine und Wachstumsfaktoren durch Makrophagen und T-Zellen (Libby, 

2002). Des Weiteren können Angiotensin II sowie Homocystein das Wachstum von glatten 

Muskelzellen anregen (Negoro et al., 1995; Gerhard und Duell, 1999). Diese Prozesse führen 

zu einer erhöhten Bildung von extrazellulärer Matrix im subendothelialen Raum, was 

einerseits der Plaque Stabilität verleiht, andererseits die Transmigration und Bindung von 

Lipoproteinen in der Intima erleichtert (Kostner, 2003) (Abb. 1.3-7).  

Langfristig führen die beschriebenen Vorgänge zu einer deutlichen Reduktion des 

Lumens der arteriellen Gefäße und somit zu einer verringerten Durchblutung der 

entsprechenden Organe. Die klinischen Bilder von stabilen Atheromen entsprechen, je nach 

Lage der vaskulären Wandverdickung, der koronaren Herzkrankheit, der vaskulären Demenz 

sowie der peripheren Verschlusskrankheit. Diese Plaques können über Jahrzehnte lediglich zu 

Durchblutungsstörungen führen und sind durch eine dicke und feste fibröse Kappe 

charakterisiert (Abb. 1.3-7).  
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Diese Beständigkeit kann jedoch verloren gehen, wenn verschiedene Proteasen, durch 

Makrophagen und Schaumzellen sezerniert, die Matrix degradieren (Newby, A. C. und 

Zaltsman, 1999; Libby, 2000). Weiterhin kann die Hemmung der Matrixsynthese der glatten 

Muskelzellen durch T-Zellen, nach Freisetzung von Interferon-ɔ, erfolgen (Libby und 

Aikawa, 2002). Aus der stabilen Plaque wird eine vulnerable Plaque. Diese ist jetzt durch eine 

dünne, verletzliche und instabile fibröse Kappe gekennzeichnet. Das unbeständige Atherom 

kann einreißen und es entsteht eine Ruptur, was sofort zur Hämostasereaktion am verletzten 

Endothel führt. Dadurch kann das Blutgefäß vollständig verschließen, was eine Ischämie der 

entsprechenden Gewebe zur Folge hat (Virmani et al., 2001; Shah, 2003; Kavurma et al., 

2005) (Abb. 1.3-8). Diese akut lebensbedrohliche Situation entspricht je nach Lage der 

okkludierten Arterie am häufigsten dem Myokard- oder dem zerebralen Infarkt.  

 

Zusammenfassend kann die Atherosklerose als eine chronische entzündliche Erkrankung 

des arteriellen Gefäßsystems bezeichnet werden, begleitet durch Lipid-, Zelleinlagerung, einer 

Proliferation glatter Muskelzellen in der Intima sowie einer Gefäßlumenverengung.   

Makrophagen 

Schaumzellen Nekrotischer 

Kern 

Kollagenasen 

Metalloproteasen 

Erosion der 

fibrösen Kappe 

Thrombus 

SMC 

Dünne fibröse 

Kappe 

(vulnerabel) 

Abb. 1.3-8: Atherogenese (Teil III)  

III: Plaqueruptur und Thrombusbildung  

Makrophagen und Schaumzellen setzen verschiedene Proteasen frei, die die extrazelluläre Matrix (fibröse 

Kappe) angreifen und somit eine vulnerable Plaque erzeugen. Nach einer Ruptur der fibrösen Kappe kommt es 

sofort zur Aktivierung der Hämostase, zu einem Thrombus und dadurch zum Gefäßverschluss mit folgender 

Ischämie. 
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1.4 Zielsetzung und Fragestellung dieser Arbeit 

Aus früheren Arbeiten ist bekannt, dass die PP2C durch Fettsäuren aus Lipoproteinen, isoliert 

mit Hilfe der Lipoproteinlipase (LPL) in vitro, in ihrer Aktivität stimuliert werden konnte. 

Diese Fettsäuren waren ferner in der Lage Apoptose in endothelialen Zellen auszulösen 

(Hufnagel et al., 2005). Mit Hilfe der RNA-Interferenz (RNAi) konnte ein kausaler 

Zusammenhang zwischen der Aktivierung der PP2C und der Apoptoseinduktion in 

Endothelzellen durch Fettsäuren belegt werden (Schwarz et al., 2006). Diese Tatsachen 

weisen daraufhin, dass auch im Organismus ähnliche Prozesse stattfinden könnten. Eine 

endotheliale Apoptose, ausgelöst durch Fettsäuren, wäre der Initialschritt der Atherosklerose. 

Trotzdem weiß man nicht, ob die Konzentrationen dieser Fettsäuren am Endothel und vor 

allem in direkter Umgebung der PP2C in vivo so hoch sein können, um das Enzym zu 

aktivieren und dadurch den Zelltod zu initiieren. Der Schwerpunkt dieser Arbeit beschäftigt 

sich mit der Erörterung dieses Sachverhaltes.  

 Es sollte jedoch zunächst in kleineren Projekten untersucht werden, ob Endothelzellen 

auch gezielt vor dem apoptotischen Untergang geschützt werden können. Deshalb sollten 

auch die Endothelzell-protektiven Eigenschaften von einzelnen Lipoproteinfraktionen, der 

Omega-3-Fettsäure Docosahexaensäure (DHA) sowie den Inhaltsstoffen von Ginkgo biloba in 

der Zellkultur untersucht werden.  

Ginkgo biloba-Extrakte werden seit Jahrhunderten in der traditionellen Medizin als 

Geriatrika eingesetzt. Es liegen Erkenntnisse vor, die beschreiben, dass sie einen 

neuroprotektiven Effekt besitzen. Es sollte zudem untersucht werden, ob diese 

zellschützenden Eigenschaften auch an kultivierten Endothelzellen beobachtet werden 

können. 

Während LDL und VLDL als unabhängige Risikofaktoren in der Atherogenese 

bekannt sind, korreliert ein hoher HDL-Wert mit einer verringerten Inzidenz 

atherosklerotischer Erkrankungen. Mit Hilfe des bereits etablierten Zellkulturmodells sollten 

die Endothelzell-schützenden Eigenschaften dieser Lipide untersucht werden. 

DHA stimuliert die Aktivität der PP2C in vitro und ist in der Lage die Endothelzellen 

zu schädigen. Es ist jedoch auch bekannt, dass Omega-3-Fettsäuren protektive Eigenschaften 

haben können. Daher bestand eine weitere Aufgabe darin, zu prüfen, ob die DHA in niedriger 

Konzentration der Apoptose dieser Zellen entgegenwirken kann. 

Der große Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war jedoch die Entwicklung eines 

neuen, der Physiologie-nahen Zellkulturmodells. Hierbei sollte mit Hilfe von humanen Zellen 

sowie unter Einsatz humaner Lipoproteinfraktionen belegt werden, dass physiologische 
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Mengen der LPL aus menschlichen Makrophagen in der Lage sind genügend Fettsäuren 

freizusetzen, welche die Endothelzellen schädigen können. Da die LPL an der luminalen Seite 

des Endothels für die Spaltung von Triglyceriden aus Lipoproteinen verantwortlich ist, jedoch 

das Enzym nicht in diesen Zellen synthetisiert wird, sollte gezeigt werden, dass die Lipase aus 

kultivierten Makrophagen in das Zellmedium sezerniert und anschließend an HSPG der 

endothelialen Membran spezifisch binden kann. Dazu sollten Endothelzellen und 

Makrophagen im gleichen Kompartiment kokultiviert werden. 

Im Anschluss sollte demonstriert werden, dass die nun endothelial gebundene Lipase 

in der Lage ist, physiologische Konzentrationen von Lipoproteinen zu hydrolysieren, wobei 

untersucht werden sollte, ob die dabei freigesetzten Fettsäuren Apoptose in den Zellen 

auslösen können. 

Weiterhin sollte untersucht werden, ob die Hemmung der LPL-Aktivität mit einem 

spezifischen Inhibitor die Menge an freigesetzten Fettsäuren aus Lipoproteinen reduziert und 

daraufhin die Apoptoseinduktion in Endothelzellen verringert werden würde. 

Mit Hilfe der modernen Methodik der RNAi sollte zudem dargestellt werden, dass die 

Herunterregulation der LPL in Makrophagen die freigesetzte Fettsäuremenge in der Kokultur 

mit Endothelzellen reduziert und daraufhin die Apoptoserate der Endothelzellen ebenfalls 

verringert werden kann. 

Wenn diese Hypothesen verifiziert würden, dann könnten diese Ergebnisse einen 

deutlichen Hinweis dafür geben, dass im Körper ähnliche Fettsäuremengen freigesetzt 

werden, welche dann durch Aktivierung der PP2C zur Apoptose der Endothelzellen führen. 

Dies würde die proatherogene Rolle der ungesättigten Fettsäuren bekräftigen.  

 Weiterer Schwerpunkt der wissenschaftlichen Arbeit war zu untersuchen, ob eine 

ölsäurereiche Diät in gezüchteten Meerschweinchen eine atherosklerotische 

Läsionsentstehung induzieren kann. Dieses Vorhaben ist ein wichtiger Schritt die an 

Zellkulturen gewonnenen Erkenntnisse im intakten Versuchstier zu überprüfen und um 

letztendlich unsere Hypothese zu verifizieren. Dazu sollten Dunkin-Hartley-

Meerschweinchen mit einem Spezialfutter, welches mit 25% Trioleat angereichert wurde, 

über den Zeitraum von fünf Monaten ad libitum gefüttert werden. Durch Kontrolle der 

gefressenen Futtermenge sowie der Körpergewichtsentwicklung der Tiere sollte der Verlauf 

des Fütterungsversuches dokumentiert werden. Anschließend sollte neben der Untersuchung 

der Blutserumparameter die Progression der Atherosklerose in mit Trioleat-gefütterten 

Meerschweinchen im Vergleich zu fettarmgefütterten Tieren untersucht werden.  
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 Zusammenfassend kann man sagen, dass die vorliegende Arbeit die durch Lipide 

induzierte Atherogenese näher beleuchten sollte, um vielleicht neue Therapieansätze zu 

finden.  

 

 



48 

2 Material ien und Methoden 

2.1 Materialien  

2.1.1 Antikörper  

 

Erstantikörper: 

Anti- -Tubulin, monoklonal, Maus Sigma, Taufkirchen 

Anti-Bad, monoklonal, Maus Cell Signaling, Beverly, USA 

Anti-Bad, polyklonal, Kaninchen Cell Signaling, Beverly, USA 

 Anti-LPL, monoklonal, Maus Geschenk von Herrn Dr. Brunzell, 

University of Washington, Seattle, USA 

 Anti-PP2CŬ, polyklonal, Kaninchen  AG Klumpp, Münster 

 Anti-PP2C , polyklonal, Kaninchen AG Klumpp, Münster 

    

Zweitantikörper: 

anti-Kaninchen IgG, biotinyliert, Ziege Vector Labs., Burlingame, USA 

anti-Maus IgG, biotinyliert, Pferd Vector Labs, Burlingame, USA 

Texas Red
®
 anti-Kaninchen IgG, Ziege Molecular Probes, Leiden, Niederlande 

Texas Red
®
 anti-Maus IgG, Pferd Molecular Probes, Leiden, Niederlande

   

   

2.1.2 Chemikalien 

 

Agar  Merck, Darmstadt 

Agarose Gibco, Eggenstein 

Amersham ECL Kit Amersham, Buckinghamshire, England 

Ammoniumperoxysulfat (APS) AppliChem, Gatersleben 

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma, Taufkirchen  

BSA-Standard Sigma, Taufkirchen 

Calpaininhibitor Sigma, Taufkirchen 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, Taufkirchen    
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DNase I Sigma, Taufkirchen 

Docosahexaensäure (DHA) Sigma, Taufkirchen 

EDTA Sigma, Taufkirchen 

Ethanol 96% Lenz Chemie, Westerburg 

GBX Developer/Replenisher Sigma, Taufkirchen 

GBX Fixer/Replenisher Eastman Kodak, New York, USA 

Glycerol  Sigma, Taufkirchen 

Glycin Sigma, Taufkirchen 

Höchst 33258 (Bisbenzimid) Sigma, Taufkirchen 

Isopropanol Riedel de Haen, Seelze 

Kaliumbromid Sigma, Taufkirchen 

Kaliumchlorid Sigma, Taufkirchen 

Kaliumdihydrogencarbonat Merck, Darmstadt 

Lipoproteinlipase von Pseudomonas ssp. Sigma, Taufkirchen 

Lipoproteinlipase, bovin Sigma, Taufkirchen 

Magermilchpulver Heirler Cenovis, Radolfzell  

Meerschweinchendiäten Altromin, Lage 

Mercaptoethanol Sigma, Taufkirchen 

Methanol Merck, Darmstadt 

Micro BCA Protein Assay Interchim, Montlucon, Frankreich 

Natriumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt 

Natriumacetat Sigma, Taufkirchen 

Natriumchlorid Riedel de Haen, Seelze 

Natriumhydrogencarbonat Sigma, Taufkrichen 

Natriumhydroxid Sigma, Taufkrichen 

Nilblau A Sigma, Taufkirchen 

Oligofectamin
®
 Gibco, Eggenstein 

Ölsäure >99% (cell culture tested) Sigma, Taufkirchen 

Orlistat isoliert aus Xenical
TM

 Kapseln 

Paraformaldehyd Sigma, Taufkirchen 

Pferdeserum PAA, Marburg 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma, Taufkirchen 

Ponceau S Serva Feinbiochemica, Heidelberg  
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Rotiphorese
®
 30 (30% Acrylamid) 

Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1 Roth, Karlsruhe 

Salzsäure Merck, Darmstadt 

Sodium dodecylsulfate (SDS) Sigma, Taufkrichen 

Sterilium
®
 Bode Chemie, Hamburg 

N, N, N´, N -́Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma, Taufkirchen 

Tris Roth, Karlsruhe 

Tris-HCl Merck, Darmstadt 

Triton
®
-X-100 Sigma, Taufkirchen 

Trypanblau Sigma, Taufkirchen 

Trypsinlösung Promocell, Heidelberg 

Tween 20 Sigma, Taufkirchen 

Wasser, demineralisiert Milli QTM, Millipore, Neu-Isenburg 

Wasserstoffperoxid 30% Sigma, Taufkirchen 

Ziegenserum PAA, Marburg 

 

2.1.3 Verbrauchs- und Zellkulturmaterialien  

Cellstar
®
-Röhrchen  Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Corning
®
-Sterilfilter (0,22 µm)  Corning, New York, USA 

Dako Pen   Dako, Glostrup, Dänemark 

Deckgläser, 24 mm Ø  Kobe, Marburg 

Embedding Molds, 22 mm  Thermo Electron, Bremen 

Embedding Molds, 7x7x5 mm  Thermo Electron, Bremen 

Falcon
®
 Zellkulturflaschen  Fisher Scientific, Schwerte 

Humane umbilikale venöse Endothelzellen (HUVECs) Promocell, Heidelberg 

HUVECs growth medium  Promocell, Heidelberg 

Hybond Nitrocellulosemembran          Amersham, Braunschweig 

Kodak X-OMAT AR Film  Eastman Kodak, New York, USA 

Kryoröhrchen Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Kryo-serumfreies Medium  Promocell, Heidelberg 

Mikrotiterplatte Nunc-Immuno
TM

  Nunc, Roskilde, Dänemark 

Millex
®
 Sterilfilter (0,22 µM)  Millipore, Bedford, USA 

Objektträger, 76 x 26 mm  IDL, Nidderau 

OptiMEM
®
  Gibco, Eggenstein 
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Quickseal-System  Beckmann, Krefeld 

Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI-1640) Sigma, Taufkirchen 

Shandon Cryomatrix  Thermo Electron, Bremen 

THP-1-Zellen  Institut für Atherosklerose-

forschung, Münster 

Whatman-Papier  Schleicher & Schüll, Dassel  

Zellkulturschalen (Ø 35, 50mm und 90mm), 

Multiwells 24er  Fisher Scientific, Schwerte 

  

2.1.4 Geräte 

Autoklav HICLAVE HV -110 L, Tokio, Japan 

Blottingapparatur Biometra, Göttingen 

Brutschrank Heraeus, Hanau 

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 150 Zeiss, Jena 

Hitzesterilisator TV 40 UT, Memmert, Emmerdingen 

Konfokales Laserscanningmikroskop LSM 510; Zeiss, Jena 

Kühlzentrifuge Microfuge
®
 R Centrifuge, Beckman 

Lichtmikroskop Olympus
®
 OM-4Ti; Olym., Tokio, Japan 

pH-Meter Digital pH-Meter, Knick, Berlin 

Photometer BioMate3, ThermoSpectronic, Dreieich 

Pumpe  Laboport, KNF Neuberger, Freiburg 

Quickseal System Beckmann, Krefeld 

Reinstwasser-Anlage Milli QTM, Millipore, Neu-Isenburg 

Rotoren für Ultrazentrifuge Beckmann, Krefeld Modelle 50.3 Ti und 

50.4 Ti 

Schneidevorrichtung (tube slicer) Beckmann, Krefeld  

Spannungsquelle Electrophoresis Power Supply EPS 600, 

Pharmacia, Freiburg 

Ultraschallgerät Sonifier B-12, Branson Sonic Power 

Company, Danbury, USA 

Ultrazentrifuge (Modell L-8-55M) Beckmann, Krefeld 

Waagen P163, Mettler-Toledo, Gießen 

  Envirco C424 H, Ceag Schirp, Borken 

Werkbänke Lamin Air ELB 2448, Heraeus, Hanau 
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Zentrifuge Sepatech Biofuge 13, Heraeus Hanau

 

2.1.5 Software 

Endnote X www.endnote.com 

Macromedia Fireworks 8 Macromedia 

Microsoft Office 2007 Microsoft 

Microsoft Windows XP Microsoft 

WinSTAT Robert K. Fitch,  

 www.winstat.com 

Zeiss LSM Image Browser 3.5 Zeiss, Jena 

 

 

 

2.2 Zellkultur  

2.2.1 Allgemeine Arbeitsweise in der Zellkultur  

Die Arbeitstechniken in der Zellkultur erfordern eine aseptische Handlungsweise. Alle 

benötigten Reagenzien und Geräte wurden sterilisiert, um Keimarmut zu erzeugen. Arbeiten 

an lebenden Zellen sind ausschließlich in sterilen Werkbänken mit vertikalem oder 

horizontalem laminaren Luftzug durchgeführt worden.  

Glasgeräte sind vor Benutzung bei 180°C 120 min hitzesterilisiert, wässrige Lösungen, 

wie doppelt destilliertes Wasser, PBS (phosphate buffered saline) sowie Pipettenspitzen für 

Eppendorfpipetten sind bei 121°C und 2 Bar Überdruck 60 min autoklaviert worden. Das 

Zellmedium für die THP-1-Monozyten wurde sterilfiltriert, Endothelzellmedium sowie das 

OptiMEM steril bezogen. 

 

PBS  

NaCl     140 mM  

KCl     2,7 mM  

Na2HPO4   10 mM  

KH2PO4   1,8 mM  

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

2.2.2.1 THP-1-Zellen 

THP-1 ist eine humane monozytäre Suspensionszelllinie, isoliert aus dem Blut eines an 

Leukämie erkrankten Kindes. Für die Kultivierung dieser eukaryotischen Zellen wurde 

nachfolgendes Medium verwendet. 

 

Komponente Gehalt [mg/l] Komponente Gehalt [mg/l] 

Aminosäuren    

L-Arginin  200,00  L-Leucin  50,00  

L-Asparagin  50,00  L-Lysin x HCI  40,00  

L-Asparaginsäure  20,00  L-Methionin  15,00  

L-Cystein  50,00  L-Phenylalanin  15,00  

L-Glutamin  300,00  L-Prolin  20,00  

L-Glutaminsäure  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     

CaCl2  200,00  MgSO4 x 7 H2O  100,00  

Ca(NO3)2 x 4 H2O  100,00  NaCl  6000,00  

Fe(NO3)3 x 9 H2O  0,10  NaHCO3  2000,00  

KCl  400,00  NaH2PO4  800,00  

Vitamine     

p-Aminobenzoesäure  1,00  Pyridoxal x HCI  1,00  

D-Biotin  0,20  Riboflavin  0,20  

Cholinchlorid  3,00  Thiamin x HCI  1,00  

Folsäure  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 (RPMI-1640)  
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Komplettiertes RPMI-1640: 

RPMI-1640    500 mL 

Fetales Kälberserum (FCS)      10% (v/v) 

Penicillin        100 U/mL 

Streptomycin        100 ɛg/mL 

L-Glutamin        2 mM 

 

Die THP-1-Zellen wurden in 75 cm
2
 Kulturflaschen mit komplettiertem RPMI 1640 

Medium bei 37°C im Brutschrank (5% CO2, 95% Luftfeuchtigkeit) inkubiert. Alle drei bis 

vier Tage erfolgte ein Medienwechsel durch Abzentrifugation der Zellen und Resuspension 

des Pellet mit frischem Medium. Für Experimente mit THP-1-Makrophagen mussten die in 

Suspension vorliegenden THP-1-Monozyten zu adhärenten Makrophagen ausdifferenziert 

werden. Dies wurde durch Zugabe von 50 ɛM 2-Mercaptoethanol und 100 ng/mL Phorbol-

12-myristat-13-acetat (PMA) (Abb. 2.2-2) zum Zellmedium und anschließender Kultivierung 

im Brutschrank bei 37°C bewirkt (Tsuchiya et al., 1982; Dory, 1993). Die vollständige 

Ausdifferenzierung zu Makrophagen dauert 72 h. Da die untersuchte Lipoproteinlipase (LPL) 

eine maximale Expressionsrate vor der vollständigen Ausdifferenzierung zu Makrophagen 

hatte, wurden die Versuche meist mit sich differenzierenden Zellen durchgeführt. 

Bei allen Versuchen in denen das Zellmedium der THP-1-Makrophagen mit HUVECs 

in Kontakt kam, wurde 6 h nach Zugabe von PMA das Medium gewechselt, um die 

Endothelzellen vor PMA zu schützen. 

Zur Kryokonservierung wurden die THP-1-

Zellen bei 300 g für 10 min zentrifugiert und nach 

Zugabe des Einfriermediums in vorbereitete 

Gewebekulturröhrchen in mehrere Lagen Papiertücher 

gewickelt, um ein langsames Abkühlen der Proben zu 

ermöglichen. Die so eingepackten Röhrchen wurden 

über Nacht bei -80°C eingefroren und am nächsten 

Tag zur dauerhaften Lagerung in flüssigen Stickstoff  

(-196°C) überführt.  
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Abb. 2.2-2: Strukturformel von 

Phorbol-12-myristat -13-acetat 
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Einfriermedium: 

RPMI-1640      500 mL 

Fetales Kälberserum     10% (v/v) 

Penicillin      100 U/mL 

Streptomycin      100 ɛg/mL 

L-Glutamin      2 mM 

DMSO      10% (v/v) 

 

Bei Bedarf wurden die in Flüssigstickstoff kryokonservierten Zellen im Wasserbad bei 

37°C aufgetaut, mit komplettiertem Medium versetzt und im Brutschrank bei 37°C kultiviert. 

Am darauf folgenden Tag wurde das Medium gewechselt, um DMSO-Reste aus dem 

Einfriermedium zu entfernen. 

 

2.2.2.2 HUVECs 

Der Begriff HUVECs steht als Abkürzung für humane umbilikale venöse Endothelzellen. 

Diese Primärzellen werden aus der Nabelschnur, direkt nach der Abnabelung des Kindes von 

der Mutter, isoliert. Man gewinnt die Zellen in dem die Umbilikalvene mit einer 

Kollagenaselösung gespült wird, welche die Endothelzellen ablöst. Die gepoolten HUVECs 

wurden von der Firma Promocell (Heidelberg) kryokonserviert und kommerziell bezogen. 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Endothelzellwachstumsmediums der Firma 

Promocell (Heidelberg) in Kulturflaschen definierter Größe (75 cm²). Die Passagierung 

geschah bei einer Konfluenz von 90%, hierbei wurden die Zellen zweimal mit warmen PBS 

gewaschen, mit Trypsin/EDTA abgelöst, mit frischem Vollmedium 1:6 verdünnt und wieder 

ausgesät. Für Experimente wurden Zellen der Passage 3 bis 6 mit einer Konfluenz von 80% 

verwendet.  
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Zusammensetzung des Endothelzellwachstumsmediums:  

FCS 0,02 ml/ml  

Wachstumszusatz für Endothelzellen / Heparin  0,004 ml/ml  

Humaner epidermaler Wachstumsfaktor  0,1 ng/ml  

Humaner Fibroblasten-Wachstumsfaktor  1,0 ng/ml  

Hydrocortison  1,0 ɛg/ml  

Gentamycinsulfat  50 ɛg/ml  

Amphotericin B  50,0 ng/ml  

Endotheliales Wachstumsmedium  ad 500 ml  

 

Zur Kryokonservierung wurden die trypsinisierten HUVECs bei 220 g für 5 min 

zentrifugiert und nach Zugabe von Kryomedium der Firma Promocell (Heidelberg) in 

vorbereitete Gewebekulturröhrchen pipettiert, über Nacht bei -80°C eingefroren und am 

nächsten Tag zur dauerhaften Lagerung in flüssigen Stickstoff (-196°C) überführt.  

Das Auftauen der Zellen erfolgte bei 37°C im Wasserbad. Der Inhalt des Röhrchens 

wurde dann in eine bereits mit angewärmtem Zellmedium gefüllte Kulturflasche umgefüllt.  

 

2.2.2.3 Kokultivierung von THP-1-Zellen und HUVECs 

Um die Rolle der Fettsäure-induzierten Apoptose zu untersuchen, wurden sich 

differenzierende THP-1-Zellen mit HUVECs auf zwei verschiedene Arten kokultiviert.  

 

Zur direkten Kokultivierung beider Zellen direkt nebeneinander in der gleichen Schale 

wurden als erstes THP-1-Monozyten mit PMA und 2-Mercaptoethanol nach Vorschrift 

adhärent ausgesät. Nach 6 h wurde das phorbolesterhaltige Medium entfernt und die Zellen 

zweimal mit warmen OptiMEM
 
gewaschen. Dieser Schritt war notwendig, um die HUVECs 

nicht mit PMA in Kontakt kommen zu lassen. Durch den Medienwechsel konnte die 

Expression der LPL nicht beeinflusst werden. Als nächstes wurden trypsinisierte HUVECs 

definierter Zellzahl direkt in die Schalen mit sich differenzierenden THP-1-Zellen in 

OptiMEM ausgesät. Nach einem Zeitraum von 20 h nach Zugabe von PMA erfolgten 

immunzytochemische Aufnahmen der Zellen (Abb. 2.2-3). 

 

Für alle anderen Versuche wurde die separate Kokultur etabliert. Hierbei wurden beide 

Zellarten in einem Kompartiment (gleiches Gefäß und Zellmedium), jedoch als separate 

Monolayer kultiviert. Dies hatte den Vorteil jede Zellsorte für sich genau analysieren zu 
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können. Hierzu wurden zunächst HUVECs in 19,6 cm
2
 Schalen mit einer Zelldichte von  

3 x 10
5
 pro Schale im Endothelzellmedium kultiviert. THP-1-Zellen wurden auf präparierten 

Deckeln von 9,8 cm
2
 Schalen in 0,5 ml PMA-haltigem OptiMEM ausgesät. Die Zelldichte 

betrug 1 x 10
5
 bis 3 x 10

6
 Zellen pro Schale. Nach 6 h Differenzierungszeit wurden die Zellen 

mit warmen OptiMEM gewaschen und der Schalendeckel mit adhärenten THP-1-Zellen 

kopfüber in die Schale mit HUVECs eingebracht. Vorher wurden die Endothelzellen ebenfalls 

mit OptiMEM gewaschen, um Serumreste zu entfernen und daraufhin mit 1,5 ml OptiMEM 

befüllt, um die Translokation der LPL von THP-1-Zellen zu den HUVECs möglich zu 

machen. Der Abstand zwischen den beiden einlagigen Zellschichten betrug 0,5 mm (Abb. 

2.2-4).   
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Abb. 2.2-4: Aufbau der separaten Kokultur von HUVECs und THP-1-Zellen 

Abb. 2.2-3: Aufbau der direkten Kokultur für immunzytochemische Untersuchungen 



Materialien und Methoden  59 

 

N

H
N

N

NH

N

N

CH3

OH

2.2.2.4 Primäre murine Kardiomyozyten  

Die primären murinen Kardiomyozyten wurden freundlicherweise vom Institut für 

Pharmakologie am Universitätsklinikum Münster in Schalen kultiviert zur Verfügung gestellt. 

 

2.2.2.5 Nilblaufärbung zur Lipid detektion in der Zelle 

Die Detektion von Lipidstrukturen erfolgte mit dem Farbstoff Nilblau A. Dabei handelt es 

sich um ein Gemisch aus einem blauen, basischen Oxazin, das mit Phospholipiden und freien 

Fettsäuren interagiert und einem roten Oxazon, das neutrale Lipide anfärbt. Der Farbstoff 

kann zur Lokalisierung und Quantifizierung von Lipiden in der Zelle verwendet werden 

(Dunnigan, 1968; Ostle und Holt, 1982). Die Fluoreszenzdetektion erfolgte mit dem 

konfokalen Laserscanningmikroskop. Die Zellen wurden nach der Lipidbehandlung 30 min 

mit Paraformaldehyd 4% fixiert, mit PBS gewaschen und anschließend für weitere 60 min mit 

der Nilblaulösung inkubiert. Nach erneutem gründlichem Waschen mit PBS konnten die 

Zellen analysiert werden, wobei jeweils repräsentative Aufnahmen gemacht wurden. 

 

Nilblaulösung 

 

Nilblau A  1 mg 

PBS    100 ml 

 

2.2.3 Bestimmung der Apoptoserate mit Hoechst 33258 

Der membrangängige Farbstoff Hoechst 33258 (Abb. 2.2-5) bindet an Adeninreste der DNA-

Helix. Dies ist eine anschauliche Methode zur Darstellung und Evaluierung apoptotisch 

veränderter Zellkerne. Als apoptotisch wurden die Zellen nur dann bezeichnet, wenn sie eine 

kondensierte, fragmentierte Morphologie aufwiesen. 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2.2-5: Strukturformel von Hoechst 33258 
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Die Zellen wurden für 30 min mit Paraformaldehyd 4% fixiert. Anschließend erfolgte 

eine 30 min dauernde Behandlung mit dem Hoechst-Farbstoff in einer Konzentration von  

10 ɛg/ml in Methanol unter Lichtschutz. Nach dem Entfernen der Farbstofflösung wurden die 

Schalen mit PBS befüllt und bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt. Die Zellen wurden nach 

Anregung des mit der DNA interkalierenden Farbstoffs mit einer Quecksilberlampe, durch ein 

Fluoreszenzmikroskop detektiert. Bei der Zählung der apoptotischen Zellen wurden mehrere 

repräsentative Stellen der Kulturschale ausgezählt. Die Dokumentation der Färbung erfolgte 

mit dem konfokalen Laserscanningmikroskop bei einer Anregungswellenlänge von 350 nm 

und einer Emissionswellenlänge von 420 bis 520 nm. 

 

2.2.4 Apoptoseinduktion in HUVECs durch Staurosporin 

1977 charakterisierten Omura und Mitarbeiter das Staurosporin, 

eine Substanz aus einer Streptomyces-Art, die ein starker 

Inhibitor von Proteinkinasen ist (Omura et al., 1995) (Abb. 

2.2-6). Die Hemmung solcher Enzyme führt in Zellen zur 

Induktion der Apoptose.  

In der vorliegenden Arbeit wurden 80% konfluente 

HUVECs mit 50 bis 300 nM Staurosporin im 

Endothelzellmedium (Promocell, Heidelberg) über einen 

Zeitraum von 5 bis 24 h behandelt und daraufhin die 

Apoptoserate bestimmt. 

 

2.2.5 Apoptoseinduktion in HUVECs durch Serumentzug 

Eine weitere Methode, um Apoptose in der Zellkultur auszulösen, ist der Serumentzug aus 

dem Medium. Serumdeprivation in Kultur bewirkt den Wegfall von exogen zugeführten 

Nährstoffen und Wachstumsfaktoren. Durch diesen Entzug werden die meisten Zellen in der 

G1-Phase des Zellzyklus arretiert und langfristig geschädigt (Rhodes et al., 1994).  

Als serumfreies Medium wurden OptiMEM sowie das Endothelzellmedium der Firma 

Promocell (Heidelberg) verwendet. Beim Letzteren wurde das FCS und Wachstumsfaktoren 

enthaltene supplement pack nicht zum Medium zugegeben. HUVECs wurden 50 bis 72 h mit 

serumfreien Medien behandelt. Es folgte die Fixierung mit Paraformaldehyd 4% sowie die 

Untersuchung der Apoptoserate mit Hoechst 33258. 

 

Abb. 2.2-6: Strukturformel 

von Staurosporin 
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2.2.6 Apoptoseinduktion in HUVECs mit Lipoproteinen und Lipase 

HUVECs wurden mit Lipoproteinen mit oder ohne LPL-Zugabe behandelt. Es wurden zwei 

verschiedene Lipasen verwendet, die bovine und die aus der Pseudomonas ssp. stammende. 

Nach 24 h Behandlung wurden die Zellen mit Paraformaldehyd 4% fixiert, mit dem Hoechst 

33258 Farbstoff inkubiert und anschließend die Apoptoserate untersucht. 

 

2.2.7 Apoptoseinduktion in HUVECs mit VLDL und Makrophagenmedium  

THP-1-Monozyten wurden mit PMA sowie ɓ-Mercaptoethanol nach Protokoll behandelt. 

Nach 6 h Differenzierungszeit wurde das Medium entfernt, die Zellen mit OptiMEM 

gewaschen und neues frisches Medium zugesetzt. Dieser Schritt war notwendig, um PMA-

Reste zu eliminieren. Genau 6 h später, also insgesamt 12 h nach Zugabe von PMA, wurde 

das Zellmedium, in welches die LPL sezerniert wurde, entnommen. Mit diesem Medium 

wurden sowohl mit als auch ohne VLDL-Zugabe in Konzentrationen zwischen 0,1 bis  

100 mg/dl die HUVECs inkubiert. Die Behandlungsdauer lag zwischen 24 und 48 h. Danach 

erfolgte eine Fixierung, Färbung und die Untersuchung der Apoptoserate. 

 

2.2.8 Apoptoseinduktion in kokultivierten  HUVECs mit VLDL  

HUVECs und sich differenzierende THP-1-Zellen wurden zusammen in einem 

Kompartiment, wie im Kapitel 2.2.2.3 beschrieben, separat kokultiviert. In das gemeinsame 

Medium in der Kokultur wurde VLDL, 6 h nach Zugabe von PMA, in Konzentrationen 

zwischen 0,1 und 100 mg/dl zugegeben. Die Behandlungsdauer mit VLDL dauerte zwischen 

14 und 18 h, also bis zum Zeitpunkt 20-24 h nach Addition von PMA. Die Apoptoserate der 

behandelten HUVECs wurde nach Fixierung und Färbung der Zellkerne analysiert. 
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2.3 Tiere und Tierhaltung  

Alle Tiere wurden entsprechend den tierschutzrechtlichen Richtlinien gehalten und behandelt. 

 

2.3.1 Meerschweinchen 

Im Rahmen des Fütterungsversuchs wurden 40 männliche Dunkin-Hartley-Meerschweinchen 

(Alter 7 Wochen, Körpergewicht 350-400 g; Charles River, Sulzfeld) verwendet. Dabei 

wurden die Tiere in zwei Gruppen (n=20) aufgeteilt. Die Versuchsdauer belief sich auf  

150 Tage. Die Einzelhaltung der Tiere wurde in Makrolon Typ IV Käfigen durchgeführt und 

erfolgte in einem klimatisierten Tierstall unter standardisierten Bedingungen 

(Raumtemperatur 23°C, relative Luftfeuchtigkeit 55%, zwölfstündiger Hell-Dunkel 

Rhythmus).  

 

2.3.2 Diäten und Fütterung 

Die Fütterung erfolgte jeweils mit einer fettarmen und einer 25% Glycerol-Trioleat (Trioleat)-

angereicherten Spezialdiät (Altromin, Lage) (Abb. 2.3-1). Entsprechend unterschiedlich 

waren die Energieanteile der beiden Diäten. Bei der fettarmen Diät waren die Kohlenhydrate 

dominierend, während bei der Trioleatdiät die Fette überwiegten. Die Energiedichte des 

Fettfutters war etwa 50% höher als die der Kontrolldiät (Abb. 2.3-1 und Abb. 2.3-2).  

Das Futter wurde bei -20°C gelagert, um eine Oxidation der ungesättigten Fettsäuren 

zu vermeiden. Die Tiere hatten freien Zugang zum Futter (ad libitum) sowie zum 

Trinkwasser. Die verzehrte Futtermenge sowie das Körpergewicht der Meerschweinchen 

wurden zweimal pro Woche dokumentiert.  
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 Fettarme Diät Diät mit 25% Triol eat 

Diätbezeichnung 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 

Aminosäuren:   

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 

Phenylalanin 7392 5280 

Valin 3328,5 2377,5 

Alanin 2431,8 1737 

Asparaginsäure 3574,2 2553 

Glutaminsäure 24330,6 17379 

Glycin 3181,5 2272,5 

Prolin 13141,8 9387 

Serin 5386,5 3847,5 

Tyrosin 9628,5 6877,5 

Vitamine und Zusätze:   

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 

Nikotinsäure 50,1 50,1 

Pantothensäure 50,1 50,08 

Folsäure 10,013 10,0 

Biotin 0,201 0,201 

Cholinchlorid 1012 1008 

p-Aminobenzoesäure 100 100 

Inosit 111,5 108,2 

Vitamin C 3920 3920 

Vitamin A I.E./kg 15000 15000 

Vitamin D3 I.E./kg 500 500 
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 Fettarme Diät Diät 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 5,4 

Jod 0,45 0,45 

Molybdän 0,198 0,198 

Fluor 4,1 4,1 

Selen 0,329 0,298 

Kobalt 0,137 0,133 

Aluminium 6,09 5,41 

Fettsäuren   

Myristinsäure C-14:0 0 0 

Palmitinsäure C-16:0 0 0 

Palmitoleinsäure C-16:1 0 0 

Margarinsäure C-17:0 0 0 

Stearinsäure C-18:0 0 0 

Ölsäure C-18:1 0 239079  

Linolsäure C-18:2 0 0 

Linolensäure C-18:3 0 0 

Arachinsäure C-20:0 0 0 

Eicosaensäure C-20:1 0 0 

Arachidonsäure C-20:4 0 0 

Behensäure C-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) 44,9 27,1 

   

Protein Energie (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 Meerschweinchendiäten 
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2.3.3 Blutentnahme und Untersuchung der  Blutseren 

Nach 45 Tagen Fütterung wurde jeweils fünf Meerschweinchen aus jeder Gruppe 1 ml Blut 

durch Punktion die Ohrvene entnommen. Am Versuchsende erfolgte die Blutentnahme durch 

Herzpunktion an den euthanasierten Tieren. 

Abb. 2.3-2: Nährstoffverhältnisse in den Meerschweinchendiäten 
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Das Blut wurde bei Raumtemperatur (RT) 30 min stehen gelassen und für 15 min bei 

3000 g zentrifugiert. Anschließend konnte das Serum entnommen und bei -80°C gelagert 

werden. 

Die Untersuchung der Blutserumparameter erfolgte durch das Institut für 

Atheroskleroseforschung, Münster, mit der entsprechenden Methode: 

 

Parameter Methode 

Triglyceride GPO-PAP 

Cholesterol, gesamt CHOD-PAP 

Cholesterol, HDL CHOD-PAP 

Cholesterol, LDL CHOD-PAP 

 

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

 

2.3.4 Präparation und Gewebekonservierung 

Nach 150 Tagen Fütterungszeit wurden die Meerschweinchen mit 100 mg Pentobarbital 

pro kg Körpergewicht i.p. narkotisiert und getötet. Nach dem öffnen des Thorax wurde aus 

dem noch schlagenden Herzventrikel Blut mit einer Spritze entnommen und anschließend die 

beiden Carotiden freipräpariert, mit Shandon CryomatrixÊ in Embedding Molds eingebettet 

und in flüssigem Stickstoff (-196°C) eingefroren. Die langfristige Lagerung erfolgte bei  

-80°C. Weiterhin wurden der Aortenbogen, der thorakale und abdominale Teil der Aorta 

sowie das Herz entnommen und auf die gleiche Art und Weise kryokonserviert. Die Herzen 

wurden zusätzlich gewogen und fotografiert. Nach Dekapitierung wurde das Fell vom 

Schädel entfernt, mit einer Schädelzange die Schädelkalotte bis zur Bregma aufgetrennt, die 

Knochen der Hemisphären freigelegt, das Gehirn vorsichtig entnommen und in 

Paraformaldehyd 4% konserviert.  

 

2.3.5 Histologische Methoden 

Gewebeschnitte der Herzen und Aorten in der Dicke von 10 µm wurden vom Institut für 

Atheroskleroseforschung in Münster angefertigt.  
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2.3.5.1 TUNEL -Färbung 

Die TUNEL-Methode (terminal deoxynucleotidyl dUDT nick end labeling) eignet sich zur 

Untersuchung toter Zellen mit fragmentierter DNA. Es wurde der DeadEndÊ Colorimetric 

TUNEL System-Kit der Firma Promega nach Protokoll verwendet. Die Auswertung erfolgte 

kolorimetrisch am Lichtmikroskop. 

 

 

 

2.4 Untersuchungen auf Proteinebene 

2.4.1 Proteinbestimmung 

2.4.1.1 Aufschluss von Zellen für das Westernblotting 

Adhärente HUVECs und sich differenzierende THP-1-Zellen wurden mit PBS gewaschen, auf 

Eis mit Lysispuffer versetzt (50-100 µl pro 9,8 cm
2
 Schale) und mit einem Schaber 

gesammelt. Die gewonnene Zellsuspension wurde zum Aufschluss mit Ultraschall 

homogenisiert und bei -80°C gelagert. Suspensionszellen wurden analog behandelt, jedoch 

wurde vorher das Medium abzentrifugiert, mit PBS gewaschen und nochmals vom Überstand 

abgetrennt. Der Zellniederschlag wurde dann mit dem Extraktionspuffer behandelt, mit 

Ultraschall aufgeschlossen und eingefroren. 

 

Lysispuffer mit SDS (für Western Blotting) 

 Glycerol   1,0 ml 

 SDS 10%  3,0 ml 

 Tris-HCl pH 6,8 0,5 M 2,5 ml 

 Aqua dest.  2,5 ml 

 PMSF 1 M  10,0 µl 

 Trypsininhibitor 5 mg/ml  14,0 µl 

 Calpaininhibitor I 10 µM 100,0 µl 
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2.4.1.2 Bestimmung der Proteinmenge  

BCA (bicinchoninic acid) 

Proteinkonzentrationen wurden photometrisch mit dem BCA-Assay bestimmt (Smith, P. K. et 

al., 1985). Dabei wird die Biuret-Reaktion genutzt, bei welcher Cu
2+ 

-Ionen durch die 

Bindung von Peptiden zu Cu
1+

-Ionen reduziert werden. BCA kann dann mit Cu
1+

 einen 

Chelatkomplex bilden, der eine starke Lichtabsorption bei 562 nm hat, die sich linear mit 

einer steigenden Proteinkonzentration vergrößert. Mit BSA als Referenzprotein wurde 

zunächst eine nach dem Protokoll des Herstellers vorgegebene Verdünnungsreihe angefertigt. 

BSA wurde hierbei in dem Puffer verdünnt, in welchem sich auch das später zu bestimmende 

Proteinlysat befand. Es wurden jeweils 3 µl Proteinlösung in 500 µl BCA Reagenz gegeben, 

gemischt und für 30 min bei 60°C im Wasserbad inkubiert. In eine Mikrotiterplatte wurden 

dann 200 µl jeder Probe und der Standardproben einpipettiert, um sie anschließend in einem 

Plattenreader photometrisch zu vermessen. Die Proteinkonzentration konnte dann anhand der 

erhaltenen Eichgerade und des Verdünnungsfaktors ermittelt werden.  

 

Proteinmessung mit BCA-Lösung (Kit) 

 Reagenz A: 2% Na2CO3, 0,95% NaHCO3,  

  0,16% Natriumtartrat  in 0,2 M NaOH: 24 Teile 

 Reagenz B: 1% Bicinchoninsäure:    25 Teile 

 Reagenz C: 4% CuSO4 x 5 H2O:    1 Teil 

  

Albuminstandard 

 BSA 2 mg/ml 

 NaCl  0,9% 

 NaN3 0,05%  

 

Proteinmessung nach Lowry  

Bei dieser Proteinbestimmungsmethode werden auch membrangebundene Proteine miterfasst 

(Lowry et al., 1951). Zunächst wurden 3-10 µl der zu untersuchenden Probe mit 100 µl 

demineralisiertem Wasser verdünnt und mit 2 ml frisch hergestelltem Lowry-Reagenz für  

10 min bei RT inkubiert. Die enthaltene Natronlauge löst die membranständigen Proteine von 

den Zellen, woraufhin sich Protein-Kupferionenkomplexe bilden. Nach einer Zugabe von  

100 ɛl Folin-Ciocalteau-Phenol-Reagenz bildete sich nach einer Inkubationszeit von 30 min 

bei RT eine der Proteinkonzentration proportionale Blaufärbung der Lösung, die daraufhin bei 
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720 nm photometrisch vermessen wurde. Zur Kalibrierung diente eine BSA-Standardreihe  

(5-80 ɛg BSA). 

 

Lowry-Reagenz 

Reagenz A:  2% Na2CO3 in 0,1 M NaOH   100 Teile 

Reagenz B:  1% CuSO4     1 Teil 

Reagenz C:  2,7% Kalium-Natriumtartrat   1 Teil 

 

2.4.2 SDS-PAGE und Western Blotting  

2.4.2.1 Prinzip von SDS-PAGE und Western Blotting 

Mit der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) können Nukleinsäuren oder 

Proteine nach Molekulargewicht aufgetrennt werden. Dabei wandern die zu untersuchenden 

Moleküle in einem elektrischen Feld durch eine aus einem Gemisch aus Acrylamid und 

Bisacrylamid bestehende Gelmatrix. Acrylamid bildet in Anwesenheit freier Radikale in einer 

Kettenreaktion lange Polymere, Bisacrylamid diente dazu, diese Polymere zu vernetzen. Als 

Katalysator wurde TEMED (N,N,N',N'- Tetramethylethylendiamin), als Radikalbildner APS 

(Ammoniumperoxodisulfat) eingesetzt. Durch eine Denaturierung der Proteine mit 

Sodiumdodecylsulfat (SDS) erhalten die resultierenden Proteinkomplexe eine gleichmäßig 

verteilte negative Ladung, was das Prinzip der Auftrennung nach der Molmasse ermöglicht. 

Um eine schärfere Bandentrennung zu erreichen wird über das Trenngel ("separating gel" 

oder "resolving gel") ein Sammelgel ("sampling gel" oder "stacking gel") gegossen, in dem 

die Proben aufgetragen werden. Sie müssen zunächst ein kurzes Stück durchwandern, bevor 

das Trenngel erreicht wird. Die Matrix im Sammelgel besitzt größere Poren und einen 

anderen pH-Wert als das Trenngel. Dadurch wandern die Proteine schnell und ohne eine 

Auftrennung als scharfe Bande. Mit Erreichen der Grenzfläche zum Trenngel, das ein 

dichteres Polymer-Netzwerk aufweist, wird ihre Geschwindigkeit, nun abhängig von der 

Molmasse, verringert und es kommt zu einer Trennung der Proteine nach der Größe.  

 

Der Western Blot schließt sich an die SDS-Gelelektrophorese an. In einem, senkrecht 

zur ursprünglichen Laufrichtung, elektrischen Feld werden die sich im Gel befindlichen 

Proteine auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und dadurch immobilisiert. Die 

Immunodetektion des Proteins erfolgt mittels eines antigenspezifischen Primärantikörpers, der 

an Epitope bindet. An den primären Antikörper bindet wiederum ein sekundärer Antikörper, 
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an dem eine Peroxidase gekoppelt ist. Dieses Enzym katalysiert eine chemische Reaktion, bei 

der Chemolumineszenz freigesetzt wird. Die Detektion der Proteine erfolgt im Anschluss 

mittels Fotopapier, das durch das freigesetzte Licht belichtet wird. 

 

2.4.2.2 Herstellung der SDS-Polyacrylamidgele 

Zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden diskontinuierliche SDS-

Polyacrylamidgele (10 cm x 10 cm x 0,5 mm), bestehend aus zwei Einheiten: einem 5%igen 

Sammelgel und einem 12,5%igen Trenngel gegossen.  

 

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

 

Sammelgel (Für 10 Gele) 

Rotiphorese
®
 30       3 ml 

Sammelgelpuffer       5 ml 

H2O         12 ml 

TEMED        30 ɛl 

APS (20%)        120 ɛl 

 

Sammelgelpuffer 

Tris         60,5 g 

SDS         4,0 g 

H2O        ad 1000 ml 

pH 6.8        (eingestellt mit HCl) 

 

Ammoniumperoxysulfat (APS) (20%) 

APS         200 mg 

H2O        ad 1 ml 

 

Trenngelpuffer 

Tris         182 g 

SDS         4 g 

H2O        ad 1000 ml 

pH 8,8        (eingestellt mit HCl) 
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Zuerst wurde die Gel-Apparatur mit den Glasplatten, entsprechenden Abstandshaltern 

bzw. Kämmen aufgebaut und mit Agarlösung abgedichtet. Anschließend wurde das Trenngel 

eingegossen, der Zusatz von Radikalspender APS, wodurch die Polymerisation startete und 

TEMED, einem Katalysator, erfolgte kurz zuvor. Das flüssige Trenngel wurde nach dem 

Gießen mit Isopropanol überdeckt. Nach 45 min wurde der Alkohol entfernt und das 

Sammelgel nach gleichem Verfahren eingefüllt. Nach weiteren 45 min Polymerisationszeit 

konnten die fertigen Gele bei 4°C feucht gelagert werden. 

 

2.4.2.3 SDS-PAGE 

Mit Hilfe der SDS-Gelektrophorese werden Proteine entsprechend ihres Molekulargewichtes 

unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt. Durch Zusatz von SDS und Erhitzen auf  

95°C werden nichtkovalente Wechselwirkungen in nativen Proteinen aufgehoben. Die 

denaturierten Polypeptide binden SDS-Anionen und erhalten dadurch eine negative Ladung. 

Da die Menge an gebundenem SDS proportional zum Molekulargewicht der Proteine ist, 

wandern die SDS-Polypeptidkomplexe entsprechend ihrer Größe durch das Polyacrylamidgel. 

Als Referenz dienen kommerziell erhältliche, farbige Markerproteine.  

Als Elektrophoresepuffer wurde ein Tris-Glycin-Puffer verwendet. Die Proteine 

wandern zwischen den schneller wandernden Chlorid-Ionen des Sammelgelpuffers und den 

langsamer wandernden Glycin-Ionen des Elektrophoresepuffers und werden dadurch in engen 

Banden im Sammelgel fokussiert. Beim Einwandern der Proben in das Trenngel, das eine 

geringere Porenweite, eine höhere Salzkonzentration sowie einen höheren pH-Wert besitzt, 

wandern die Glycin-Ionen an der Front, und die Proteine werden nun aufgrund ihrer 

molekularen Größe getrennt.  

Die bei -80°C gelagerten Proteinproben wurden langsam auf Eis aufgetaut, bei der 

Probenvorbereitung in Probenpuffer im Verhältnis 1:5 bei 95°C 5 min hitzedenaturiert und 

anschließend zentrifugiert. Es wurden jeweils gleiche Proteinmengen pro Spur verwendet  

(20 bis 80 µg). Das im Probenpuffer enthaltene ɓ-Mercaptoethanol, ein niedermolekulares 

Thiol, bewirkte eine Reduzierung von Disulfidbrücken in den Proteinen. Anschließend 

wurden die Proben in das Gel einpipettiert und nach Anlegen einer Spannung aufgetrennt. Für 

die Verweildauer im Sammelgel wurden 100 V, im Trenngel 180 V angelegt. 
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Probenpuffer 

Tris   157,5 mg 

SDS              1 g 

2-Mercaptoethanol              1 ml 

Glycerin              2 ml 

Bromphenolblau              6 mg 

Aqua dest.    6 ml 

pH 6,8     (eingestellt mit HCl vor 

Bromphenolblauzugabe) 

 

Elektrophoresepuffer 

Tris                 3,0 g 

Glycin         14,4 g 

SDS       1,0 g    

 Aqua dest.        ad 1000 ml    

 

2.4.2.4 Western Blotting und Immunodetektion 

Der Transfer der Proteine auf die Matrix erfolgt auf elektrophoretischem Weg. Dabei wird ein 

elektrisches Feld angelegt, wodurch die Proteine aus dem Gel auf die Nitrocellulosemembran 

transportiert und dort gebunden werden. Gel und Membran wurden sandwichartig von 

Filterpapieren eingerahmt und zwischen die Elektroden gelegt (Abb. 2.4-1). Methanol im 

Puffer dient dazu SDS aus den Protein-Detergens-Komplexen zu entfernen und die Bindung 

der SDS-freien Proteine an die Membran zu erhöhen.  

 

 

 

 

Whatman-Papiere 

Whatman-Papiere 

SDS-PAGE Gel 

Anode 

Kathode 

Nitrocellulosemembran 

Abb. 2.4-1: Das Prinzip des Blotting-Ablaufs 
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Transferpuffer 

 Tris                                          3,027 g 

 Glycin                                  14,4 g 

 Methanol                              100 ml 

 Aqua dest.                          ad 1000 ml 

 

 Die Proteine wurden bei 250 mA für 55 min geblottet. Anschließend musste die 

Nitrocellulosemembran für 20 min in ein Ponceau S-Bad gelegt werden, um die Proteine zu 

fixieren und um sicherzustellen, dass das Blottingverfahren erfolgreich bzw. gleichmäßig war. 

Daraufhin wurde die Membran mit TBST (Tris-buffered saline with Tween) 5 min gewaschen, 

60 min mit Blockpuffer (5% Magermilchpulver in TBST) bei RT behandelt und anschließend 

mit dem entsprechenden Erstantikörper über Nacht bei 4°C inkubiert.  

 

Ponceaurot S-Lösung 

 Ponceau S rot 2 g 

 Trichloressigsäure                15 g 

 Aqua dest.                              ad 1000 ml 

 

TBST 

 Tris                                                             1,211 g 

 NaCl                                                           8,765 g 

 Tween 20                                                   1 ml 

 Aqua dest.                                                  ad 1000 ml 

 pH 7,5  (eingestellt mit HCl) 

 

Primäre Antikörper 

 Polyklonaler anti-Bad-Antikörper   1:1000 in 5% BSA/TBST  

 Monoklonaler anti-Bad-Antikörper    1:1000 in 5% BSA/TBST 

 Monoklonaler anti-LPL-Antikörper  1:1000 in 5% BSA/TBST  

 Polyklonaler anti-PP2CŬ-Antikörper   1:1000 in 5% BSA/TBST 

 Polyklonaler anti-PP2C -Antikörper   1:1000 in 5% BSA/TBST 

 Polyklonaler anti- -Tubulin-Antikörper   1:10000 in 5% BSA/TBST 
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Sekundäre Antikörper 

 HRP-gekoppelter anti-Maus-Antikörper in 5% BSA in TBST 

HRP-gekoppelter anti-Kaninchen-Antikörper in 5% BSA in TBST 

  

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

Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase; HRP)-gekoppelten Zweitantikörper (1:2500) 

für 60 min inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurde die Membran mit der ECL-

Lösung behandelt. Die Peroxidase katalysiert die Oxidation des in der ECL-Lösung 

enthaltenen Luminol in der Gegenwart von Wasserstoff-Peroxid (H2O2). Durch die Oxidation 

wird das Luminol in einen angeregten Zustand versetzt und emittiert Licht, welches durch 

einen Kodakfotofilm in der Dunkelkammer sichtbar gemacht werden kann. Je nach Stärke der 

Signale wurde entsprechend die Expositionsdauer variiert. Der Fotofilm wurde dann mit einer 

Entwicklerlösung behandelt und anschließend fixiert. 

 

2.4.3 Immunzytochemie 

Für immunzytochemische Aufnahmen von THP-1-Zellen und HUVECs wurden die Zellen in 

Ø 35 mm Schalen auf Deckgläsern Ø 24 mm ausgesät. 

 

2.4.3.1 Das Prinzip der Immunzytochemie 

Die Immunzytochemie dient dem spezifischen qualitativen sowie quantitativen Nachweis von 

Proteinen in einzelnen Zellen. Im Zusammenhang mit Gewebeschnitten wird oftmals auch der 

Begriff Immunhistochemie verwendet. Der Vorteil dieser Methode, im Vergleich zu anderen 

Immunoassays, liegt in der Möglichkeit, Proteine auf morphologischer Ebene zu lokalisieren, 

um so Hinweise auf physiologische Zusammenhänge und Funktionen zu erhalten. Bei der 

Durchführung verwendet man spezifische Antikörper, die mit den Zielproteinen eine Bindung 

eingehen. Weiterhin erfolgt, wie bereits beim Western Blot beschrieben, eine Inkubation mit 

einem markierten Sekundärantikörper. Die Detektion der Antigen-Antikörper Komplexe 

erfolgt photometrisch mit fluoreszierenden Farbstoffmolekülen mit Hilfe eines 

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

Zur immunzytochemischen Detektion von Bad und LPL 

wurde ein mit dem Fluoreszenzfarbstoff Texas Red
®
 

gekoppelter Zweitantikörper verwendet (Abb. 2.4-2). Die 

Zellen wurden zunächst mit Paraformaldehyd 4% fixiert 

und mit PBS gewaschen. Danach erfolgte eine 

Permeabilisierung der Zellmembranen mit 0,2% Triton-X-

100 in PBS, um dem Antikörper Zugang zum Zielprotein 

zu ermöglichen. Unspezifische Bindestellen wurden mit 

Blockpuffer I maskiert. Es folgte eine Inkubation der 

Zellen mit dem Erstantikörper (beide monoklonal, in der 

Maus erzeugt) in einer Konzentration von 1:100 im Blockpuffer I bei 4°C über Nacht. Am 

nachfolgenden Tag und nach einem weiteren Waschschritt, erfolgte eine Inkubation der 

Zellen mit einem Texas Red-gekoppelten anti-Maus-Zweitantikörper. Danach wurden die 

Deckgläser mit einem handelsüblichen Nagellack auf Objektträgern fixiert und mit dem 

konfokalen Laserscanningmikroskop vermessen. Die Anregung für Texas Red erfolgte mit 

einem Helium-Neon-Laser bei einer Wellenlänge von 543 nm und einer 

Emissionswellenlänge größer 585 nm. Alle fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen eines 

Versuches wurden mit der gleichen Laserintensität und der gleichen Detektorsensitivität 

gemacht, um die Immunreaktivität zwischen verschiedenen Behandlungsgruppen vergleichen 

zu können. 

 

2.4.3.3 Detektion von PP2Cɓ mit Fluoresceinisothiocyanat 

Die immunzytochemische Detektion von PP2Cɓ erfolgte 

mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC; Abb. 2.4-3). 

Nach einer Fixierung mit 4% Paraformaldehyd und 

einem Waschschritt mit PBS erfolgte eine 

Permeabilisierung der Zellmebranen mit 0,2% Triton-X-100 

in PBS. Unspezifische Bindestellen wurden mit Blockpuffer 

II maskiert. Daraufhin wurden die Zellen mit dem 

Erstantikörper in einer Konzentration 1:100 gegen die 

PP2Cɓ (polyklonal, im Kaninchen erzeugt) in Blockpuffer 

II  bei 4°C über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Zellen erneut intensiv mit PBS 

Abb. 2.4-3: Strukturformel von 

Fluoresceinisothiocyanat (FITC) 

OO

N

C

S

COOH

OH

Abb. 2.4-2: Strukturformel von 

Texas Red
® 
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gewaschen und mit dem biotinylierten anti-Kaninchen Zweitantikörper für 1 h behandelt. Im 

Anschluss wurde wieder gewaschen und mit einer FITC-Lösung für 1 h unter Lichtschutz 

inkubiert. Danach wurden die Deckgläser mit einem handelsüblichen Nagellack auf 

Objekträgern fixiert und mit dem konfokalen Laserscanningmikroskop vermessen. Für FITC 

erfolgte die Anregung mit einem Argon-Laser; die optimale Anregungswellenlänge beträgt 

494 nm, die der Emission 518 nm.  

 

2.4.3.4 Doppelfärbung von Bad und PP2Cɓ  

Für die gleichzeitige Darstellung zweier Proteine sind spezifische Antikörper notwendig, die 

jeweils aus verschiedenen Spezies stammen. In dem Fall wurde ein polyklonaler anti-PP2Cɓ 

Antikörper (Kaninchen) sowie ein monoklonaler anti-Bad Antikörper (Maus) für die 

Demonstration der Proteinexpression verwendet. 

Zunächst erfolgte nach obigem Protokoll die Markierung für PP2Cɓ mit FITC. Jedoch 

wurde nach der Inkubation mit dem Sekundärantikörper nicht sofort mit FITC Lösung 

behandelt, sondern zunächst wieder mit Blockpuffer I inkubiert. Nach einem Waschschritt mit 

PBS, wurde die Texas Red Färbung für Bad wie üblich durchgeführt und anschließend mit der 

FITC-Lösung, wie bereits beschrieben, inkubiert. Nach dem Eindeckeln konnten die Proben 

vermessen werden. Die Spektren der beiden verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe liegen weit 

genug auseinander, um simultan analysiert zu werden. Somit konnten beide Proteine gut 

nebeneinander durch sogenanntes Multitracking dargestellt werden. Ein Überlagern der 

jeweiligen Aufnahmen von Bad und PP2Cɓ konnte eine simultane Darstellung der beiden 

Proteine und deren Lokalisation ermöglichen. 

 

Triton X-100 0,2% 

Triton X-100       20 ɛl 

PBS        ad 10 ml 

 

Blockpuffer I (Bad, LPL) 

Pferdeserum       0,5 ml 

PBS        ad 10 ml 

 

Blockpuffer II (PP2Cɓ) 

Ziegenserum       0,5 ml 

PBS        ad 10 ml 
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Erstantikörper-Lösung 

Antikörper       10 ɛl 

Blockpuffer       ad 1000 ɛl 

 

Zweitantikörper-Lösung 

anti-Kaninchen IgG biotinyliert    5 ɛl 

Blockpuffer       ad 1000 ɛl 

 

FITC-Lösung 

FITC-Avidin       6 ɛl 

PBS        ad 1000 ɛl 

 

 

 

2.5 Untersuchungen auf RNA Ebene 

2.5.1 Polymerase-Kettenreaktion nach reverser Transkription 

2.5.1.1 Prinzip der RT-PCR 

Bei der reversen Transkriptase Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) handelt es sich um eine 

in vitro Technik zur Vervielfachung und Analyse von Messenger-RNA (mRNA), dem 

Vorboten von Proteinen. Das Enzym reverse Transkriptase kehrt also die Reaktion, bei der 

aus DNA zunächst mRNA hergestellt wird, um. Hierbei wird aus mRNA copy-DNA (cDNA) 

synthetisiert. Mit Hilfe der PCR ist eine gezielte Vermehrung eines spezifischen DNA-

Genomfragmentes der cDNA, das zwischen zwei Regionen mit bekannter Nukleotidsequenz 

liegt, möglich. Diese Methode erlaubt also die Amplifikation sehr geringer DNA-Mengen. 

Das Prinzip lässt sich so beschreiben: Zunächst erfolgt die Denaturierung der 

doppelsträngigen DNA (dsDNA), an welche sich am 5´- und 3́-Ende des zu amplifizierenden 

Bereichs spezifische Oligonukleotide, die Primer, anlagern. Dieser Vorgang wird als 

Annealing bezeichnet. Die Oligonukleotide werden von einer DNA-abhängigen DNA-

Polymerase in Anwesenheit freier Desoxynukleosid-Triphosphate (dNTPs) entsprechend 

verlängert (Elongation). Die DNA-Polymerase vervielfacht den entstehenden DNA-

Doppelstrang so lange bis die Reaktion unterbrochen wird. Dieser Abbruch kann z.B. mit 

einer Erhöhung der Inkubationstemperatur auf 95°C erfolgen, wobei die dsDNA 
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denaturieriert wird. Kühlt man den Reaktionsansatz in Anwesenheit freier Oligonukleotide 

auf 40-60°C ab, so binden diese in Abhängigkeit ihres mittleren Schmelzwertes an die 

komplementäre Sequenz der DNA-Matrize. Die Synthese eines weiteren Doppelstranges kann 

nun wiederholt werden. Die Abfolge dieser drei Reaktionsschritte wird als Zyklus bezeichnet. 

Diese Zyklen werden zwischen 25- bis 40-mal wiederholt, bis genug amplifizierte DNA 

hergestellt wurde. Sie kann dann qualitativ anhand der Basenpaarlänge sowie quantitativ nach 

einer elektrophoretischen Auftrennung in einem Agarosegel bestimmt werden. 

 

2.5.1.2 Extraktion der Gesamt RNA 

Für die Extraktion der RNA aus HUVECs und THP-1-Zellen wurde ein RNA-Isolierungskit 

(RNeasy-Kit, Quiagen) nach Vorschrift verwendet.  

Adhärente Zellen wurden zunächst mit PBS gewaschen und mit Lysispuffer 

gesammelt. Danach erfolgte eine Homogenisierung der Probe durch Auftragen auf die 

QIAshredder Spinsäule (Qiagen) sowie anschließender Zentrifugation bei 10000 g für 2 min. 

Als nächstes wurden 600 µl Ethanol 70% hinzugefügt und das Lysat auf die RNeasy Mini-

Säule gegeben. Sie besteht aus Silicagel-Membranen, die spezifisch RNA binden. Alle 

anderen Bestandteile wie etwa DNA und Proteine wurden nach mehreren Wasch- und 

Zentrifugationsschritten mit verschiedenen Lösungen entfernt. Zum Schluss wurde die an der 

Säule bindende RNA mit 40 µl RNase-freien Wasser gespült. Die Lagerung des Filtrates 

erfolgte bei -80°C. 

 

2.5.1.3 Gehaltsbestimmung der Gesamt-RNA 

Die Konzentration sowie die Reinheit der RNA in der erhaltenen Lösung wurden 

photometrisch bestimmt. Jeweils 1 µl Probenlösung ad 120 µl Wasser bildete die mit dem 

UV-Meter zu vermessende Lösung. Die Absorption der RNA-Aromaten wurde bei 260 nm 

ermittelt. Um auch Verunreinigungen durch Proteine festzustellen, wurde zusätzlich bei  

280 nm, dem Absorptionsmaximum aromatischer Aminosäuren, gemessen. Das 

Absorptionsverhältnis der optischen Dichten (OD) 260/280 nm sollte zwischen 1,7 und 2,0 

liegen. Werte außerhalb dieser Grenzen deuten auf unreine Proben hin und wurden nicht 

verwendet. 
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Berechnung der Konzentration der RNA-Probe: 

 1 OD260 entspricht dabei 40 µg/ml RNA  

 Konzentration Gesamt-RNA = OD260 x 40 µg/ml x 120 (Verdünnungsfaktor)  

 

2.5.1.4 Reverse Transkription  

Dieser Schritt führt zum Umschreiben der Gesamt-RNA in cDNA mit Hilfe der reversen 

Transkriptase. Zunächst wurde folgendes Gemisch an Puffern, Desoxynukleotiden und 

Primern angesetzt: 

 

Reaktionsansatz für die reverse Transkription 

Gesamt-RNA (5 µg)     Volumen entsprechend 

10 x PCR-Puffer    5µl 

MgCl2 25 mM     5µl 

DTT 0,1 M     1µl 

Oligo-dT-Primer    2,5µl 

dNTP-Mix (je 10 mM)   2,5µl 

Aqua dest. steril.    ad 45µl 

 

Diese Lösung wurde durch Trituration homogenisiert und für 5 min auf 65°C erhitzt. 

Dies hatte zur Folge, dass die RNA ihre Sekundärstruktur verlor, nach sofortigem Kühlen auf 

Eis blieb die Primärstruktur intakt. Als nächstes wurden 1 µl RNase Inhibitorlösung sowie 

250 U der Moloney-Murine-Leukemia-Virus-Reversen Tranksriptase (MMLV -RT) zugegeben 

und 60 min bei 37°C inkubiert. Die so synthetisierte cDNA Lösung wurde danach kurz auf 

95°C erhitzt, um das Enzym zu inaktivieren.  

 

2.5.1.5 Polymerase-Kettenreaktion  

Bei der PCR wird, wie bereits beschrieben, ein gewünschter DNA-Abschnitt amplifiziert. 

Neben der untersuchten LPL-mRNA wurde auch der Gehalt von ɓ-Actin, einem 

Strukturprotein, überprüft, um die Konformität zu gewährleisten und quantitative Fehler 

auszuschließen. Die verwendeten Primersequenzen wurden mit BLAST-Search (Basic local 

alignment search tool) überprüft und sind für die jeweiligen Proteine spezifisch. 
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Es wurde folgender Reaktionsansatz für die PCR verwendet: 

 cDNA-Lösung      10 µl 

 Extensor PCR Master Mix    7 µl 

 1. Primer (10 pM)     5 µl 

 2. Primer (10 pM)     5 µl 

 

Verwendete Primer:  

LPL   Č 5 -́GGC TCT GCT TGA GTT GTA GA- 3´  

   ċ 5 -́TGT TCT GTA GAT TCG CCC AG- 3  ́ 

 ɓ-Actin  Č 5 -́ATT TGG CAC CAC ACT TTC TAC-3  ́  

   ċ 5 -́TCA CGC ACG ATT TCC CTC TCA-3´  

 

Die Primersequenzen von LPL und ɓ-Actin haben einen GC Prozentsatz von 50, bzw. 

47,6%. Somit wurde für die LPL eine Annealingtemperatur von 60°C, für ɓ-Actin 55°C 

errechnet. Die Denaturierung erfolgte 30 s lang bei 95°C, die Extension 120 s bei 72°C. Für 

die Vervielfältigung der DNA betrug die Zahl der Zyklen bei ɓ-Actin und bei der Lipase 25. 

Bei diesen Konditionen lag die Amplifikation in einer exponentiellen Phase und lieferte somit 

eine direkte Korrelation zwischen der synthetisierten DNA und der mRNA Menge des 

untersuchten Proteins. 

 

2.5.1.6 Verifizierung von RT-PCR-Produkten auf dem Agarose-Gel 

Das 2%-ige Agarosegel bestand aus 2 g Agarose in 100 ml TBE-Puffer. Die Agarose wurde 

zunächst im Puffer in der Mikrowelle aufgekocht und blasenfrei in die Gelapparatur 

eingegossen. Zur Detektion der Nukleinsäuren wurde das Gel mit 50 µg Ethidiumbromid 

versetzt. Die Färbung mit diesem fluoreszierenden Farbstoff ermöglicht nicht nur eine 

Visualisierung, sondern auch die semi-Quantifizierung der DNA Menge auf dem Gel. Liegt 

der Farbstoff frei vor, ist die Emission sehr gering. Erst durch die Interkalierung des 

Farbstoffs in den Windungen der dsDNA wird die Lichtemission stark erhöht.  

Die DNA-Lösungen wurden mit dem Laufpuffer 3 zu 1 vermischt, in die Gelkammer 

einpipettiert und 1 h bei 100 V elektrophoretisch getrennt. Zur Bestimmung der 

Fragmentgrößen diente ein DNA-Marker. Später wurden die PCR-Produkte unter einem UV-

Licht-Transilluminator (312 nm) sichtbar gemacht. Das Gel wurde mit einer Videokamera 

fotografiert und digitalisiert.  
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TBE-Puffer 10 x 

Tris        121,1 g 

Borsäure       61,8 g 

EDTA        7,40 g 

Aqua dest.       ad 1000 ml 

 

TBE-Puffer  

TBE-Puffer 10 x     100 ml 

Aqua dest.       ad 1000 ml 

 

Laufpuffer 

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

Glycerin      2 µl 

Aqua dest.      2 µl 

 

2.5.2 RNA-Interferenz  

2.5.2.1 Geschichte und Prinzip der RNA-Interferenz 

RNAi beschreibt einen durch dsRNA ausgelösten hochkonservierten Mechanismus zur 

sequenzspezifischen Stilllegung von Genen. Diese Regulation der Genaktivität über eine 

Verminderung der RNA-Menge, das sog. RNA silencing, wurde in Pflanzen, Pilzen und 

Tieren unabhängig voneinander beschrieben. Die ersten Beobachtungen bezüglich des 

Mechanismus der RNAi wurden 1990 von Jorgensen gemacht, als er das Analogon des Gens 

für die Chalkonsynthase in eine Petunienart einschleuste (Napoli et al., 1990; Jorgensen et al., 

1996). Er erhoffte eine Farbintensivierung der Blüten, doch was er zu sehen bekommen hatte 

war genau das Gegenteil. Die Blütenfarbe wurde blasser, teilweise verschwand sie völlig. 

Nahezu gleichzeitig beobachtete Cogoni ein ähnliches Phänomen an Brotschimmel-

pilzkulturen als er die Expression eines Enzyms der Carotinsynthese zu verstärken versuchte 

und es stattdessen Ăstilllegteñ. Der Begriff der RNAi wurde erstmals 1998 von Andrew Fire 

und Craig Mellow am Modell von Caenorhabditis elegans (C. elegans) geprägt. Die 

Arbeitsgruppe konnte damals zeigen, 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 führt. Mittlerweile wurde dieses Ereignis bei 

zahlreichen weiteren Organismen, von Trypanosomen bis hin zur lebenden Maus 
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reproduziert. Derzeit betrachtet man die RNAi als Teil eines übergeordneten RNA silencing-

Prozesses, dem eine fundamentale Rolle bei der zellulären Genregulation zugewiesen wird 

(Hannon, 2002). Weiterhin geht man davon aus, dass die RNAi einen Prozess zum Schutz des 

Genoms vor der Invasion mobiler genetischer Elemente wie z.B. viraler Nukleinsäuren, 

Transposons oder Transgenen darstellt (Montgomery et al., 1998; Tabara et al., 1999; 

Waterhouse et al., 2001).  

Seit ihrer Entdeckung kommt die Methodik der RNAi im Forschungslabor 

routinemäßig zur gezielten Inaktivierung von Genen zum Einsatz. Studien über einen 

Vergleich von RNAi mit der traditionellen antisense- Strategie deuten an, dass die RNAi die 

effektivere Methode ist (Vickers et al., 2003). 

Im Gegensatz zu einer dauerhaften Genunterbrechung, die durch den Begriff des 

Knockouts dargestellt wird, ist die Stilllegung des Gens mit der RNAi-Methodik transient, 

man spricht hier von einem Knockdown. 

 

2.5.2.2 Mechanismus der RNA-Interferenz 

Der Mechanismus der RNAi ist inzwischen teilweise anhand von genetischen Analysen im 

Pflanzensystem, aber auch in C. elegans und Drosophila aufgeklärt. Als Schlüsselenzym 

wurde die so genannte Dicer RNase III identifiziert. Diese Nuklease spaltet zytoplasmatische 

dsRNA in 21-23 nt lange Fragmente, welche die eigentlichen Effektoren der RNAi darstellen. 

Sie werden als short interfering RNAs (siRNA) bezeichnet (Harfe et al., 2005). Eine 

anschließende Phosphorylierung der 5́-Enden der siRNA-Duplexe führt zur Aufnahme dieser 

in den RNA induced silencing complex (RISC). RISC ist ein Protein-Nuklease Komplex, der 

mit Hilf e des antisense- Strangs der siRNA über komplementäre Basenpaarung an die 

korrespondierende mRNA Sequenz herangeführt wird. Die Spaltung der Ziel-mRNA erfolgt 

endonukleolytisch in der Mitte des von der siRNA überspannten Sequenzabschnitts. Dieser 

Abbau resultiert in einer Reduktion der Genexpression und damit in einer Stilllegung der 

Expression des kodierten Proteins.  
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Die Genstilllegung findet entweder mit chemisch synthetisierten siRNAs statt oder 

auch neuerdings mit kurzen RNAs mit Haarschleifen, die von Plasmid- oder Virus-basierten 

Vektoren aus exprimiert werden und durch RISC im Zytoplasma zu funktionellen siRNAs 

prozessiert werden (Huppi et al., 2005). Obwohl die meisten Untersuchungen in vitro 

durchgeführt wurden, berichten einige neuere Studien über in vivo Stilllegung von Genen 

durch Injektion von synthetisch hergestellten siRNAs (McCaffrey et al., 2002). Auch wurde 

bereits die Expression der siRNAs von Plasmiden oder viralen Vektoren in Mäusen 

beschrieben (Rubinson et al., 2003).  

Die RNAi-Methode eignet sich hervorragend dafür, Gene stillzulegen, für deren 

Expressionsprodukte es keine spezifischen Hemmstoffe gibt, so wie z.B. für die PP2C.  

 

2.5.2.3 Auswahl von geeigneter siRNA Sequenz 

Die Auswahl der Targetsequenz für die RNAi ist von entscheidender Bedeutung für den 

Erfolg dieser Methode. Die siRNAs für die LPL wurden von der Firma MWG Biotech, 

dsRNA 

siRNA 

mRNA 

siRNA 

19 nt - Duplex 

3  ́

3  ́

5  ́

5  ́

2 nt - Überhang 2 nt - Überhang 

Spaltung 

Dicer RNase III  

RISC 

mRNA ´targeting´ 

mRNA-Abbau 

mRNA 

Degradation 

Abb. 2.5-1: Mechanismus der RNA-Interferenz 
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Ebersberg, bezogen. Das Erstellen der Sequenz erfolgte mit dem MWG siRNA design tool auf 

der Website des Unternehmens (www.mwg-biotech.com). Hier wurden nach verschiedenen 

Bewertungskriterien mehrere in Frage kommende Sequenzbereiche der LPL aufgelistet. Eine 

gleichzeitige Überprüfung der Gensequenzen in der BLAST-Datenbank, bezüglich 

Interaktionen mit anderen Genen, sicherte die Spezifität der siRNAs. Des Weiteren erstellte 

das Programm eine grafische Darstellung der Zielsequenz der mRNA (Abb. 2.5-2). 

Als Sequenz für LPL wurde 5 -́ CCA GAC UCC AAU GUC A ï 3  ́ ausgewählt. 

Diese vom Computerprogramm empfohlene Basenpaarung zeigte elf ungebundene 

Nukleotide in der Sekundärstruktur und eine niedrige negative Bindungsenergie, was mit den 

gängigen Empfehlungen für die Auswahl effektiver siRNA-Sequenzabschnitte übereinstimmt 

(Schubert et al., 2005) (Abb. 2.5-2 links). Andere Bereiche der Ziel-mRNA, die z.B. einen 

Hairpinbereich beinhalten, gehen mit einer reduzierten Effektivitªt der ĂStilllegungñ einher 

(rechts). 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5.2.4 Transfektion von siRNA in THP-1-Zellen 

Die Transfektion der siRNA erfolgte mit dem kommerziell erhältlichen Oligofectamin der 

Firma Gibco (Eggenstein). Die Effektivität der Transfektion wurde zunächst mit vollständig 

ausdifferenzierten Makrophagen, 72 h nach Addition von PMA und bei einer Zelldichte von 

10
6
 pro Ø 35 mm Schale überprüft. Um Serumreste zu entfernen, wurden die adhärenten 

Zellen mit OptiMEM gewaschen. Danach erfolgte eine Inkubation der Zellen mit einer 

Lösung von Oligofectamin in OptiMEM (10 µl/ml) mit siRNA (150 pmol). OptiMEM ist ein 

Nicht geeignete Sequenz Eingesetzte Sequenz 

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

Auf der linken Seite ist die Sekundärstruktur des Bereichs der Ziel-mRNA komplementär zur eingesetzten 

siRNA-Sequenz (eingekreiste Basen) dargestellt. Diese Region beinhaltet elf ungebundene Basenpaare, was mit 

einer hohen Effizienz und Expressionsreduktion einher geht. Rechts sieht man eine ungeignete Vergleichsstruktur 

mit einem Hairpinbereich (Haarnadel-ähnlich, Pfeile) und wenigen ungebundenen Basenpaaren. Dieser Bereich 

der mRNA weist eine hohe Spannungsenergie auf und ist für die RNAi nicht empfehlenswert. 
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Medium ohne Antibiotikazusätze, diese können den Silencing-Mechanismus negativ 

beeinflussen. Anschlißend wurde die LPL-Expression nach verschiedenen Zeitpunkten mittels 

RT-PCR sowie Western Blot untersucht. Zu jeder Probenentnahme wurden je eine siRNA-

behandelte Zellgruppe sowie eine Kontrolle ohne siRNA analysiert. Dies war notwendig, da 

die Expression der LPL zeitlich nicht konstant war.  

 Die Schädigungsversuche erfolgten im Zeitfenster der maximalen LPL-Expression in 

sich differenzierenden THP-1-Zellen. Ziel war es die Proteinsynthese in diesem Bereich zu 

reduzieren. Da die Proteinexpression bereits nach 12-24 h nach PMA-Zugabe maximal war, 

wurden zur Untersuchung der optimalen Transfektionszeit die THP-1-Zellen entweder vor, 

nach oder simultan mit der Zugabe von PMA und ɓ-Mercaptoethanol mit Oligofectamin und 

siRNA behandelt. Hierfür wurden die THP-1-Zellen in der gleichen Art und Weise, wie zuvor 

beschrieben, simultan mit siRNA sowie PMA behandelt. Nach 12 und 24 h wurde die LPL-

Expression mittels Western Blot gemessen. Die Kontrollzellen wurden auf die gleiche Art und 

Weise mit Oligofectamin behandelt, jedoch erfolgte hier kein siRNA-Zusatz. 

 

 

 

2.6  Lipoproteine  

2.6.1 Gewinnung der  Blutseren 

Das Blut wurde gesunden ambulanten Patienten der Kardiologieabteilung des 

Universitätsklinikums Marburg in S-Monovetten der Firma Sarstedt entnommen. Nach  

30 min Gerinnungszeit bei RT wurden die Proben bei 3000 g 15 min zentrifugiert und das 

Blutserum im Überstand bei 4°C gelagert.  

 

2.6.2 Trennung der Lipoproteinfraktionen  

2.6.2.1 Prinzip der Lipoproteintrennung mi ttels Ultrazentrifugation  

Die Auftrennung der einzelnen Lipoproteinklassen erfolgte mittels sequentieller präparativer 

Ultrazentrifugation. Das Prinzip dieser Methode beruht auf den unterschiedlichen 

Sedimentations- bzw. Fluktuationseigenschaften der verschiedenen Blutserumbestandteile. 

Die Serumlipoproteine, die im jeweiligen Zentrifugationsschritt eine geringere Dichte 

besitzen als das übrige Serum, flottieren an der Oberfläche und können so gewonnen werden. 
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Die Dichte der Proben wurde im Anschluss an jeden Zentrifugationsschritt durch Zugabe 

einer definierten Menge von verschiedenen KBr-Lösungen so variiert, dass schrittweise die 

verschiedenen Lipoproteinklassen isoliert werden konnten. Bei allen Lipoproteinen wurden 

die Lipidparameter gemessen. Bis zur Dialyse, die die Fraktionen von KBr befreien sollte, 

wurden sie unter inerter Stickstoffatmosphäre bei 4°C aufbewahrt.  

Zur Anwendung kam eine Ultrazentrifuge der Firma Beckmann (Krefeld; Modell L8-

55M) mit entsprechendem Rotor (Beckmann, Krefeld; Modell 50.3 TI bzw. 50.4 TI). Als 

Probengefäße wurden die Quickseal Zentrifugenröhrchen (Beckmann, Krefeld) verwendet. 

Weiterhin kam die entsprechende Schneidevorrichtung (tube slicer; Beckman, Krefeld) zum 

Einsatz. Die Zentrifugation erfolgte bei einer Temperatur von 4°C unter Hochvakuum bei 

49000 rpm.  

 

2.6.2.2 VLDL  

VLDL ist die Lipoproteinfraktion mit der geringsten Dichte und ist als erstes isoliert worden. 

Das Blutserum wurde mit einer Spritze und Kanüle in die entsprechenden 

Zentrifugenröhrchen aus Kunststoff (Beckmann, Krefeld) zu 5 ml aufgefüllt und mit dem tube 

sealer (Beckmann, Krefeld) luftdicht verschweißt. Nach einer Fixierung der Proben mit tube 

spacern (Beckmann, Krefeld) wurde 18 h bei oben genannten Bedingungen zentrifugiert. 

Nach vorsichtiger Entnahme der Röhrchen aus der Ultrazentrifuge konnte der Über- vom 

Unterstand durch den tube slicer abgetrennt, die flottierende VLDL-Fraktion isoliert und der 

Unterstand zur Gewinnung der IDL-Fraktion eingesetzt werden.  

 

2.6.2.3 IDL  

Der untere Teil des Zentrifugats aus dem Schritt zur VLDL-Gewinnung konnte mit einer 

Spritzennadel gesammelt werden. Zum Spülen der Röhrchen wurde eine Kochsalzlösung mit 

einer Dichte von 1,006 g/ml benutzt und die Flüssigkeiten in ein neues Zentrifugenröhrchen 

pipettiert, mit je 188,6 µl einer KBr-Lösung mit der Dichte von 1,35 g/ml aufgestockt und auf 

5 ml aufgefüllt. Dieser Schritt erhöhte die Dichte der Serumlösung auf 1,019 g/ml. Als 

nächstes wurden die Röhrchen, wie bereits beschrieben, versiegelt und in den Rotor 

eingesetzt. Die Zentrifugationsdauer betrug 18 h, danach erfolgte ebenfalls durch das 

Schneiden das Abtrennen der flotierenden IDL-Fraktion. Der Rest wurde zur LDL-

Gewinnung verwendet.  
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2.6.2.4 LDL  

Der Unterstand aus der IDL-Zentrifugation wurde, wie schon erwähnt, in neue 

Zentrifugenröhrchen überführt und mit einer KBr-Lösung mit einer Dichte von 1,019 g/ml 

gespült. Die Erhöhung der Dichte auf 1,063 g/ml für die Isolation der LDL-Fraktion erfolgte 

durch Zugabe von 740,8 ɛl einer KBr-Lösung der Dichte 1,35 g/ml. Anschließend wurde mit 

der Spüllösung auf 5 ml Volumen aufgefüllt und 24 h ultrazentrifugiert. Wiederum wurden 

die Röhrchen mittels der Schneideapparatur durchtrennt, der Überstand mit der LDL-Fraktion 

abgetrennt und der verbleibende Teil für die Isolation der HDL-Fraktion verwendet.  

 

2.6.2.5 HDL  

Im letzten Zentrifugationsschritt erfolgte die Trennung der HDL-Fraktion von Albumin und 

anderen Plasmaproteinen. Der Unterstand wurde mit einer Spüllösung einer Dichte von  

1,063 g/ml gewaschen und nach Überführung der unteren Fraktion in einen Messzylinder 

überführt. Durch Nachspülung mit KBr-Lösung der Dichte 1,063 g/ml wurde das Volumen 

auf einen definierten Wert gebracht. Danach wurden 236 mg festes KBr pro ml zugegeben 

und durch vorsichtiges Schütteln in Lösung gebracht. Die Probe, die nun eine Dichte von  

1,21 g/ml hatte, wurde, wie oben beschrieben, in Zentrifugenröhrchen überführt und 

versiegelt. Anschließend erfolgte die Ultrazentrifugation für 48 h. Nach diesem letzten 

Zentrifugationslauf wurden die Röhrchen, wie bereits beschrieben, geschnitten und die 

flottierende HDL-Fraktion gesammelt. Die lipoproteindefiziente Restmenge konnte als 

Negativkontrolle eingesetzt werden. 

 

2.6.3 Dialyse der Lipoproteinfraktionen 

Durch die notwendigen Dichtevariationen mit KBr kommt es während der präparativen 

Ultrazentrifugation zu sehr hohen Salzkonzentrationen in den Proben. Um diese 

unphysiologischen Elektrolyte zu eliminieren, wurden die Lipoproteinfraktionen dialysiert. 

Das Prinzip der Dialyse beruht auf einer semipermeablen Membran zwischen zwei Lösungen, 

durch die nur bestimmte Moleküle wandern können. Kleine Ionen und Wasser können 

diffundieren, die großen Partikel wie etwa Lipoproteine, können die Poren der Membran 

jedoch nicht passieren. Treibende Kraft bei diesem physikalischen Verfahren ist ein 

Konzentrationsgefälle zwischen den getrennten Lösungen. Als Dialysat diente eine 

NH4HCO3-Lösung in der Konzentration von 0,01 M. Die Proben wurden in Dialyseschläuche 

(Spectra/Por; molecularporous membrane tubing; MWCO (molecular weight cut off) 6000-
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8000; Durchmesser: 14,6 mm (Firma SERVA, Heidelberg)); eingefüllt, die mit Klemmen 

verschlossen wurden. Es kamen jeweils 5 l der 0,01 M NH4HCO3-Lösung zur Dialyse von 

vier Proben zum Einsatz. Die Dialyse fand für 24 h unter ständiger Durchmischung des 

Dialysats mittels eines Magnetrührers im Kühlraum bei 4°C statt. Die Dialyselösung wurde 

sechs Tage lang jeweils zweimal täglich gewechselt, um ein ständiges Konzentrationsgefälle 

zu gewährleisten. Anschließend wurden die Lipoproteinfraktionen mit Stickstoff begast und 

bis zur Verwendung bei 4°C aufbewahrt. 

 

2.6.4 Bestimmung der Lipidparameter in Lipoproteinfraktionen  

Folgende Lipidparameter wurden mit der entsprechenden Methode von der Abteilung für 

präventive Kardiologie am Universitätsklinikum Marburg analysiert: 

 

Parameter Methode 

Cholesterol CHOD-PAP 

Triglyceride GPO-PAP 

Apo B kinetische Nephelometrie 

Apo A-I kinetische Nephelometrie 

 

Abb. 2.6-1: Lipidparameter der Lipoproteinfraktionen und die benutzte Messmethode 

 

Die Konzentrationenangaben der Lipoproteine in Experimenten wurden folgendermaßen 

definiert: 

 

Lipoproteinklasse Konzentration bezogen auf 

VLDL  Triglyceride 

LDL Apo B 

HDL Apo A-I 

 

Abb. 2.6-2: Konzentrationsbezug der eingesetzten Lipoprotein klassen 
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2.7 Statistik 

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Microsoft Excel-Zusatzprogramm Winstat.  

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte ± Standardabweichung (S.D.) aus n Versuchen 

angegeben. Bei homogenen Varianzen wurde die einfache Varianzanalyse mit nachfolgendem 

ANOVA und Scheffé-Test durchgeführt. Die Signifikanzniveaus in den Diagrammen sind 

folgendermaßen dargestellt:  

 

Irrtumswahrscheinlichkeit (p)  Symbol 

 
 

< 0.05 
*  

< 0.01 
**  

< 0.001 
***  

Abb. 2.7-1: Signifikanzniveaus der eingesetzten Symbole 
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3 Ergebnisse 

3.1 Expression von PP2CŬ, PP2Cɓ und Bad in HUVECs und 

THP-1-Zellen  

Die Proteinphosphatase 2C (PP2C) kann durch Fettsäuren mit bestimmter Struktur in ihrer 

Aktivität stimuliert werden. Bad, das proapoptotische Bcl-2-Protein, ist Substrat der PP2C 

und kann im dephosphorylierten Zustand Apoptose auslösen (Klumpp et al., 2002b; Hufnagel 

et al., 2005). Zur Untersuchung der Rolle der Fettsäure-induzierten Apoptose sollte 

sichergestellt werden, dass diese Proteine in HUVECs und THP-1-Zellen exprimiert werden.  

 

3.1.1 Expression von PP2CŬ und PP2Cɓ 

Der Nachweis der PP2C-Isoenzyme erfolgte mit gereinigten polyklonalen Antikörpern gegen 

diese Enzyme, die freundlicherweise von Frau Prof. Dr. Klumpp zur Verfügung gestellt 

wurden. Man kann erkennen, dass beide Isoformen in HUVECs (A) sowie in THP-1-

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

spezifisches Signal.  

 

 

  

 

  

PP2CŬ 

PP2Cɓ 

Ŭ-Tubulin 

kDa 

121 - 

79 - 

47 - 

33 - 

24 - 

A         B 

Abb. 3.1-1: Expression von PP2CŬ und PP2Cɓ in HUVECs und THP-1-Makrophagen 

Die Spezifität der Antikörper wurde mit der Immunoblotanalyse von PP2CŬ (45 kDa) und PP2Cɓ (42kDa) im 

Zelllysat von HUVECs (A) und THP-1-Makrophagen (B) (72 h Differenzierung mit PMA) untersucht. Beide 

Antikörper lieferten jeweils nur eine Bande. Für die Darstellung der beiden Isoenzyme im Immunoblot wurden 

jeweils 40 µg Protein aufgetragen. 
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Ŭ-Tubulin 

47 - 

33 - 

24 - 

kDa 

79 - 

121 - 

20 - 

Bad 

A           B          C 

3.1.2 Expression von Bad  

In früheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass das proapoptotische Bcl-2-Protein Bad 

Substrat der PP2CŬ und PP2Cɓ ist (Klumpp et al., 2003b). Eine Dephosphorylierung von Bad 

durch Phosphatasen kann Apoptose induzieren (Zhu et al., 2005). Für die Verifizierung der 

Arbeitshypothese wurde die Expression des Proteins in HUVECs sowie in THP-1-Zellen 

untersucht. Hierzu wurde ein monoklonaler, kommerziell erhältlicher Antikörper eingesetzt 

(Abb. 3.1-2). Das Protein ist in HUVECs (A) und THP-1-Zellen (B und C) detektierbar 

gewesen. Interessanterweise war die Expression des Proteins in Endothelzellen (A) deutlich 

stärker ausgeprägt als in Monozyten (B) und Makrophagen (C).  

Der Antikörper war sehr spezifisch und lieferte eine einzelne Bande, die Bad (23 kDa) 

entsprach.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.3 Immunzytochemische Detektion von PP2Cɓ und Bad 

Die PP2C dephosphoryliert das proapoptotische Protein Bad in vitro. Damit diese Proteine 

miteinander interagieren können, müssen sie im gleichen Zellkompartiment verfügbar sein. 

Für den Kolokalisationsnachweis in HUVECs und THP-1-Makrophagen (72 h 

Differenzierung mit PMA) wurden spezifische Antikörper gegen diese Proteine verwendet, 

Abb. 3.1-2: Expression von Bad in HUVECs und THP-1-Zellen 

Bad kann in HUVECs (A), THP-1-Monozyten (B) sowie THP-1-Makrophagen (72 h Differenzierung mit PMA) 

(C) nachgewiesen werden. Der Antikörper lieferte nur eine spezifische Bande. Die aufgetragenen Proteinmengen 

der Zelllysate betrugen jeweils 50 µg. 
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die bereits im Western Blot getestet wurden (Abb. 3.1-1 und Abb. 3.1-2). Für die 

immunzytochemische Analyse müssen sie in unterschiedlichen Spezies hergestellt worden 

sein. Der polyklonale PP2Cɓ Antikºrper wurde aus dem Kaninchen isoliert, der monoklonale 

Bad Antikörper aus der Maus. PP2Cɓ und Bad waren im Zytosol beider Zellarten 

kolokalisiert (Abb. 3.1-3 und Abb. 3.1-4), somit ist eine Interaktion dieser Proteine möglich.  

  

 

 

 

 

 

 

 

  

A B 

C D 

A B 

C D 

Abb. 3.1-3: Lokalisation von PP2Cɓ und Bad in 

HUVECs 

Die immunzytochemische Expressionsdarstellung 

demonstriert die PP2Cɓ sowohl im Zytosol als auch 

im Zellkern (A), Bad ist ausschließlich im Zytosol der 

Zelle lokalisiert (B). Eine Überlagerung beider 

Aufnahmen (C) zeigt die Kolokalisation beider 

Proteine. Die Negativkontrolle (D) wurde ohne die 

Erstantikörperbehandlung aufgenommen und belegt 

die Spezifität des sekundären Antikörpers. 

Abb. 3.1-4: Lokalisation von PP2Cɓ und Bad in 

THP-1-Makrophagen 

PP2Cɓ (A) sowie Bad (B) sind im Zytosol prªsent. 

Dies verdeutlicht die Überlagerung beider Bilder (C). 

Als Negativkontrolle dient eine Probe ohne die 

Erstantikörperinkubation (D), sie belegt die Spezifität 

des sekundären Antikörpers. 


