-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byj‘: CORE

provided by Digitale Hochschulschriften der LMU

Aus dem
Institut fUr Prophylaxe und Epidemiologie der Kreislaufkrankheiten
der Ludwig-Maximilians-Universitédt M Unchen
Direktor: Prof. Dr. med. P.C. Weber

Wirkungsweise enzymatisch-modifizierten LDLsbei der Expression des Scavenger -
Rezeptors CD36 in monozytaren Zelllinien

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultét der

Ludwig-Maximilians-Universitét zu Minchen

vorgelegt von

Kristina Jostarndt
aus

Marburg

2004


https://core.ac.uk/display/11026449?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Mit Genehmigung der M edizinischen Fakultat

der Universitat M iinchen

1. Berichterstatter: Priv. Doz. Dr. N. Hrboticky
2. Berichterstatter: Prof. Dr. A. K. Walli
Mitberichterstatter: Prof. Dr. D. Jingst

Priv. Doz. Dr. M. Kretzler

Mitbetreuung durch die

promovierten Mitarbeiter: Dr. rer. nat. Jiri Neuzil

Dekan: Prof. Dr. med. h.c. K. Peter

Tag der mundlichen Prifung: 15.01.2004



FUr maeine Eltern



Inhaltsverzeichnis:
ADbKUrzungsverzeiChniS.......cueiceiceicsineicssniinssnnncsssnnicsssnecsssncsssssecssssnsssnssecsnss 4
I EINICITUNG...cccoueeiiiiniiiiintiiinnniinsnticssntisssnsicsssssnessssscsssssesssssssssssassssssssssnssssssnss D

II Stand der FOrsCRUNG ......ccciciveeriiiiiicnniiciisnnnricssssnnenccsssnssnecssssssncsssssssssssssnns 0

1. Metabolismus der Lipoproteine 6
1.1 Aufbau und Interkonversion der LIPOPIOtEING.........ccvevuieriieriieiieieeiiesiiesie ettt e e 6
1.2 LDL-Rezeptor vermittelte ENdOZYTOSE. ......c.ceuieieiiieiieitieiieee ettt 8

2. Scavenger—Rezeptoren 9
2.1 Scavenger—Rezeptoren der Klasse A Typ 1 und IT........cocooiiiiiiiiiiiieee e 9
2.2 Scavenger—Rezeptoren der KIasse B.........ccooieiieiiiiiiiiiiiieeeeseete ettt et eb e esseenaens 10

2.2.1 SRABTUNA CLA-T c.iiiiiiiecte ettt eae e 10
2.2.20CD30 .ttt a et bbb ettt a ettt a e nenee 11
2.2.2.1. Aufbau und LoKalISAtION .......ccevuiririririeieierene ettt sttt sae s see 11
2.2.2.2 TAGANAEN. .....eeeieniietieie ettt ettt et e st e ttate e st esseesaeesaesseenseenseensesnsesaeesseanseanseenseensensaenseenseenses 12
2.2.2.3 REGUIALION ..ottt ettt ettt ettt et e et e e sae s s e e se e s e ensessaesaeesseenseenseenseensensaenseenseenses 12
2.2.2.4 FUNKLIONEI ..ottt ettt st ettt bt be et eae et beae st e besueeneene 14
2.2.2.4.1 Bedeutung in der Arteriosklerose und Pléttchenfunktion...........c.ccoeoeviniinieiiniineeee 14
2.2.2.4.2 Bedeutung im Lipoprotein— und Fettsdurestoffwechsel...........ccoccoroiiiniiiiiiiiieee 15
2.2.2.4.3 Bedeutung von CD36 in der Phagozytose apoptotischer Zellen .............ccceeeieniiincnocncnnee. 15

3. Peroxisome Proliferator—Activated Receptor gamma (PPAR v) 16
31 SHIUKLUT 11ttt ettt ettt ettt s bbbttt b et b et b bbb s 16
3.2 LigandenSPEKIIUIML....cc..eeuuiiuieitietieteet ettt ettt ettt sb et e bt et s et et e s b e e nae e bt esteeueeebeenbee bt enbeenbesanesaeenne 16
3.3 PPARY Aktivierung und TranSaKtiVIEIUNE .........ccuerueruietieieiieieierie st ettt eee et beseeebe et enee e e e seeseeene e 17
3.4 EXPression UNA FUNKEION. .........iiiiiiiiiiiieciecieeie ettt e steesieesbeeetesseesteesseesseessesssessaesseesseessesnsessnesseensennns 20

3.4.1 Einfluss von PPARY auf Adipogenese und LipidmetaboliSmus............cceceeviiriireneieniniieieieee e, 20
3.4.2 Bedeutung von PPARY in der Arteriosklerose und in Entziindungsprozessen............ccccceeereruereenenne. 20

4. Oxidierung und Modifizierung von LDL und seine Bedeutung in der Atherosklerose.............cccecerueeneee. 22

5. Sekretorische Phospholipase A, 24
5.1 ALLZEIMCINES ....veevienrieerieereeeteeitesteesteeteetesetesteesseesseesseesseassesssessaessaassesssesssesssenseesseesseassesssesseessenssesssesnsesssenns 24
5.2 Mogliche Bedeutung der sekretorischen PLA, in der Atherogenese ..........ceevevvvevieecieeieseeseeneese e 26

6. 15-Lipoxidase 27
6.1 ALLZEIMICINES .....eevieniieiiieeieeeieetieeieesteeteeteetesteastesteenteessesssesseesseenseensesnsesseesstanssanseanseassesssenseenseensesnsesnsesnsenns 27
6.2 Bedeutung der 15-Lipoxidase in der AtherogeNnese ........ceevueerieriieiirieriee et 28

6.2.1 Proatherogene Eigenschaften ..........ccoociiiiiiiiiiii e 28
6.2.2 Antiatherogene Eigenschaften...........coooiiiiiiiiiiii e 29

III FragesStellung..........cceeiiiiviicnicnnnisssnnicssnnicssnnesssnssesssssnessssesssssssssssssssssssssss 30

| AVAY 1173 o F: 1 IR .

1.Geriite 32
2. Chemikalien 33
3. Puffer und Losungen 33




3.1 LDL-Isolierung und FAMDUNG ........ccooiiiiiiieeee ettt sttt se et ebe e 33

3.2 CD36 / CD14 -FAIDUNG.....couiieeiitiieiieieieteteetette ettt ettt ettt ettt e et b e st et be st et e s eneese s eneeseseneesesenes 34
3.3 LOSUNEEN fUI KEIMIYSALE ....vveviiiieiiiiicieceie sttt ettt et te e b e esaesseeste e beesbeessesssessaessaesseessesnsesssesseensennns 34
3.4 Losungen fiir Western BIOt SCIEENING ........ccuvevvieriieiieiiiierieerie et ete ettt steebessestae e esseessesssessnesseenseenns 35
3.5 Puffer flir MIMO — MEAIUM .....ooovieiiiiieie ettt ettt ettt et e e e st e st e e enseesseessassaenseenseensesnsesnnesneenseanes 36
3.6 ZelIKUIUIMEAICN ......eouieiieeeieciieieece ettt ettt ettt et et e et e essesaaessee s st e st enseensesssesssenseenseenseensesnnesnnenns 36

A VALY <] 1 1 11 Yo (R 1 A

1. Zellkultur 37
1.1 Zellen Und PaSSAZE.........eeoviiieeiieriieiieie et eteette st et e e e aesete st e s st e st enseesseensessaesseenseenseensesnsesnnesneanseenseensennsens 37
1.2 Differenzierung von Makrophagen aus embryonalen Stammzellen .............cocceeveeiiioiniinienieieeeeie e 38
1.3 Isolierung und Kultivierung humaner BIUtmonoZyten...........ccccveiuieiieienieiiesiee e 39
1.4 Herstellung des autoloZen SEITUMS ...........oouiiiiieiieiieeie et ettt ettt ettt et teeeesseeseeesseeneeenteenaeeneesneans 40

2. Isolierung von Lipoproteinen 40
2.1 Methodik NACH SALIEL: ....cc.eviiuiiiiiiiiiicic ettt 41
2.2 Methodik NACh HAVEL: ....oo.iiiiiiiiiiiiici ettt 41

3. Lipoprotein-Modifizierung 42
3.1 enzymatiSChe MOGIfIZICIUNG .......ceoviiiiiieeeieciieieete ettt ettt et et e st e s te e beebeesbeesbessaesseesseessesssesssesseeseenns 42
3.2 OKIAIErUNG MIt CUCL ..iuviiiiiiiieiieeete ettt ettt e ste e e e beebessaesseesseesseesseesseessesssasseesseesseassesnsesssenns 42

4. Markierung von LDL mit Dil (1,1 Dioctadecyl-3,3,3,3-tetramethlindocarbocyanine perchlorate)......... 43

5. Lipoprotein-Agarose-Gel-Elektrophorese 43

6. Analyse von Oberflichenrezeptoren 44
6.1 FACS-Analyse der CD30 EXPIESSION .....cc.eiitieitieiieieetieeieesteesieeteeeeseee st et e et eseeeneesseesseeseeseeneesneesneeneeenes 44
6.2 CD 14 EXPIESSION ..uttiiieiieeiieetieetteete et et seteetteste et e et eseeeseess e e st enseeaaeameesseesseenseemteenseemeeeseanseeseanseensesnnesneenns 44
6.3 Analyse der CD36 Expression mit Hilfe der FluoreszenzmikroSKopie..........ccccooeveeeeiieiienienenesenceeeee 45

7. Messung der PPARYy Expression 45
7.1 FACS-Analyse der GeSamMEEXPIESSION .......c.ceuetiruertereietieueeueetetessesteatesteeseeneansessesseasesaeeseeneensensensessessessenns 45
7.2 Nachweis der PPARY-Translokation mittels Fluoreszenzmikroskopie ............coccvevieoieiinenienieceiceee 45
7.3 Untersuchung der PPARY-Expression mittels Western-BIotting ............ccocovevieiieiinienieneeeee e 46

7.3.1 Extraktion der KerNPIOtCINe. ......ccvevvieiieiiitieitieieeieeteette et eteeveeereeteesteesteesseesseessesssesseesseensesssesssesseens 46
7.3.2 WESEEIN BIOTHINE «...eoneeiiieiiie ettt ettt et b e b ettt st st bt e bt e e et e eaee s 46

8. Apoptose Bestimmung 47

9. Analyse zur Aufnahme modifizierter Lipoproteine 48

10. Elektrophoresis-mobility gel-shift-assay 48

VI ErgeDNiSSe..ccccceerreriicssssnniecssssnnnicsssssansssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssscss 49

1. Die enzymatische Behandlung von LDL mit 15-Lipoxidase und sekretorischer Phospholipase A, fiihrt

iiber Entstehung spezifischer Oxidierungsprodukte zu minimal modifizierten Lipoproteinen................... 49
1.1 sPLA2 und 15-Lipoxidase fithren zur Bildung von 13s-HODESs in LDL ........cccccccviiiniiiiiniininencneeeee 49
1.2 Enzymatisch modifiziertes LDL als Vertreter minimal modifizierter Lipoproteine ...........ccccccevverveeerennen. 50

2. Einfluf} enzymatisch modifizierten LDLs auf die CD36 Expression in Abhiingigkeit von der basalen

CD36 Exprimierung 51
2.1 Enzymatisch modifiziertes LDL stimuliert die Hochregulation von CD36 in Mono Mac 6 Zellen (MM6)51
2.2 Enzymatisch modifiziertes LDL hat keinen Einflufl auf CD36 in THP1 Zellen und isolierte humane
BIUMONOZYEEI ...ttt ettt st h et e bt et e s e s bt e s bt e bt et e e st e eatesbeesbe e bt enteentesbeenbeens 54




3. Humane rekombinante sPLA; und 15-Lipoxidase aus Kaninchen Retikulozyten sind ebenfalls

Induktoren der CD36 Expression. 56
4. Freie, aber nicht veresterte HODEs fiihren zur CD36 Hochregulierung 57
5. Undifferenzierte Monozyten nehmen enzymatisch-modifiziertes LDL iiber den LDL-Rezeptor auf..... 58
6. Die Hemmung der lysosomalen Enzyme bewirkt eine Abnahme der CD36 Expression ...........cocceeueeuneene 61

7. Enzymatisch mod. LDL induziert Apoptose in MM6 Zellen, die unabhiingig von der CD36-

Hochregulierung ist 63
8. Enzymatisch modifiziertes LDL induziert die Reifung der Monozyten 65
9. Enzymatisch mod. LDL induziert die CD36-Expression durch Interaktion mit PPARY..........c..cccueeuueee. 66
9.1 Enz. LDL fiihrt nicht zu einer Translokation von PPARY..........cccoociiiiiiriinieeeeeeeeee e 66
9.2 PPARY ist in verschieden unstimulierten Zelllinien bereits ausschlieBlich im Kern lokalisiert.................. 67
9.3 Enz.LDL induziert die CD36 Expression durch die Bindung von PPARyan PPRE. ...........c.cccocninnins 68
9.4 PPARY -/- Makrophagen kénnen CD36 nicht hochregulieren ............ccoceeivieieneniniiniiceeeeeee 69

VII DiSKUSSION .. eeeueeeeeeeeereneeeereesereeescsssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssase /U

1. 15-LOX und sPLA?2 — Bedeutung in der Atherosklerose 70
2. Freisetzung von HODEs bei der Modifizierung des LDLs 70
3. Einfluf} von enz.LDL auf die CD36 Expression 71
4. Die Aufnahme von enz.LDL iiber den LDL-Rezeptor 73
5. Die Wirkung von 15-LOX LDL und sPLA2 LDL auf die CD36 Expression 74
6. CD36 Expression, Differenzierung und Apoptose, drei unabhiingige Ereignisse 75
7. Die CD36 Expression und der Zusammenhang mit PPARYy 76
8. Zusammenfassung 78

Liter atUr Vel ZeICIIS seueeeeeceeecereecerecesseccssccssecsssccsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse O



Abkiirzungsverzeichnis

15dPgl,
15-LOX
15-LOX LDL
AK

Apo

CD

CHE
C-terminal

enz.LDL

HODE

IF

IL

LDL

MM6 Zellen
MMésr Zellen
mmLDL
N-Terminal
ox.LDL
ox3LDL /oxyLDL
PPARY

PPRE
RXR-Rezeptor
senz.LDL
sPLA, LDL

sPLA,
SR-Rezeptor
TNF

15-Deoxy-Prostaglandin J,

15-Lipoxidase

LDL mit 15-Lipoxidase aus Sojabohnel2 h modifiziert

Antikorper

Apolipoprotein

Cluster of Differentiation

Cholesterinester

Carboxy-terminal (COOH-Gruppe am Ende einer Aminosaurekette)
enzymatisch modifiziertes LDL (LDL + sPLA, + 15-LOX, 12 h modi-
fiziert)

Hydroxyoktadeca-dienoicacid

Interferon

Interleukin

Low Density Lipoprotein

MonoMac 6 Zellen (Monozyten/Makrophagen)

MonoMac 6 Zellen mit Scavenger Rezeptoren

minimal modifiziertes LDL

Amino-terminal (NH3;-Gruppe am Anfang einer Aminosdurekette)
oxidiertes LDL

LDL 3 h bzw. 20 h mit Kupfer oxidiert

Peroxisome Proliferator-Activated Receptor gamma
PPARY-Response-Elements

Retinoid-Rezeptor

LDL modifiziert mit 15-LOX und sPLA; aus Sdugetieren

LDL mit sekretorischer Phospholipase A, aus Meerschweinchenpank-
reas modifiziert

sekretorische Phospholipase A,

Scavenger-Rezeptor

Tumor-Nekrose-Faktor



I Einleitung

Arteriosklerose ist eine multifaktorielle Erkrankung, bei der die Hypercholesterindmie eine
wichtige dtiologische Rolle spielt. Ein erhdhter LDL-Plasmaspiegel fiihrt makroskopisch zu
einer verstirkten Ablagerung von Cholesterin im subendothelialen Bereich der GefaBBwand,
wo es modifiziert und dann von Makrophagen aufgenommen wird. Die initiale Manifestation
der arteriosklerotischen Plaques ist eine intimale Ansammlung von lipidspeichernden
Makrophagen und GefdBmuskelzellen. Aus diesen entwickeln sich bei anhaltender Hypercho-
lesterindmie Atherome mit zentraler Nekrose und Cholesterinkristallen, die umgeben sind von
proliferierenden Intimamyozyten und kollagenen Fasern. SchlieBlich kénnen Ulzeration und
Thrombosierung zu einem akuten GefaBBverschluf} fiihren.

Auf biochemischer Ebene lautet die Hypothese, dass natives LDL iiber Bindung von ApoB-
100 an die extrazelluldre Matrix der Gefille im subendothelialen Raum akkumuliert, durch
zelluldre und extrazelluldre Prozesse zunichst nur minimal oxidiert wird und dadurch chemo-
taktisch und differenzierend auf Monozyten wirkt, sowie gleichzeitig den Austritt eingewan-

derter Monozyten hemmt ''7 122 123

. Zelluldre Reaktionen von Monozyten/Makrophagen fiih-
ren zu weiterer Oxidierung des LDLs mit der Konsequenz, dass u.a. auch das Apo B-100
stiarker negativ geladen wird und somit das gesamte LDL-Partikel von Scavenger-Rezeptoren
erkannt und internalisiert wird "*'. Die ungehemmte Akkumulation der Lipide fiihrt zur Ent-

stehung von Schaumzellen, die nekrotisch werden und Entziindungsreaktionen auslésen.



II Stand der Forschung

1. Metabolismus der Lipoproteine

Die im Blutplasma zirkulierenden Lipide werden aufgrund ihrer Hydrophobie an Trigerprote-
ine (Apoproteine) gebunden. Diese Lipoproteine lassen sich infolge jeweils unterschiedlicher
prozentualer Zusammensetzung des Eiweil3- und Lipidanteils in verschiedene Dichteklassen

einteilen, von denen jede eine spezifische Funktion und Metabolisierung aufweist.

1.1 Autbau und Interkonversion der Lipoproteine

Die Chylomikronen werden von den Mukosazellen des Intestinaltraktes synthetisiert und die-
nen dem Transport der mit der Nahrung aufgenommenen Triglyzeride ins Blut. Sie setzen
sich zusammen aus resorbierten Triglyceriden, Cholesterinestern und den Apoproteinen B-48,
C und E. Das Apolipoprotein CII ist Kofaktor der Lipoproteinlipase (LPL), die in den Endo-
thelien der Kapillaren des extrahepatischen Gewebes lokalisiert ist und die Spaltung von Fett-
sduren aus Triglyzeriden katalysiert. Die aus den Chylomikronen entstehenden Remnants
werden tiber Apo E - bindende Rezeptoren der Leber aufgenommen. Diese ist auch Synthese-
ort der Prd-f-Lipoproteine (Very Low-Density Lipoprotein = VLDL), welche die Apoproteine
E, CII und B100 enthalten und endogene Triglyzeride aus der Leber in die Peripherie trans-
portieren. Uber endothelstindige Lipoproteinlipasen versorgen diese das Gewebe mit Fettsiu-
ren. Die {iber die LPL entstehenden Intermediate-Density Lipoprotein (IDL) -Partikel (Apo E,
B 100) werden durch Verlust von Apo E zu den S - Lipoproteinen (Low-Density Lipoprotein
= LDL), die sich zu 40 % aus Cholesterinestern und zu jeweils 20 % aus Phospholipiden bzw
Proteinen (Apoprotein B—100) zusammensetzen. 75 % der zirkulierenden LDL werden {iber
den LDL-Rezeptor der Leber von den Hepatozyten endozytiert und zu 25 % iiber periphere
LDL-Rezeptoren. Aullerdem bindet LDL in modifizierter Form auch an sogenannte Scaven-
ger—Rezeptoren der Makrophagen. Die letzteren Rezeptoren werden unter 11.2 ausfiihrlicher
beschrieben. Das ApoB-100 des LDLs besitzt zudem eine Bindestelle fiir Glycosaminoglyka-
ne, was eine Retention der Lipoproteine in der GefaBintima bewirkt und eine Erklarung dafiir
ist, dass die Konzentration des LDLs auch in der Intima gesunder Gefia3e deutlich hoher ist
als im Plasma "'

Die « - Lipoproteine, High-Density Lipoproteine (HDL), werden sowohl in der Leber als auch
im Intestinaltrakt in Form von Vorstufen gebildet, aulerdem entstehen sie beim Abbau der

Chylomikronen. Durch ihren Gehalt an Apoprotein A-I konnen sie die von der Leber synthe-



tisierte und sezernierte Lecithin—Cholesterin—Acyltransferase binden, welche bewirkt, dass
aufgenommenes Cholesterin verestert wird. Dieses wandert in den apolaren Kern, so dass auf
der Oberflache der Partikel neues Cholesterin eingelagert werden kann. Das Apoprotein A-I
ist ebenfalls Ligand HDL—bindender Rezeptoren auf Hepatozyten und Makrophagen '**. Uber
die HDL-Rezeptoren der Leberzellen kdnnen diese Cholesterin aufnehmen. Als ein mdglicher
Rezeptor zur Aufnahme des Cholesterins aus HDL wurde der Scavenger-Rezeptor B1 (SR-
B1) beschrieben (vgl. 11.2.2.1). Umgekehrt wird bei Anhdufung von Cholesterin in
Makrophagen dieses an HDL abgegeben, wie an Peritonealmakrophagen aus Méusen nach-

. 1
gewiesen wurde *’.

. Korperzelle
Intestinaltrakt
Leber Makrophage
_ . HDL-Rezeptor
Chylomikronen- | Gal linsauren Phospholipide
synthese “TCholesterin

LCAT

L Cholesterin- —*YLDL, CETP
o
A
Lear

%
Endogene @

Synthese

LCAT

LDL-Rezeptor

Abb. II. 1: Interkonversion der Lipoproteine (Lohr M., Bos B.: Pathobiochemie, Pathophysiologie, Thieme Ver-
lag, 1998); Abkiirzungen: LCAT= Lecitin-Cholesterin-Acetyltransferase, CETP = Cholesterinester-Transfer-
Protein, L= Lipoproteinlipase



1.2 LDL—-Rezeptor vermittelte Endozytose

Die Struktur des LDL—Rezeptors wurde erstmals von Brown und Goldstein (1986) beschrie-
ben. Demnach stellt dieser ein Protein aus 839 Aminosduren dar, das in fiinf Doménen einge-
teilt wird, die auch als strukturelle Einheiten aufgrund der Intron—Exon-Struktur im LDL—
Rezeptorgen erkennbar sind. Das an der Zelloberfldche gelegene N-terminale Ende enthélt die
Bindestelle fiir die LDL—Apoproteine B und E. Da Apo E auf Chylomikronen—Remnants und
IDL- Partikeln zu finden ist, wurde auch fiir diese Lipoproteine eine Aufnahme durch den

Rezeptor diskutiert ' 1%

. Die Bindung des Lipoproteins an den Rezeptor erfolgt durch elekt-
rostatische Wechselwirkungen zwischen Arginin- und Lysin - reichen Teilen des Apoproteins
und negativ geladenen Cystinresten an der Bindungsdomine des Rezeptors '°. Da der zy-
toplasmatische Teil des Rezeptors in Wechselwirkung mit Klathrin steht, sammeln sich die
Rezeptoren in sogenannten Coated- pits und sind in dieser Form funktionsfahig.

Bindet ein LDL Partikel an den Rezeptor, 16st sich die Klathrinschicht und die Rezeptoren
samt LDL werden endozytiert. Durch Protonenpumpen in der Membran der Endosomen sinkt
der pH-Wert auf 5, so dass sich der Rezeptor von dem Liganden trennt und mittels
Transportvesikel wieder an die Zelloberfliche befordert wird. Das Endosom fusioniert mit
Lysosomen deren Hydrolasen die Lipoproteine abbauen > Das freie Cholesterin wird ins Zy-
toplasma abgeben und dort durch das Enzym Acyl-CoA—Acyltransferase verestert und ge-
speichert *°. Steigt der intrazellulire Cholesterinspiegel an, wird die Aktivitit der
Hydroxy-methyl-glutaryl-CoEnzymA—Reduktase (HMG-CoA-Reduktase) supprimiert und
dadurch die endogene Cholesterinsynthese gedrosselt '°, gleichzeitig hemmt freies Choleste-
rin in der Zelle die Bildung von LDL-Rezeptoren, wodurch die Aufnahme weitere LDL—
Partikel verhindert wird ®. Der LDL-Rezeptor, der zum groften Teil in den Leberzellen vor-
handen ist, wurde deswegen als einer der Hauptfaktoren der LDL-Clearance verantwortlich
gemacht.

Bestimmte Fettsduren, die in LDL enthalten sind (physiologisch wichtig v.a. Arachidonsdure
als Vorldufer der Prostaglandine und Leukotriene) und nicht de novo synthetisiert werden
konnen, gelangen iiber den LDL-Rezeptor in die Zelle. Habenicht et al. zeigten, dass
Fibroblasten von Individuen mit homozygoter Hypercholesterinimie, denen der LDL-
Rezeptor fehlt, nicht in der Lage waren, aus Cholesterin-veresterten Arachidonsduren
Prostaglandine zu bilden, wihrend bei freien Arachidonsdurederivaten die Synthese nicht
beintrichtigt war. AuBBerdem konnte durch Zugabe von Chloroquin, das die lysosomalen En-
zyme hemmt, ebenfalls die Synthese blockiert werden. Beide Beobachtungen demonstrieren

eine mogliche Abhingigkeit der Prostaglandin-Synthese vom LDL-Rezeptor ®. Es wurde ge-



zeigt, dass es auBerdem einen LDL-Rezeptor-unabhéngigen Weg der selektiven Aufnahme
von Cholesterinestern in Hepatozyten wie z.B. Hep G2 Zellen gibt *°, bei der die Aufnahme
von Cholesterinestern (CHE) unbeeinflusst bleibt von der Cholesterinkonzentration der Zelle.
Man vermutete deswegen, dass die selektive CHE—-Aufnahme eine basale Cholesterinversor-
gung der Zellen bei herunter-regulierten LDL-Rezeptoren darstellt . Spezielle Rezeptoren,
die fur die selektive Aufnahme der Cholesterinester verantwortlich scheinen, wiaren CD36

oder CLA-12%,

2. Scavenger—Rezeptoren

Scavenger—Rezeptoren wurden erstmals von Goldstein und Brown als Rezeptoren modifizier-
ter Lipoproteine beschrieben, die zu einer schnellen und unkontrollierten Aufnahme des mo-
difizierten LDLs in Makrophagen und somit zu einer starken Anhdufung von Cholesterin in
diesen Zellen fiihrten °' . Typisches Merkmal der Scavenger-Rezeptoren ist die Fahigkeit,
mehrere strukturell unterschiedliche Liganden zu binden, weshalb sie auch als Multiligandre-
zeptoren bezeichnet werden *°. Im Gegensatz zu dem nativen LDL—Rezeptor wird ihre Aktivi-
tat nicht durch ansteigende Cholesterinspiegel gehemmt. Entsprechend der Struktur werden

die Subtypen in verschiedene Klassen eingeteilt.

2.1 Scavenger—Rezeptoren der Klasse A Typ I und II

Das Gen fiir diesen Subtyp ist auf Chromosom 8§ lokalisiert und die beiden Formen dieses Re-
zeptors entstehen durch alternatives Splicing der mRNA '**. Exprimiert wird dieser Rezeptor

vor allem von Makrophagen, Kupffer-Zellen, Endothelzellen der Lebersinosoide und extrahe-

110, 30, 74 110, 34, 103

sowie in starkem Malle auf Schaumzellen
101

patischer Gefélle und glatten Mus-

kelzellen der arteriosklerotischen Plaques . Da sie kaum in zirkulierenden Monozyten zu
finden sind, vermutet man, dass die Expression stark vom Differenzierungsgrad der Monozy-
ten zu Makrophagen abhingt. Es wurde gezeigt, dass viele Faktoren, wie macrophage-colony-

8

stimulating-factor (M-CSF) ** und in vitro verwendeter Phorbolester '°® als Induktoren der

Differenzierung die Expression des SR—A steigerten. Ferner wurde die Stimulierung der Ex-
pression durch eigene Liganden wie modifiziertes und stark oxidiertes LDL beschrieben " '®®
sowie die Hochregulierung des Rezeptors in Kupffer-Zellen durch Gram—pos. Bakterien '

Je nach Ligand und Lokalisation werden ihnen verschiedene Funktionen zugesprochen. Auf
Makrophagen spielen SR-A eine wesentliche Rolle in der Pathogenese der Arteriosklerose '**.

Sie binden modifiziertes und oxidiertes LDL, was das umliegende Gewebe unter physiologi-
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schen Bedingungen schiitzt. Bei Hypercholesterinimie kann dies aber zu einer Uberladung
der Zelle fiihren und damit zur Schaumzellbildung °'. Ferner wurde gezeigt, dass der SR-A

die Adhidsion von Zellen des retikulohistozytiren Systems an unterschiedliche Gewebebe-

50, 40, 41

standteile (Kollagen, Amyloid) vermittelt . Diese Beobachtungen konnten in vivo Be-

deutung haben fiir die Rekrutierung von Zellen in verschiedenen Geweben, z.B. im Rahmen
inflammatorischer Prozesse oder bei der Arteriosklerose '*. Die SR-A auf Kupffer-Zellen der
Leber werden in Zusammenhang gebracht mit der Abwehr von im Blut zirkulierenden Mikro-

organismen, da sie Bestandteile Gram—neg. (LPS) °* ¢

39, 62
)

wie auch Gram-pos. (Lipoteichonséu-
re Bakterien binden und somit der Immunantwort (Zytokinproduktion u.a.) entziehen,
was sich protektiv gegeniiber eines SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrom) aus-
wirken kénnte .

Eine Abraumfunktion besitzen die Rezeptoren auch im Rahmen geschadigter und apoptoti-

135 Erklart wird diese Hypothese durch eine Ahnlichkeit im Aufbau von Zell-

scher Zellen
membranen und Lipoproteinen: Durch Oxidierung von Lipoproteinen entstehen neue Epitope,
welche Epitopen von apoptotischen Zellen gleichen und somit die Phagozytose einleiten. Von
Bedeutung sind hierbei vor allem die Anhdufung von Phosphatidylserin, das durch Schédi-

43,28
d ™ “°. Es wurde

gung der Membran von der zytosolischen Seite nach auBlen exponiert wir:
gezeigt, dass apoptotische Zellen in Gegenwart von oxidiertem LDL vermindert gebunden

wurden '°.

2.2 Scavenger—Rezeptoren der Klasse B
2.2.1 SR-B1 und CLA-1

Der SR-B1 wurde erstmals in CHO—Zellen (Chinese hamster ovary cells) beschrieben *. Der
Rezeptor besteht aus 509 Aminosduren, deren Sequenz zu 30 % identisch ist mit der von CD
36 2. Das humane Homolog, CLA-1, wird kodiert von zwei Formen von mRNA, dessen lange
Form fiir ein aus 509 Aminosduren langes Protein kodiert, das zu 81 % die gleiche Frequenz
hat wie der SR-B1 ', Exprimiert werden SR-B1 und CLA-1 vor allem im steroidbildenden
Parenchym der Nebenniere und Gonaden, die einen hohen Bedarf an Cholesterin besitzen und

2,1, 108, 98

ferner zu geringerem Anteil in Leber und Lunge . Das Ligandenspektrum beider Re-

zeptoren beinhaltet u.a modifiziertes wie natives LDL sowie HDL '. In vivo Studien haben

gezeigt, dass der SR—B1 eine selektive Aufnahme von Cholesterinestern aus HDL vermittelt

47 Die Hauptfunktion ist die Versorgung der genannten Gewebe mit Cholesterin. Die Ex-

160

pression wird gesteuert iiber den Cholesterinbedarf der Zelle ™ und {iber Adrenocorticotropes
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Hormon (ACTH) in der Nebenniere '*. Eine Ausnahme bilden die Makrophagen, deren Sca-
venger-Rezeptoren-B1 Zellcholesterin auf HDL-Partikel {ibertragen und somit den Choleste-

rinefflux aus der Zellwand begiinstigen .

2.2.2.CD36
2.2.2.1. Aufbau und Lokalisation

CD36 (Cluster of Differentiation) ist ein hydrophobes Glycoprotein der Zellmembran. Es
zeichnet sich durch zwei transmembrandse Doménen an den beiden Enden des Molekiils aus,
denen jeweils eine kurze C—terminale bzw. N—terminale zytoplasmatische Doméne folgt.
Verbunden sind die transmembrandsen Anteile durch eine extrazelluldre, stark Stickstoff-
glykolisierte Schleife ®* (siche Abb.II.2). Der hohe Grad an Glykolisierung scheint dem Prote-

in eine extreme Resistenz gegeniiber Proteolyse zu verleihen ©.

S

N C

Zytosol

Abb. I1. 2: Struktur des CD36 Molekiils: Es zeichnet sich durch zwei transmembrandse Doménen an den beiden
Enden des Molekiils aus, denen jeweils eine kurze C—terminale bzw. N—terminale zytoplasmatische Doméne
folgt. Verbunden sind die transmembrandsen Anteile durch eine extrazellulire stark N-glykolisierte Schleife **.

Je nach Expressionsort besitzt der Rezeptor leichte Unterschiede in der Molekiilmasse, die
vermutlich auf Zelltyp — spezifischen Glykolisierungsmuster beruhen '**. So ist z.B. das Gly-
koprotein auf Pldttchen und monozytdren Zellen 88 kD grof3, auf Epithelzellen nur 85 kD.
Das Gen fiir CD36 hat eine GroBe von 32 Kb und liegt auf Chromosom 7 (q 11.2) *.

CD36 wird nahezu ubiquitér exprimiert. Vor allem auf Zellen der myeloischen Reihe wie
Monozyten / Makrophagen, Thrombozyten und unreifen Erythroblasten *. Ferner ist CD36

12

auf mikrovaskuliren Endothelzellen, Adipozyten, Pigmentepithel der Retina '*° und in der
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Leber auf Kupffer—Zellen und Endothelien der Sinusoide '** lokalisiert. Kiirzlich wurde er

auch in glatten Muskelzellen der Aorta entdeckt '**.

2.2.2.2 Liganden

Das Ligandenspektrum ist entsprechend der anderen Scavenger - Rezeptoren breit gefachert
und weist auf Multifunktionalitdt des Rezeptors hin.

CD36 bindet HDL, LDL, VLDL 17, modifiziertes LDL (stark- und minimal oxidiertes LDL
*2), anionische Phospholipide und apoptotische Zellen. Erweitert wird das Spektrum durch die
Féhigkeit, freie Fettsduren, Thrombospondin und Kollagen zu binden. Die Interaktion zwi-
schen CD36 und oxidierten Lipoproteinen erfolgt iiber oxidierte Phospholipide, die an Apoli-
poprotein B gebunden sind, dabei werden sowohl der Protein- als auch der Lipidanteil als ge-

meinsames Epitop erkannt ** '°

. Es wird aber auch beschrieben, dass nur der Lipidanteil des
oxidierten LDLs gebunden wird, '*° im Gegensatz zu den SR der Klasse A1, die das oxidierte
LDL iiber den Proteinanteil binden *’. Welche Wechselwirkungen genau stattfinden, ist noch

nicht genau bekannt ',

2.2.2.3 Regulation

Die vielen Funktionen und Expressionsorte von CD36 haben auch eine Vielzahl von regulie-
renden Faktoren zur Folge. Einer der wesentlichen Mechanismen der Regulation wird als
PPARYy-abhingig beschrieben. Es wurde gezeigt, dass PPARYy-Liganden, wie Bestandteile
oxidierten LDLs, eine Hochregulierung von CD36 in humanen Monozyten und THP1 Zellen

bewirken und damit die eigene Aufnahme induzieren kénnen ' '>*

. Feng et al. beobachteten
eine Hemmung der Expression durch Proteinkinase C — Inhibitoren und vermuteten, dass ei-
nen initiale Aktivierung der Proteinkinase C und folglich von PPARYy durch oxidiertes LDL
notwendig sei *’. Zudem wurde gezeigt, dass die CD36 Expression in Monozyten durch Zyto-
kine wie M—CSF (Macrophage-Colonial Stimulating Factor) und Interleukin-4 '® sowie
durch Adhision an TNF—aktivierte Endothelien 7 verstirkt wurde und durch Behandlung mit

LPS oder Corticosteroide reduziert %,

Das IL-4 wird von T-Helferzellen produziert und ak-
tiviert die 12/15-Lipoxidase, die aus ungeséttigten Fettsduren, v.a. Arachidonséure und Linol-
sdure, PPARY - Liganden bereitstellt iiber die dann die CD36-Expression verstirkt wird >,

Verschiedene Fettsduren wurden auf die Expression von CD36 getestet und es konnte nach-

gewiesen werden, dass n-3 Fettsduren, wie sie in Fischol vorhanden sind, eine signifikante
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Reduktion der CD36 Expression auf Protein- und mRNA Ebene erzielen, wihrend n-6 Fett-
sdure (Arachidonsdure und Linolsdure) eher zu einem Anstieg fiihrten .

Durch a-Tocopherol liel3 sich iiber Reduktion der Promotoraktivitit die CD36 mRNA sowie
das Protein in glatten Muskelzellen herunterregulieren und folglich auch die Aufnahme oxi-
dierten LDLs hemmen, was einen der protektiven Effekte von Vitamin E erkliren konnte '°.
Ebenfalls hemmende Wirkung zeigte Interferon-y '''. Huh et al. beobachteten, dass die Diffe-
renzierung von humanen Blutmonozyten zu Makrophagen in vitro mit einer verstirkten CD36
Expression und mRNA Synthese einhergeht, die am dritten und viertem Tag in Kultur einen
Hohepunkt erreicht und dann wieder abféllt "® im Gegensatz zu den SR der Klasse A, deren
Expression mit zunehmender Reifung nicht absinkt >°.

Eine Ubersicht iiber die regulierenden Faktoren gibt die folgende Tabelle.

Expressionsort CD-36 Expression
i !

Monozyten M-CSF Lipopolysaccharide
Interleukin-4 Kortikosteroide

Adhiésion an TNFa aktiviertes En-

dothel
n-6 Fettsduren n-3 Fettsduren
Differenzierung

glatte Muskelzellen o Tocopherol

Interferon y

Tab. II. 1: Regulatoren der CD36 Expression
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2.2.2.4 Funktionen
2.2.2.4.1 Bedeutung in der Arteriosklerose und Plédttchenfunktion

Eine Bedeutung wird dem Rezeptor in der Entwicklung von Schaumzellen zugeschrieben.
CD36 wurde als Scavenger-Rezeptor auf Makrophagen beschrieben, der in der Lage war, o-
xidiertes LDL zu binden **. CD36 ¢cDNA—transfizierte Zellen konnten oxidiertes LDL binden
und aufnehmen und diese Aufnahme wurde durch Antikérper gegen CD36 zu 50 % blockiert
" Eine Untersuchung von Makrophagen, die aus Personen mit mangelhafter Bildung von
CD36 isoliert wurden, ergab eine um 40 % reduzierte Aufnahme oxidierten LDL's im Ver-

% Die ox.LDL — bindende Domiine auf dem Protein ist nach aktu-

gleich zur Kontrollgruppe
ellem Stand im N-terminalen Drittel des Molekiils lokalisiert, in einem moglichen Bereich
zwischen Aminosdure 28 und 93, was mit Hilfe von rekombinanten bakteriellen Gluthation
S—Transferase/CD36 Fusionsproteinen ermittelt wurde >'. Da der CD36 Rezeptor auch auf
humanen glatten Muskelzellen der Aorta gefunden wurde '**, wird vermutet, dass sich glatte
Muskelzellen ebenfalls zu Schaumzellen entwickeln konnen.

Ein Zusammenspiel zwischen CD36 und SR—A in der Freisetzung von H,O, aus Monozy-
ten/Makrophagen wurde von Maxeiner et al. ' diskutiert. Demnach stellt an subendotheliale
Matrix gebundenes oxidiertes LDL einen starken Stimulus fiir die H,O, Sekretion dar, indem
der SR—A auf den Makrophagen deren Adhésion an die extrazellulire Matrix vermittelt, wih-
rend CD36 die Sekretion von H,0, auslost. Da geldstes oxidiertes LDL und geldster mo-
noklonaler Antikorper gegen CD36 diesen Effekt nicht auslosten wurde postuliert, dass eine
Kreuzvernetzung zwischen den CD36 Rezeptoren untereinander und / oder mit den SR-A
durch oxidiertes LDL notwendig sei, dieses also mdglichst in hoher Dichte vorhanden sein
miisste ',

Auf Thrombozyten exprimiert, soll CD36 die Adhédsion an Kollagen in der GefdBwand und
damit ihre Aktivierung einleiten **. Thrombospondin, ebenfalls ein Bestandteil der extrazellu-
laren Matrix ist auch in der Lage, iber CD36 Thrombozyten zu binden. Eine besondere Ei-
genschaft von CD36 liegt darin, seine Affinitét fiir Thrombospondin bzw. Kollagen zu modu-
lieren: Phosphorylierung von CD36 fiihrt zu einer verstirkten Affinitét zu Kollagen, wéihrend

bei Dephosphorylierung CD36 vermehrt Thrombospondin bindet **. Kontrolliert wird der

Prozef durch Ektophosphatasen, die wihrend der Plittchenaktivierung freigesetzt werden .
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2.2.2.4.2 Bedeutung im Lipoprotein— und Fettsdurestoffwechsel

CD36 wurde als eines der Proteine identifiziert, die in der Lage sind, freie Fettsduren in die
Zelle zu transferieren und damit die Aufnahme von langkettigen Fettsduren in Adipozyten,
Diinndarm, Herz— und Skelettmuskel zu gewihrleisten. Febbraio et al. untersuchten Adipozy-
ten aus CD36 -/- Mausen und beobachteten eine signifikante Abnahme des Transportes lang-
kettiger Fettsduren mit einem konsequenten Anstieg von Niichtern-Cholesterin, nichtverester-
ten freien Fettsduren sowie Triacylglyzeriden (hauptsidchlich innerhalb der VLDL—Fraktion)
im Plasma. Diese Tatsachen weisen auf eine wichtige Rolle des Proteins in Lipoprotein- und

Fettsiurestoffwechsels hin .

Die Expression von CD36 als Fettsduretranslokase
(FAT/CD36) in Skelett— und Herzmuskel dient der Energieversorgung dieser Gewebe durch
freie Fettsduren, besonders in den Muskelfasern die hauptsédchlich auf aerobe Energiegewin-
nung angewiesen sind. So konnte gezeigt werden, dass eine chronische Muskelkontraktion zu
einer Uberexpression von FAT/CD 36 und damit zu einer verstirkten Aufnahme von freien

Fettsiuren fiihrte 2.

2.2.2.4.3 Bedeutung von CD36 in der Phagozytose apoptotischer Zellen

Eine wichtige Funktion des Rezeptors wurde auch in der Beseitigung apoptotischer Zellen
beschrieben. Makrophagen scheinen verschiedene Mechanismen entwickelt zu haben, um
apoptotische Zellen zu erkennen und zu phagozytieren. Von Bedeutung sind dabei der Vitro-
nectin Rezeptor (of Integrin), Scavenger—Rezeptoren und die Erkennung von Phosphatidylse-
rin auf apoptotischen Zellen durch Phosphatidylserinrezeptoren (beta2-glycoprotein I). Un-
stimulierte Makrophagen phagozytieren apoptotische Zellen tiber das o Integrinsystem, das
mit CD36 assoziiert ist. Dieser Komplex bindet Thrombospondin, das wiederum an Liganden

apoptotischer Zellen bindet '****

. Werden humane Makrophagen stimuliert, verlieren sie die-
se Féhigkeit, sind dann aber in der Lage, Phosphatidylserin zu erkennen. Bei beiden Prozes-
sen scheint CD36 als Kofaktor involviert zu sein, da die Aufnahme apoptotischer Zellen
durch anti-CD36 Antikdrper zu 25 — 40 % bzw. 40 — 55 % blockiert wurde **.

Wie bei den Scavenger—Rezeptoren der Klasse A, wurden auch bei dem CD36 Rezeptor Zu-
sammenhénge zwischen der Erkennung von Phosphatidylserin und der Phagozytose oxidierter
LDL beschrieben.

Bei den auf der Oberfliche von Lipoproteinen vorkommenden Lipiden, handelt es zum gro-

Ben Teil um Phosphatidylcholine, deren oxidierte Formen fiir die Bindung an CD36 mitver-
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antwortlich scheinen '*°. Die Autoren postulierten eine biochemische Mimikry zwischen oxi-

dierten Phospholipiden und Phosphatidylserinen der apoptotischen Zellen.

3. Peroxisome Proliferator—Activated Receptor gamma (PPAR 7)

3.1 Struktur

PPARY gehort zu einer Subklasse von Kernrezeptoren, die sich aus drei Isotypen des Rezep-
tors zusammensetzt: PPARo, PPARY und PPARB/3. Obwohl alle Isotypen von unterschiedli-
chen Genen kodiert werden, besitzen sie eine dhnliche Proteinstruktur. PPARY, der sich wie-
derum in zwei Isoformen (PPARY 1 und 2) unterteilen lasst, besteht aus verschiedenen Doma-
nen, die alle auf Chromosom 3 in der Position 3p25 kodiert sind ®. Die Gene umfassen 100
kb und die Isoformen unterscheiden sich in ihrem NH,—terminalen Ende als Konsequenz un-
terschiedlicher Spaltung der mRNA und Aktivierung verschiedener Promotoren 170 1m
Gegensatz zu PPARY1 besitzt PPARY2 ein um 28 Aminoséduren erweitertes N-terminales En-
de. Die N-terminale A/B Doméne besitzt eine ligandunabhiangige Aktivierungsfunktion, die
durch Insulin reguliert werden kann '®*. Dieser Bereich hat bei der Isoform PPARY2 ein zehn-
fach stirkeres Aktivierungspotential als bei PPARY1 ', Die C—Domiine ist gleich die DNA-
Bindungsdoméne, deren Struktur von zwei Zinkfingern gebildet wird, die an sechs Zielnukle-
otide der DNA binden. Es folgt die D—Region, an die Koaktivatoren binden und die carboxy-
terminale E/F Doméne (Ligand-bindende Doméne = LBD) mit der Ligand - abhingigen Ak-
tivierungsregion AF2 *! . Die Ligand-bindende Domine ist gefaltet aus drei Lagen von o -
Helices. Ist an den Retinoid-X-Rezeptor (RXR, s.u.) kein Ligand gebunden, verdndert die
AF2 — Region ihre Tertidrstruktur, sodass sich die AF2-Doméine von der der LBD abkoppelt.
Umgekehrt fiihrt eine Ligandbindung an RXR zu einer Umgestaltung der AF2-Helix und die
AF2-Region néhert sich wieder der LBD, sie bildet dann mit ihren hydrophoben Resten einen
Teil der LBD '".

3.2 Ligandenspektrum

Bisher sind nur wenige natiirliche Liganden beschrieben, die an PPARY binden und ihn akti-

vieren. Dazu zihlen Derivate der Arachidonsiure, wie das Eicosanoid 15 — Deoxy - & '*!*

prostaglandin J, * ¥’

und die sogenannten H(P)ETEs (15-Hydroxy(peroxy)eicosatetraenoic
acid), sowie die aus der Linolsdure entstechende Fettsdure 9-/13- HODE (Hydroxyoctadeca-

dienoic-acid) '%°. Kiirzlich wurde ein weiterer endogener, agonistischer Ligand mit hoher Af-
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finitét identifiziert, der zur Gruppe der Alkylphosphatidylcholine der LDL gehort und durch
Behandlung mit Phospholipase A, freigesetzt wird *' . Dieser war in der Lage, durch PPARYy —
Aktivierung u.a. die CD36 — Expression zu verstirken und dadurch die eigene Aufnahme zu
induzieren *'. Es wurde erstmals gezeigt, dass ein intaktes oxidiertes Phospholipid direkt an
PPARY bindet, nachdem es mittels einer Flippase (TTA) durch die Zellmembran transportiert
wurde *'. Weiterhin wurden eine Reihe synthetische Liganden beschrieben, die der Gruppe
der Antidiabetika angehoren und eine hohe Affinitdt zu PPARY besitzen; es handelt es sich
dabei um Troglitazon, Pioglitazon und Rosiglitazon '®. Auch Nichsteroidale Antiphlogistika,

wie Indomethacin und Ibuprofen wurden als Liganden von PPARY erkannt *°.

3.3 PPARY Aktivierung und Transaktivierung

Der ligandabhingige Weg der Aktivierung erfolgt durch die Bindung eines Liganden an
PPARY oder den RXR-Rezeptor (Retinoid-Rezeptor), mit dem PPARY ein Heterodimer bildet,
d.h. beide Rezeptoren konnen die Transkriptionsaktivitit regulieren, indem sie mit dem eige-
nen Liganden interagieren. Werden beide Partner durch einen Liganden aktiviert, fiihrt dies zu
einem additiven Effekt. Es wurde gezeigt, dass der endogene RXR-Ligand 9-cis-Retinolsdure
PPRE-regulierte Gene in einem PPAR:RXR abhingigen Mechanismus aktivieren konnte ™.
Gleiches gilt auch fiir die PPAR Zielgene L-FABP (liver fatty acid binding protein) und Apo
All, die ebenfalls auf Aktivierung durch 9-cis-Retinolsdure vermehrt exprimiert werden '*
% Wird PPARY nicht durch einen Liganden aktiviert, liegt er als PPAR:RXR/Korepressor-
Komplex vor, der die Bindung an PPAR-Response-Elements (PPRE) verhindert. Bindet ein
Ligand, dissoziert der Korepressor von dem Komplex ab und PPAR:RXR bindet an PPRE,
was eine Verdnderung der Chromatinstruktur zur Folge hat. Der an die DNA gebundene
PPAR:RXR-Komplex fiihrt zu einer Bindung des Koaktivator-Acetyltransferase-Komplexes,
der durch Acetylierung von Histonzweigen in der Promotorregion eine zu transkriptierende

Struktur herstellt. Mittels zusitzlicher Transkriptionsfaktoren und des RNA-Polymerase II
Komplexes wird die Transkription der Zielgene eingeleitet *° (siche Abb. II. 3).
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PPAR:RXR
Korepressor-
Komplex

Ligand

Transkrintion

RNA-
Polymerase 11

Azetyltransferase

Koaktivator

Abb. I1.3: Wird PPARY nicht durch einen Liganden aktiviert, liegt er als PPAR:RXR/Korepressor-Komplex vor,
der die Bindung an PPAR-Response-Elements (PPRE) verhindert. Bindet ein Ligand, dissoziert der Korepressor
von dem Komplex ab und PPAR:RXR bindet an PPRE, was eine Verdnderung der Chromatinstruktur zur Folge
hat. Der an die DNA gebundene PPAR:RXR-Komplex fiihrt zur einer Bindung des Koaktivator-
Acetyltransferase-Komplexes, der durch Acetylierung von Histonzweigen in der Promotorregion eine zu
transkriptierende Struktur herstellt. Mittels zusétzlicher Transkriptionsfaktoren und des RNA-Polymerase II
Komplexes wird die Transkription der Zielgene eingeleitet *°.

Je nach Ligand kommt es dabei zu ligandspezifischen Strukturverinderungen von PPARY,
was zur Rekrutierung jeweils unterschiedlicher Koaktivatoren der Transkription fiihrt. Diese
Koaktivatoren fiihren zu einer Strukturverdnderung der AF2-Helix, welche fiir eine effektive
Transkription notwending ist *°. Die Koaktivatoren, wie z.B. SRC-1, besitzen das LXXLL
Motif (L = Leuzin, X = beliebige Aminosdure). Die Leuzin-Reste binden dabei eng an die
hydrophobe LBD von PPARYy 5 Wihrend PgJ, und Troglitazon beide zu einer Transaktivie-
rung flihrten, wurde fiir PgJ, eine Interaktion mit SRC-1 und TIF2 nachgewiesen, die bei Be-
handlung mit Troglitazon nicht gezeigt werden konnte. Man vermutet deshalb die Interaktion

mit anderen Koaktivatoren *. Obwohl 9-HODE als endogener Ligand und Aktivator von
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PPARY identifiziert wurde, konnte in dieser Untersuchungsreihe mit COS-1 Zellen weder eine
Koaktivator-Interaktion noch eine signifikante Translokation von PPARY nachgewiesen wer-
den ¥.

Hauser et al. zeigten, dass Liganden auch die Degradierung von PPARY durch Proteasen in-
duzieren *. Ahnlich anderer Proteine, die durch Ubiquitierung dem proteasomalem Abbau
zugefiihrt werden, konnte auch fiir PPARY die Bindung von Ubiquitin an Lysinreste durch
funktionell hintereinandergeschaltete Enzyme nachgewiesen werden. Die genaue Verkniip-
fung von Ligandbindung und Degradierung ist noch nicht genau geklirt. Eine Punktmutation

im Genabschnitt fiir AF2 blockiert die Degradierung, ebenso ein Korepressorprotein (RIP
140), das an AF2 bindet ",

Der zweite Mechanismus der Aktivierung ist ligandunabhiingig und konnte erstmals fiir die
Aktivierung von PPARo durch Insulin beschrieben werden. Insulin fiihrt dabei zu einer
Phosphorylierung von zwei Mikrotubuli—assoziierten Protein- (MAP) Kinase Bindestellen,
die an Position 12 und 21 in der A/B Domine von humanen PPAR o identifiziert wurden .
Zhang et al. demonstrierten einen synergistischen Effekt zwischen Insulinbehandlung und
ligandabhingiger Aktivierung von PPARY, gemessen an der Expression des Zielgens aP2 in
Chinese hamster overy cells. Da dieser Effekt durch Zugabe von MAP—Kinase-Inhibitoren
gehemmt wurde, bezog man den Insulineffekt auf die Phosphorylierung von PPARY, welche
durch Zugabe aufgereinigter MAP—Kinase beobachtet wurde '*. Einen gegenteiligen Effekt
besallen EGF (epidermal growth factor) und PDGF (platelet derived growth factor), welche
die Transkriptionsaktivitit von PPARY durch Phosphorylierung mittels MAP—Kinase verrin-
gerten '™ . Eine MAP—Kinase Bindungsdomine wurde am Serin 82 in der N—terminalen
Domine von PPARY1 identifiziert, die der Position Serin 112 in PPARY2 entsprach 187 Der
mutierte PPARY2 (Serin an Position 112 durch Aspergin ersetzt) zeigte eine abgeschwéchte
Ligandaffinitdt und Einbeziehung von Kofaktoren. Demnach hat der Phosphorylierungsstatus
von Serin 112 im N—terminalen Bereich Einflul} auf die Konformation des nichtgebunden
Rezeptors und kann dadurch die Affinitdt von PPARY zu seinen Liganden beeinflussen 143,
Die Tatsache, dass die Phosphorylierung zu einer Aktivierung oder Hemmung von PPARY
fiihren kann, ist abhéngig von der Natur des Stimulus, der jeweils unterschiedliche Kinase —

. 54
Mechanismen benutzt .
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3.4 Expression und Funktion

3.4.1 Einfluss von PPARY auf Adipogenese und Lipidmetabolismus

153 und hat

Die Expression von PPARY ist zum grofiten Teil auf das Fettgewebe beschrinkt
Bedeutung bei der Induktion der Adipogenese in Praadipozyten. Wihrend die preadipozytdre
Zelllinie (3T3-L1, 3T3-F442A) nur Spuren von PPARY enthilt, wurde die Expression im Lau-
fe der Differenzierung deutlich stirker °* '>*. Ein Beweis war ferner die starke Exprimierung
von PPARY in NIH-3T3 Fibroblasten, die sich unter Einflu} verschiedener Aktivatoren wie
z.B. Linolséure in Adipozyten differenzierten und Fett einlagerten '>°. Der Effekt auf die Adi-
pogenese und den Lipidmetabolismus in der Fettzelle kommt durch die PPAR-regulierte
Exprimierung verschiedener Gene zustande, die fiir Enzyme des Fettstoffwechsels kodieren.
Dies gilt fiir das Fettsdure-Transportprotein (FAT und FATP), das die Aufnahme langkettiger
Fettsduren in den Adipozyt erleichtert, wie dies auch in Hepatozyten und Enterozyten der Fall
ist ', Die von den Adipozyten sezernierte Lipoproteinlipase spaltet freie Fettsduren aus
Triglyceriden der Lipoproteine und versorgt so die Fettzellen mit Fettsduren, die an Fettsdu-
rebindende Proteine (aP2) auf den Adipozyten binden. Durch die Acyl-CoA-Synthetase wer-
den die Fettsduren sofort verestert und damit am Austritt gehindert. Die Gene fiir die genann-

ten Enzyme / Proteine stehen allesamt unter dem Einfluss von PPAR-Aktivatoren .

3.4.2 Bedeutung von PPARY in der Arteriosklerose und in Entziindungsprozessen

Da PPARY auch in geringerem Malle in Zellen gefunden wurde, die im Zusammenhang mit
der Entstehung der Arteriosklerose stehen wie Makrophagen, Epithelzellen und glatten Mus-
kelzellen, wurden mdgliche Funktionen in diesem Bereich untersucht. Eine starke Expression
wurde vor allem in Schaumzellen arteriosklerotischer Plaques beschrieben und diese konnte
durch Wachstumsfaktoren, wie M-CSF und GM-CSF sowie durch oxidiertes LDL induziert

werden %’

. Nagy und Tontonoz et al. erkannten erstmals, dass zwei wesentliche Komponen-
ten des oxidierten LDLs, 13- und 9-HODE, endogene Liganden und Aktivatoren von PPARYy
in humanen Monozyten und THP1 Zellen sind. Diese sind in der Lage, iiber Hochregulierung
von CD36 die Aufnahme oxidierter LDL zu induzieren '* **. Als in der Promoterregion von
CD?36 eine Bindestelle fiir PPAR:RXR entdeckt wurde, konnte erstmals das CD36-Gen als ein
weiterer Angriffspunkt des Kernrezeptors beschrieben werden °. Es wird diskutiert, dass die
Enzyme, die auch die Adipozytenreifung beeinflussen, ebenfalls im Lipidmetabolismus der

Makrophagen eine Rolle spielen und zur Entstehung von Schaumzellen fiihren konnten. Das

Adipozyt-Lipid-bindende Protein (ALBP / aP2 s.0.) wurde als Zielgen von PPARY identifi-
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ziert und man beobachtete eine starke Expression in Makrophagen atherosklerotischer Pla-
ques. Die Expression konnte durch PPARYy Liganden, wie 9- und 13-HODE in THP-1 Zellen
induziert werden **. Es wurde ebenfalls untersucht, welche physiologischen Funktionen
PPARY in Makrophagen haben konnte: da PPARYy in unreifen Monozyten nicht exprimiert
wird, die Expression im Laufe der Monozytendifferenzierung aber stark zunimmt und Ligan-
daktivierungen zu Differenzierungsmerkmalen fiihren (oxidativer Burst, Oberflachenrezepto-
ren CD14 und CD18), wurde angenommen, dass PPARY eine wichtige Rolle im Rahmen der
Monozytenreifung besitzt ' '*’. Kiirzlich wurde allerdings demonstriert, dass PPARY bei der
in vitro Differenzierung von PPARY - defizienten embryonalen Stammzellen zu Makrophagen
nicht essentiell war. Es entstanden aus dieser Zellreihe Makrophagen, die morphologisch und
funktionell keine Unterschiede zu den Wildtyp-Zellen zeigten ** ',

Weiter wurde beschrieben, dass eine PPARYy-Aktivierung in differenzierten Makrophagen die
Apoptose einleitet. Wurden die Zellen zusétzlich mit TNFoo und IFNy aktiviert, verstirkte
sich der Effekt *°. Da die Induktion der Apoptose schon bei geringer Konzentration des
PPAR-Aktivators eintrat, die Induktion von CD36 und die Schaumzellbildung aber erst bei
sehr viel hoheren Konzentrationen, ergab sich die Idee, dass PPARYy-Aktivatoren eine Doppel-
rolle spielen: in niedriger Konzentration fithren sie zur Apotose und verhindern somit die
Schaumzellbildung, in hoher Dosierung bewirken sie iiber eine CD36—Stimulierung die
Schaumzellbildung in den Zellen, die von der Apoptose verschont blieben *°. Die Apoptose
wird vermutlich dadurch induziert, dass PPARYy die Transkriptionsaktivitit von p65/RelA
hemmt, einer Schliisselkomponente im antiapoptotischen NFxB Signalweg. TNFo und IFNy
konnten dabei zu einer Phosphorylierung von PPARY fiithren, die dessen Aktivitit so modu-
liert, dass p65/RelA funktionell gehemmt wird *°.

Die Behandlung von Monozyten und Makrophagen mit hohen Konzentrationen an PPARY-
Agonisten fiithrte zu einer reduzierten Sekretion proinflammatorischer Zytokine '*°. Zum Bei-
spiel bewirkten 15d-PgJ, und Thiazolidinderivate eine Sekretionshemmung von TNFao, IL-13
und IL-6 ™ %2 AuBerdem wurde beobachtet, dass mit 15d-PgJ, behandelte Peritoneal-
makrophagen morphologische Kennzeichen entwickelten, wie sie fiir ruhende, inaktive Zellen
typisch sind '**. Zum Beispiel wurde die IFN-y abhingige Induktion der Stickstoffmonooxi-
dase (iNOS) dosisabhingig auf mRNA Ebene gehemmt. Auch die Bildung des SR-A und der
Gelatinase B, eine Matrix-Metalloproteinase, die durch IL-1 und TNFo induziert wird und die
Degradierung der extrazelluliren Matrix einleitet, konnte durch PgJ, auf mRNA Basis nahezu

vollstindig blockiert werden '*®. Erklart wird diese Tatsache dadurch, dass Pgl, die Promoter-
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regionen dieser Enzyme und Rezeptoren stilllegt, indem es durch PPARYy-Aktivierung die fiir
die Regulierung wichtigen Transkriptionsfaktoren AP-1, STAT und NF-xB verbraucht '*'.
Eine aktuelle Studie zeigt, dass das antiinflammatorische Enzym Katalase, verantwortlich fiir
die Spaltung von H»0,, ebenfalls iiber PPREs durch PPARY reguliert wird. Man entdeckte das
PPRE im Katalase-Promotor der Ratte und PPARYy-Aktivatoren fiihrten zu einem Anstieg der
Katalase mRNA Aktivitit >,

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass PPARY in der Pathogenese der Arteriosklerose kon-
troverse Rollen spielt. Zum einen wirkt er durch Foérderung der Schaumzellbildung destruktiv,
zum anderen durch seine antiinflammatorische Wirkung und Hemmung der Gelatinase B, die

als mitverantwortlich fiir die Plaqueruptur gilt, protektiv gegeniiber Atherosklerose.

4. Oxidierung und Modifizierung von LDL und seine Bedeutung in der Atherosklerose

Fiir die in vivo Oxidierung der Lipoproteine werden Endothelzellen, glatte Muskelzellen,
Makrophagen und neutrophile Granulozyten '° verantwortlich gemacht. In vitro kénnen Fe*"
sowie Cu>" die Oxidierung katalysieren. Eine Oxidierung durch Metallionen in vivo wird e-
benfalls diskutiert. Zum Beispiel konnte es im Rahmen eines Zellunterganges bei fortgeschrit-
tenem Stadium zur Freisetzung von Metallionen kommen, die dann extrazelluldr die Lipopro-
teine oxidieren '°. Der Ubertritt von nativen LDL in den subintimalen Bereich und die Oxidie-
rung sind Ausgangspunkt zur Entstehung der arteriosklerotischen Plaques. AuBer der Bedeu-
tung bei der Entstehung von Schaumzellen, besitzt das oxidierte LDL auch eine Reihe weite-
rer atherogener Eigenschaften:

- Direkte chemotaktische Wirkung auf zirkulierende Monozyten (A) bei Mobilititshem-
mung der Makrophagen vor Ort (v.a. durch minimal modifiziertes LDL) '** % (B).
Stimulierung der Endothelzellen zur Produktion von monocyte chemotactic peptide
(MCP-1) und macrophage colony-stimulating factor (M-CSF), damit Rekrutierung von
Monozyten und Differenzierung in Makrophagen ''’(C).

- Aktivierung von Makrophagen zur Bildung von Entziindungsmediatoren (IL-1 und
TNFa) (D) und damit Hochregulierung von E-Selektinen und ICAM-1 (intracellular ad-
hesion molecule-1) auf Endothelzellen, die ebenfalls Lymphozyten und Monozyten er-
kennen und binden.

Zytotoxischer Effekt auf Makrophagen, glatte Muskelzellen und Endothelzellen *° (E).
- Induzierung von Autoantikérpern gegen oxidiertes LDL > und damit Auslésung einer

Entziindungsreaktion.

22



- Induktion der Interleukin-1 ** und PDGF- Sekretion ** aus Makrophagen und damit Proli-
feration glatter Muskelzellen 3. 132 (),

- Hemmung der Vasomotorik durch verminderte NO™ Bildung ™.

- Behinderung des reversen Cholesterintransportes durch verminderte Abgabe von Memb-

rancholesterin an HDL 2.

nat.LDL

Q Monozyt

Endothel

Abb. II. 4: Rolle von oxidiertem LDL in der Atherosklerose; mod. nach Diaz et al., The New England Journal of
Medizine 7: 408-416 (1997); nat. LDL = natives LDL, mmLDL = minimal modifiziertes LDL, oxLDL = oxidier-
tes LDL, SZ = Schaumzelle, gl. MZ = glatte Muskelzellen, gestrichelte Pfeile mit GroBbuchstaben siche Text.

Der genaue Mechanismus der Modifizierung ist noch nicht eindeutig geklart. Es wird vermu-
tet, dass Enzyme, wie NADPH-Oxidase, Superoxiddismutase und Stickstoffmonooxidase (im
Rahmen des ,,oxidativen bursts®) mit Hilfe von molekularem Sauerstoff freie Sauerstoffradi-
kale, Peroxide sowie reaktive Stickstoffmediatoren bilden, die Lipoproteine oxidieren. Das
Kupfer-haltige Akut-Phase-Protein, Coeruloplasmin, das von aktivierten Makrophagen als
Antwort auf IFN-y sezerniert wird, ist in der Lage, mit Hilfe von O, LDL zu oxidieren, &hn-

lich der in vitro Oxidierung durch Cu***’

. Die Myeloperoxidase ist ein Enzym, das von akti-
vierten Makrophagen und Neutrophilen Granulozyten ebenfalls im Rahmen des _oxidativen
burst* aktiviert wird und die Bildung hypochloriger Saure (HOCI) katalysiert; diese fiihrt zu

einer Chlorierung und Oxidierung sowohl des Lipid- als auch des Proteinanteils im LDL und
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zu einer Aggregation der Lipoproteine *’. Dieses Enzym bindet auch direkt an ApoB von LDL
und oxidiert es °.

Ebenfalls Bedeutung hat die /5-Lipoxydase, die bestimmte Fettsduren im LDL zu Hydropero-
xiden oxidiert und die sekretorische Phospholipase A, die LDL-assoziierte Phospholipide
hydrolysiert. Beide Enzyme werden unter Punkt I1.5 und I1.6 ndher erldutert. Wichtig ist auch
die nicht-oxidative Modifizierung durch Komplexbildung mit anderen Makromolekiilen. Bei
Patienten mit Diabetes mellitus geht der Apo-B-Anteil mit Glukose eine nichtenzymatische
Konjugation ein. Glykiertes LDL wird von Makrophagen schneller aufgenommen und nur
schlecht vom LDL-Rezeptor erkannt, was die Verweildauer im Plasma und die Wahrschein-
lichkeit der Oxidierung erhoht. Eine Unterform von LDL, das so genannte small-dense LDL,
wie es vor allem beim Diabetes mellitus vorkommt, scheint besonders anfillig fiir die Oxidie-
rung zu sein >', wahrscheinlich durch den hohen Gehalt an Triglyceriden und ungesittigten
Fettsduren, als primérer Angriffspunkt der Oxidierung '>°.

Die verschiedenen Oxidationsmoglichkeiten zeigen, dass es sich um ein breites Spektrum o-
xidierter Lipoproteine handelt, die sich strukturell stark unterscheiden. Dabei kann der Vor-
gang der Oxidation als Kontinuum mit unterschiedlichen Oxidationsstadien betrachtet wer-

den.

5. Sekretorische Phospholipase A,

5.1 Allgemeines

PLA; umfasst eine Gruppe lipolytischer Enzyme, die Membranphospholipide am C-Atom 2
des Glycerins hydrolysieren und freie Fettsduren, vor allem Arachidonsdure, freisetzen .
Arachidonsdure und ihre Metabolite fungieren als intra- und interzelluldre Messenger. Dar-
tiber hinaus werden durch die Spaltung anderer Membranlipide auch die entziindlichen Li-

pidmediatoren Lyso-PAF und PAF (Plittchen-aktivierender-Faktor)gebildet.
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Phospholipide

l SPLA;

Arachidonsaure
5-LOX
co 12-LOX
15-LOX
Prostaglandine Leukotriene
Thromboxan HPETESs

Abb. II. 5: Freisetzung und Metabolismus von Arachidonsidure; CO = Cyclooxigenase, LOX = Lipoxidase,
HPETE = Hydroperoxiderivate

Die PLA>-Enzyme werden ubiquitir exprimiert. Dabei handelt es sich um eine sehr heteroge-
ne Enzymfamilie, die nach ihrem Molekulargewicht in zwei Klassen eingeteilt wird. Die
Klasse der PLA, mit niedrigem Molekulargewicht (14 kD) bezeichnet man als sekretorische
PLA; und diejenigen mit einem Molekulargewicht von 60-110 kD als cytosolische PLA,.
Beide Klassen werden wiederum in verschiedene Untergruppen unterteilt.

Die hochmolekulare cytoplasmatische PLA; (cPLA;) zeigt eine Selektivitit fiir Arachidonsau-
resubstrate und wird durch Ca®" in submikromolaren Konzentrationen aktiviert und reguliert.
Eine Erhohung des intrazelluldren Calziums fiihrt dabei zu einer Translokation des Enzyms
vom Zytosol zur Zellmembran. Auf diese Weise wird voriibergehend eine physiologische Ei-
cosanoidsynthese vermittelt.

Die sekretorische PLA, (sSPLA;) kommt in 16slicher Form am Ort der Entziindung vor und
spielt eine Rolle in der Auslésung und Unterhaltung von entziindlichen Prozessen. Stimulie-
rende Faktoren sind besonders IL-1,-6 und TNFo, die eine sPLA,-Expression in glatten Mus-

#7112 ynd humanen hepatozytiren Zelllinien *° vermitteln. Da sie aber auch in ge-

kelzellen
sunden Geweben gefunden wird, wird vermutet, dass sie eine Funktion in der Phospholipid-
Erneuerung '* und bei der Reparatur Lipid-Peroxid-geschidigter Membranen besitzt *°. Das
Enzym ist ein basisches Protein mit sieben Disulfid-Briicken, das an extrazelluldre SO4-GAG
(Glykoaminoglykane) bindet. Im Gegensatz zur cPLA; ist es nicht selektiv fiir die Art der

Fettsdure am C-Atom 2 des Glycerins.
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5.2 Mogliche Bedeutung der sekretorischen PLA; in der Atherogenese

Sekretorische PLA; ist sowohl in gesunden wie auch in atherosklerotisch veranderten Arterien
gefunden worden "', In nicht-atherosklerotischen Gefiden war die Expression am stirksten
assoziiert mit a-Aktin-positiven glatten Muskelzellen in der Media, wéahrend die Intima frei
von sPLA; war. Im Gegensatz dazu zeigten Plaques sowohl in der Media als auch in der Inti-
ma eine Proliferation glatter Muskelzellen, die von sPLA,-Expression begleitet wurde. Laut
immunhistochemischer Studien sind glatte Muskelzellen die Hauptquelle der sekretorischen
PLA, ',

Ferner erkannte man eine Kolokalisation mit CD68—pos. Schaumzellen, sowie ein extrazellu-
lires Vorkommen von sPLA, in atherosklerotischen Herden . Es wird vermutet, dass auch
hierbei Cytokine die Bildung und Freisetzung der sekretorischen Phospholipase induzieren.
Auch minimal modifiziertes LDL (oxidiert mit Kupfer 2h) ist als Stimulus fiir die Expression
von sPLA; in Makrophagen identifiziert worden. Natives- und stark oxidierte Lipoproteine
waren dazu nicht in der Lage *. Die PLA,-Sekretion der in der Intima lokalisierten Makropha-
gen scheint eine spezielle Antwort auf Exposition gegeniiber minimalmodifizierten LDLs
wihrend des frithen Stadiums der Arteriosklerose zu sein, um die Beseitigung des LDL zu
erleichtern, da durch sPLA, modifiziertes LDL stdrker durch Scavenger-Rezeptoren aufge-

nommen wird >,

Die proatherogene Eigenschaften liegen

1. in der Freisetzung von freien Fettsduren und Lysophospholipiden aus Lipoproteinen mit
proinflammatorischer und chemotaktischer Wirkung auf Monozyten '®.

2. in der Modifizierung des LDLs zu einer Form, in der es verstirkt von Makrophagen auf-
genommen wird ¢, moglicherweise vermittelt durch eine Kolokalisation von sPLA, und

LDL an SO4-GAG "
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6. 15-Lipoxidase

6.1 Allgemeines

Lipoxidasen (LOX) sind eine heterogene Gruppe von Enzymen, welche mehrfach-
ungesittigte Fettsduren in ihre entsprechenden Hydroperoxidderivate nach vlg. Schema oxi-

dieren:

H;C-R \/:y:\/ R*-COOH

H H

.
H;C-R \/:v:\/ R*-COOH

2 ﬂ +0,
OOH

H,C-R m R*-COOH

Abb. II. 6: Reaktionsgleichung der Lipoxidase; Kiihn und Chan, Current Opinion in Lipidology 8: 111-117
(1997); 1. Schritt: Die 15-LOX entzieht dem C-Atom das Wasserstoffatom. Das ungepaarte Elektron des C-
Atoms fiithrt zu einer Verschiebung der Doppelbindung zu diesem C-Atom. Dadurch kann das freiwerdende
Elektron des anderen C-Atoms Sauerstoff binden, welcher wiederum das abgespaltene H-Atom aufnimmt.

Die verschiedenen Isoformen (5-, 12-, 15-LOX) werden definiert nach der Spezifitit, Arachi-
donsdure zu oxidieren. Eine wichtige Rolle spielt dabei wahrscheinlich die GroBe der Sub-
strat-bindenden Domine '* '*°. 15-LOX und 12-LOX (in Leukozyten) sind in der Lage, neben
freien Fettsduren auch Lipid-Protein-Komplexe wie Biomembranen und Lipoproteine zu oxi-
dieren *°.

In Saugetieren wird die 15-LOX in hohem Malle von Retikulozyten, Eosinophilen, respirato-
rischem Epithel, Makrophagen und Mastzellen exprimiert. Periphere Blutmonozyten und
normales Endothel zeigen keine Expression, diese kann aber durch IL-4 und IL-13 induziert
werden. Die physiologische Funktion besteht u.a. in der Bildung von Leukotrienen aus Ara-

chidonsdure, bekannt als Mediatoren bei Entziindungsreaktionen und Anaphylaxie. Ferner ist

27



sie involviert in den Abbau von Zellorganellen der Retikulozyten und somit in der Reifung

der roten Blutzellen **.

6.2 Bedeutung der 15-Lipoxidase in der Atherogenese

15-LOX wurde in arteriosklerotischen Lésionen in Form von mRNA und Protein '®” und indi-
rekt anhand spezifischer 15-LOX-Produkte nachgewiesen. Transferierte man das 15-LOX-
Gen in die A.Iliaca von Kaninchen, kam es zum Auftreten oxidierter Lipoproteine '®°. Da 15-
LOX in normalen GefidBwinden nicht gefunden wird, vermutet man eine Enzyminduktion
durch ansteigende Cholesterinspiegel. Dies konnte an Kaninchen nachgewiesen werden .
Ferner beobachtete man das Auftreten LOX - spezifischer Produkte in Korrelation mit stei-

gender Lipidablagerung **.

6.2.1 Proatherogene Eigenschaften

15-LOX und 12-LOX sind in der Lage, LDL in eine proatherogene Form zu modifizieren *.
Das hauptsichliche Produkt sind Cholesterolester-Hydroperoxide, veresterte HODEs, die aus
der Linolsdure hervorgehen. Das sogenannte minimal-modifizierte LDL ist stirker anféllig fiir
weitere Oxidierung z.B. durch Kupfer und fiihrt so zur Aufnahme durch Makrophagen. Au-
Berdem wurde gezeigt, dass dieses LDL die Chemotaxis und Adhésion von Monozyten an das
Endothel stimulierte ' '** ', Auf die Frage, wie genau das intrazellulire Enzym die Oxidie-

rung des LDLs bewirkt, wurden bisher verschiedene Theorien aufgestellt:

1. LOX fiihrt zu einer Oxidierung von Membranlipiden; die oxidierten Phospholipide treten
dann in Kontakt mit LDL-Partikeln. Unterstiitzt wird diese Theorie durch die Beobach-
tungen, dass die Induktion der 15-Lipoxidase eine Koinzidenz mit Lipoxidase- Produkten
in den Membranlipiden der Monozyten zeigte .

2. Membrangebundene Phospholipid-Hydroperoxide fiihren zur Bildung von Radikalen, die
damit die nicht-enzymatische Oxidierung von LDL einleiten .

3. LDL tritt in engen Kontakt mit der Membran, sodass das Enzym direkt an den Lipopro-
teinpartikeln wirkt. Dabei scheint das in LDL vorhandene o-Tocopherol eine Rolle zu
spielen "°”. Nach diesem Modell fiihrt die initiale Reaktion von LOX mit freien Fettsduren
des LDLs zu stereospezifischen Hydroperoxiden (13-S-HODE). Als Nebenprodukt ent-

stehen Fettsdureradikale, die sofort durch o-Tocopherol unter der Bildung von o-

Tocopherol-Radikalen (0-TO®) neutralisiert werden. Diese Radikale, die in LOX-
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oxidiertem LDL nachgewiesen wurden, leiten dann die Peroxidierung von veresterten Li-
piden des LDL-Partikels ein, wobei a-TOH regeneriert wird und die weitere Oxidierung
unterhilt 7. Die Bildung veresterter Hydroperoxide wire also Enzym — unabhingig und

angewiesen auf a-Tocopherol.

6.2.2 Antiatherogene Eigenschaften

15-LOX, die von Makrophagen exprimiert wird, konnte im initialen Stadium der Arterioskle-
rose antiatherosklerotisch wirken, indem es die zellulire Kapazitit zum Abbau von LDL er-
hoht. Der erste metabolische Schritt ist die Hydrolyse von Cholesterolestern, die bei deren
Oxidierung erleichtert wird °°. Durch den verstirkten intrazelluliren Metabolismus von LDL
wird der Schaumzellbildung initial entgegengewirkt *°.

13-HODE, das hauptsidchliche Enzymprodukt bei der Metabolisierung der Linolsédure, zeigt
eine Reihe schiitzender Eigenschaften: Es stimuliert die vaskuldre Prostazyclin-Synthese '**
und hemmt die Thromboxan-Bildung in den Blutplittchen '*'. HPETEs (15-
Hydroxyperoxyeicosatetraenoic acid), die ebenfalls von 15-LOX gebildet werden, hemmen
die durch TNFa induzierte prokoagulierende Aktivitit der Endothelzellen und wirken somit

antithrombogen .
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III Fragestellung

Die Fragestellung basiert auf zwei zentralen Erkenntnissen der Forschung:

1) In atherosklerotischen Plaques wurden zwei Enzyme nachgewiesen, die im Zusammenhang
mit der Modifizierung von nativem LDL mehrfach beschrieben wurden. Die sekretorische
Phospholipase A, '’ in Plaques vor allem sezerniert von glatten Muskelzellen und
Makrophagen, hydrolysiert veresterte Lipide unter Bildung freier Fettsiuren *> . Die 15-

R 94, 166, 167
Lipoxidase

wird von Makrophagen und als Antwort auf IL-4 von Monozyten und
Endothel in atherosklerotischen Plaques gebildet. Sie oxidiert mehrfach ungeséttigte Fettsdu-
ren in deren Hydroperoxidderivate. Von Bedeutung in dieser Arbeit ist die Bildung von
Hydroxyoktadeca-dienoic-acid (= HODE) aus Linolsédure, welche eine der Hauptfettsduren

von Phospholipiden und Cholesterinestern des LDLs darstellt.

2) HODEs sind in freier Form als Aktivatoren von PPARY (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor) bekannt, einem Kernrezeptor der u.a. die Transkription des Scavenger-

Rezeptors CD36 induziert ', welcher fir 50 % der Aufnahme oxidierten LDLs in

114

Makrophagen verantwortlich scheint *~ und somit die Transformation in Schaumzellen unter-

stutzt.

In dieser Arbeit sollte iiberpriift werden, ob die beiden Enzyme als funktionelle Einheit in der
Lage sind, natives LDL spezifisch zu modifizieren, so dass es in monozytiren Zelllinien die
Expression von CD36 induzieren kann. Die Hypothese war, dass durch die sekretorische
Phospholipase A, in LDL Linolsdure freigesetzt wird, die in freier Form leichter zuganglich
ist fiir die Oxidierung durch 15-Lipoxidase zu HODE, die dann iiber eine Aktivierung von
PPARY die CD36 Expression induziert. Die Modifizierung des LDLs mit den Enzymen ein-
zeln sollte demnach in der CD36 Expression weniger effektiv sein, da freie HODEs nur in
Kombination von Hydrolyse und Oxidation entstehen sollten. Die meisten Studien zur Unter-
suchung der Schaumzellbildung wurden in vitro mit Kupfer-oxidiertem LDL durchgefiihrt,
das in vivo aufgrund der starken Oxidierung durch ein Metall eher unphysiologisch scheint,
oder sich zumindest wegen der Oxidationsstidrke nur auf ein fortgeschrittenes Stadium der
Plaqueentstehung beziehen kann. Hier sollte ein Modell aufgestellt werden, wie natives LDL

im initialen Stadium so verdndert werden kann, dass es nur geringfiigige Modifizierungen
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zeigt, laut Literatur demnach als minimal modifiziert gilt, und dennoch Wegweiser zur Ent-
stehung von Schaumzellen sein konnte, also auch in vivo Giiltigkeit besale.

Abbildung 1 veranschaulicht die genannten Uberlegungen anhand einer Skizze.

Uberblick: Schaumzellbildung

natives LDL

subendothelialer
Fe=———- minimal modifiziertes LDL Raum

|

oxidiertes LDL (HODES)

SR-Rezeptor (CD36)

CD36-Transkription I
Makrophage * Schaumzelle

Abb. IIL. 1: Modell zur Entstehung von Schaumzellen: Natives LDL tritt in den Subendothelialen Bereich der
GefdBwand tliber. Dort unterliegt es einer zunehmenden Oxidierung, sodass es iiber Scavenger-Rezeptoren in die
Makrophagen aufgenommen wird. Die im oxidierten LDL enthaltenen HODEs aktivieren PPARY , der dann im
Kern die CD36 Transkription stimuliert. Die zuenhmende Zahl von Scavenger-Rezeptoren an der Oberfldche
bewirkt eine unkontrollierte Aufnahme von LDL mit der Umwandlung zu Schaumzellen als Folge. Kénnen die
sPLA2 und 15-LOX die Modifizierung von LDL-Partikeln durch Bildung von HODE:s initial beinflussen? Kann
dieses modifiziete LDL tiber Aktivierung von PPARYy die CD36-Expression induzieren?
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IV Material

1.Gerite

Centriflo Membrane Cones:
Dialyseschlauche:
Durchflullzytometer:
Elektrophoresegel (fiir Lipoproteine):
Elekrtophorese—Kammer):
Fluoreszenzmikroskop
Kulturflaschen:

Kulturschalen:

Lichtmikroskop, Olympus IX 50-S8F2:
MACS Separation Columns:
OptiSeal centrifuge tubes:

PD-10 Columns:

pH — Meter: 765 Calimatic mit MeBkette SE 103:

Perfusorspritzen:

Petrischalen:

Pipetten

ReaktionsgefiaBle: 0,2 ml; 1,5 ml; 2 ml:
15 ml; 50 ml:

Schneidegerit:

Spectrophotometer Uvicon 922:

Stericult 200 Inkubator:

Sterilbank BSB 4A:

Sterilfilter:

Trockenschrank:

Waage:

Zentrifugen: MR 18 22:
Omnifuge 20 RS:
NeoLab 16/18:
Ultrazentrifuge L7-55:

Ultrazentrifuge Optima TLX:

Amicon, Beverly, USA

Medicell Int., London, GB

Becton Dickinson, Heidelberg, BRD
Helena Laboratories, GB
Biochemica, Bearmomt, Texas
Leica

Nunc International, Ddnemark
Falcon, Lincoln Parc, USA
Olympus, Miinchen, BRD
Miltenyi Biotec, Aubern, CA, USA
Beckman, Miinchen, BRD
Pharmacia, Freiburg, BRD

Kriick, Berlin, BRD

Braun, Melsungen, BRD

Greiner Labortechnik, Frickenhausen, BRD

Eppendorf, Hamburg, BRD
Eppendorf, Hamburg, BRD

Falcon, Lincoln Parc, NJ, USA
Beckman, Miinchen, BRD

Kontron Instr., Miinchen, BRD
Forma Scientific, Marietta, USA
Gelaire, Meckenheim, BRD
Minisart, Sartorius, Gottingen, BRD
Bender & Hobein, Miinchen, BRD
Sartorius, Gottingen, BRD

Jouan, Unterhaching, BRD
Heraeus, Miinchen, BRD

Hermle Labortechnik, Wehingen, BRD
Beckman, Miinchen, BRD
Beckman, Miinchen, BRD



2. Chemikalien

Aceton:
Ammoniumchlorid:
Ammonium-Persulfat:
Ascorbinséure:
Calziumchlorid:
Citrat:

Dextran:

DMSO:
Chloroform p.A.:
EDTA:

Ethanol:

Ethylendinitilotetraessigsdure:

Heparin:

Kaliumbromid:
Kupferchlorid:

Kupfersulfat:
Magnesiumchlorid:
Methanol:
N-Tetramethylethylendiamin:
Paraformaldehyd:

Merck, Darmstadt, BRD
Sigma, Deisenhofen, BRD
Bio-Rad, Miinchen, BRD
Sigma; Deisenhofen, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Sigma, Deisenhofen, BRD
Pharmacia, Freiburg, BRD
Sigma, Deisenhofen, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Sigma, Deisenhofen, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Braun; Melsungen, BRD
Sigma, Deisenhofen, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Bio-Rad, Miinchen, BRD
Sigma, Deisenhofen, BRD

Antikorper, Enzyme und HODEs sind im Text ndher erleutert.

3. Puffer und Lésungen

3.1 LDL-Isolierung und Féarbung

H,0 — Cocktail (pH 7,4):
Na,EDTA: 0,4 g/L

NaN3. 0,13 g/L
Thiomersal: 0,1 g/L
Chloramphenicol: 0,08 g/L
Gentamycinsulfat: 0,08 g/L
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Benzamid: 0,121 g/L
Glutathion: 0,2 g/L

Dialysepuffer (pH 7,4):
NaCL: 150 mM

EDTA: 0,24 mM
Chloramphenicol: 0,005 %

EDT—freier PB S- Puffer (pH 7,4):
NaH,PO4: 0,262 g/ L

NaHPO4: 1,44 g/ L

NaCl: 8,766 g/ L

Barbital-Natriumbarbital-Puffer (pH 8,4 — 8,8):
Natriumacid: 0,1 %

Thiomersal: 0,1 %

Lipoproteinfarbstoff:
Fettrot 7B 0,1 % in 1000 ml 95 %igem Methanol

3.2 CD36 / CD14 -Féarbung

Hanks "™ Balanced Salt Solution (10fach) 25 ml:
+MgCl I mM

+CaCll mM

+ Hepes—Puffer 10 m M

auf 250 ml mit aqua dest. auffiillen

3.3 Losungen fiir Kernlysate

Hypotone Pufferlosung:

MgCl; 1,5 mM

KC1 10 mM

PMSF (Phenylmethylsulfonyl-Fluorid) 1 mM
DTT (Dithiothreitol)1 mM
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Hepes (pH 7,3) 10 mM
Protease-Inhibitor-Mix

= mit dest. Wasser auf 10 ml auffiillen

Lyse-Puffer:

s. Hypotone Pufferlosung +
0,4 % Nonidet P-40
Protease-Inhibitor-Mix

= mit dest. Wasser auf 10 ml auffiillen

KCI-Puffer (0,02 M /0,6 M):
Hepes (pH 7,3) 20 mM
Glycerol 22 %

MgCl, 1,5 mM

EDTA 0,2 mM

KC10,02M /0,6 M
Protease-Inhibitor-Mix

= mit dest. Wasser auf 10 ml auffiillen

Protease-Inhibitor-Mix:
Leupeptin 15 pg/ml, Aprotinin 15 pg/ml, DTT 1 mM, EDTA (pH 8) 0,2 mM

3.4 Losungen fiir Western Blot Screening

Proben-Puffer: 200 ul 5 x Proben-Puffer + 800 pul Aqua dest. + 1 pg/ml Leupeptin + 15
ng/ml Aprotinin

Lower Gel (10%). lower Tris 2,5 ml, Wasser 4,10 ml, Acrylamid 3,34 ml, Amonium-Persulfat
(APS) 10% 62,5 pl, N-Tetramethylethyendiamin (TEMED) 3,75 pl

Stacking Gel (3%): Upper Tris 1, 25 ml, Wasser 3,25 ml, Acrylamid 0,5 ml, TEMED 5 pl;
APS 10% 30 pl

Laufpuffer: 80 ml Laufpuffer (10 x) + 800 ml Aqua dest.
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Transferpuffer: Tris 3,03 g, Glycin 14,4 g, Wasser 800 ml, Methanol 200 ml

TBS: Tris IM 10 ml, NaCl 5 M 33 ml

TBS/Milch: 100 ml TBS, 5 g Milchpulver (=5%)

TBS / Tween: 10 ml 1M Tris (pH 10,88), 33 ml 5 M NaCl, 1000 ml Wasser

= mit Tween (0,1 %) versetzen

3.5 Puftfer fiir MM6 — Medium

Puck A: (pH 6,0)
NaCl 137 mM
KCI 5,36 mM
NaHCO; 4,17 mM
Glukose 5,05 Mm

Puck B:
NaHCO3; 7,5 %

3.6 Zellkulturmedien

Die THP 1- und MM6 Zellen wurden in RPMI-1640 Medium (Sigma) mit 10 % FCS kulti-
viert. Da die MM6 Zellen hohere Anspriiche fiir ein optimales Wachstum besitzen, wurden
dem Medium weitere Bestandteile zugefligt:

Penicillin / Streptomycin (200 pg/ml; Sigma), nicht—essentielle Aminosduren (1x, Sigma),
Insulin (9 pg/ml), Oxalacetat (I Mm, Sigma) und Pyruvat (1Mm, Sigma). Insulin wurde vor
Zugabe in 5 Teilen Puck A—Puffer und 6 Teilen Puck B—Puffer gelost. Mittels Ultrafiltration
(Gambro U 2000 Ultrafilter) wurde dem Medium LPS entzogen und das Medium sterilfilt-
riert.

Als Medium fiir die Monozytenpriparation wurde RPMI — Medium verwendet, dem 2 %
Penicillin / Streptomycin beigefiigt sind (= Monozyten — Medium A): Um die humanen Mo-
nozyten in Kultur zu halten, wurde dieses Medium mit autologem Serum im Verhéltnis 20 :

80 supplementiert (= Monozyten — Medium B).
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Fiir die Stammzell-Differenzierung wurde im Stadium des Wachstums Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM-ES) verwendet, dem 15 % FCS, Monothioglycerol 1,5 x 10* M und
LIF (Leukdmie inhibierender Faktor, Maus rekombinant) 10 ng/ml beigefiigt wurden. Wéh-
rend der Bildung embryonaler Korper wurden die Zellen mit Iscove’s Modified Dulbecco’s
Medium (IMDM) in Kultur gehalten, das ebenfalls durch 15 % FCS und Monothioglycerol in
den oben genannten Konzentrationen ergidnzt wurde, jedoch kein LIF enthielt. Gewaschen
wurden die Zellen mit IMDM-FCS (5%). Zur Einleitung der Differenzierung aus den embry-
onalen Korpern in Makrophagen diente Makrophagen-Medium I (IMDM+ Monothioglycerol
1,5 x 10*M = 80 %; FCS 10 %, 1929 conditioned Medium 10% und Interleukin-3 1 ng/ml
Maus rekombinant). Zur Erhaltung und Proliferation der Makrophagen wurde Makrophagen-
Medium II eingesetzt, welches kein IL-3 besitzt, ansonsten aber identisch ist mit Makropha-

gen Medium 1.

V Methode
1. Zellkultur

1.1 Zellen und Passage

Bei der THP-1 Zelllinie handelt es sich um Tumorzellen, die Monoblasten in einer frithen
Entwicklungsstufe der monozytiren Differenzierung reprisentieren. Die Mono Mac (Mono-
zyten / Makrophagen) 6 Zellen wurden erstmals von Dr. Ziegler-Heitbrock aus einem Patien-
ten mit Leukdmie (1988) isoliert und als Modell fiir reife Blutmonozyten etabliert. Die inner-
halb der Zelllinie vorkommende Heterogenitdt beziiglich des Differenzierungsgrades geht
einher mit einer unterschiedlich starken Expression noch nicht identifizierter Scavenger-
Rezeptoren in verschiedenen Subkulturen und somit in der Féhigkeit, atherogenes LDL auf-
zunehmen (Scheithe et al. 1994). Demnach werden die Zellen eingeteilt in Mono Mac 6 mit
und ohne Scavenger-Rezeptoren.

THP1- und Mono Mac 6 Zellen wurden im Abstand von 3 bis 4 Tagen passagiert. Dabei wur-
de die Hélfte des Mediumiiberstandes entfernt, die Zellen im restlichen Medium resuspen-
diert, gezéhlt und mit frischem Medium (siehe 1V.3.6) auf 0,2 Mio Zellen / ml eingestellt. Die
Mono Mac 6 Zellen wuchsen in 24-well-Plastikkulturplatten und die THP1 Zellen in 260 ml
Kulturflaschen. Beide Zelllinien wurden in einem Inkubator bei 37°C, 90 % Luftfeuchtigkeit
und 5 % CO, kultiviert.
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PPARg -/- Stammzellen (Klon ACS5) stammen aus der inneren Schicht einer Blastozyste von
weiblichen PPARY -/+ (heterozygot) Mdusen, die zuvor mit ménnlichen PPARY -/+ gekreuzt
wurden. Die Zellen wurden 4 Tage nach der Befruchtung aus dem Uterus der Miuse ent-
nommen. Als Kontrolle wurden ebenfalls PPARY +/+ (Klon J1) isoliert. Die Gewinnung der
Stammzellen erfolgte am Howard Hughes Medical Institute in Kalifornien, USA. Die aus den
Stammzellen differenzierten Makrophagen (siehe V.1.2) wurden in Makrophagen Medium II
kultiviert und alle 2-3 Tage passagiert. Um die Adhédrenz der reifen Makrophagen zu 16sen,
wurden die Zellen vor Passage mit 1,5 ml Trypsin 3 min behandelt und dann 3,5 ml IMDN-
FCS zugefiigt, um das fiir die Zellen toxische Trypsin zu neutralisieren. Die Makrophagen
wurden mit Makrophagen Medium II auf 1x10%/ml eingestellt **.

1.2 Differenzierung von Makrophagen aus embryonalen Stammzellen

Die embryonalen Stammzellen wurden nach der Methode von M. Evans ** differenziert.

Wachstum und Erhaltung der Stammzellen:

Die Stammzellen wuchsen auf einer Schicht embryonaler Miusefibroblasten (sog. Fiitterzel-
len) in DMEM-ES Medium, das 10 ng/ml rekomb. LIF (= Leukémie inhibierender Faktor)
enthélt, um eine vorzeitige Differenzierung zu verhindern. Die Stammzellen wurden alle 2
Tage passagiert. Um Zellaggregate zu ldsen, wurden die Zellen zuvor mit Trypsin behandelt.
Dies war wichtig, da starke Zellvernetzungen eine vorzeitige spontane Differenzierung zur

Folge haben konnen.

Préaparierung der Stammzellen fiir die in vitro Differenzierung:

Vor Beginn der Differenzierung wurden die Stammzellen (SZ) von den Fibroblasten getrennt,
da diese die Bildung embryonaler Korper beeinflussen. Dazu wurden beide Zellarten trypsi-
niert, zentrifugiert und mit DMEM-ES Medium auf eine Konzentration von 1x10°ml einge-
stellt und anschlieend auf 6-well Kulturplatten aufgeteilt. Wiahrend der Inkubation bei 37° C
fiir 2 h adhérierten die Fibroblasten an der Kulturplatte. Die nicht-adhédrenten Zellen wurde in
eine mit Gelatine—Lsg. bestrichene Kulturplatte iibertragen. In diesem Stadium konnten bei
Fehlen von Fiitterzellen SZ-Populationen eingefroren werden. Weder SZ noch die Fiitterzel-

len sollten ldnger als 2-3 Wochen in Kultur gehalten werden.
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Gewinnung embryonaler Korper:

Ein bis zwei Tage vor der Entstehung embryonaler Koérper wurden die SZ mit IMDM-ES
(IMDM-Medium plus 10 ng/ml LIF) Medium kultiviert und nach 2 Tagen mit IMDM-FCS
gewaschen. Um embryonale Korper zu erhalten, miissen die SZ in Abwesenheit von LIF kul-
tiviert werden und unter Bedingungen, die keine Anheftung an die Kulturschale erlauben. Zu
diesem Zweck wurde IMDM-Medium 0,9 % Methylzellulose zugesetzt. Nach 7 Tagen erfolg-
te eine Dissoziation der embryonalen Korper (EK) durch Trypsin.

Differenzierung in Makrophagen:

Die EK wurden durch Zentrifugation gesammelt, einmal mit IMDM-FCS gewaschen und mit
Makrophagen Medium I auf 1x10%/ml eingestellt und 48 h inkubiert. Diesem Medium war IL-
3 (Ing/ml) zugesetzt, ein hdmatopoetisches Zytokin, das die Differenzierung zu Makrophagen
induziert. Das enthaltene 1.929—Zell-Medium (10%) diente als Quelle von M-CSF zur Prolife-
ration der Makrophagen (zuvor Wachstum von L1929 Zellen, die M-CSF iiberexprimierten).
Makrophagen-Vorlduferzellen erscheinen als nicht-adhédrente Zellen und konnten mittels
Zentrifugierung gesammelt werden. Die Zellen wurden in Makrophagen Medium II resuspen-
diert und kultiviert. Innerhalb von 2 bis 3 Tagen wachsen sie und adhérieren an der Oberfli-

che. Sie wurden dann wie unter V.1.1 beschrieben in Kultur gehalten.

1.3 Isolierung und Kultivierung humaner Blutmonozyten

Es wurden 5 ml Natrium—Citrat und 5 ml 5 %ige Dextranlosung in eine Perfusorspritze steril
aufgezogen und zur Blutentnahme (50 ml) vorgelegt. Die Spritze wurde fiir ca. 30 min bei
Raumtemperatur senkrecht auf ihren Stempel aufgestellt damit sich die Erythrozyten und
Thrombozyten absetzten konnten, wihrend die mononukledren Zellen im Plasma gelost blie-
ben. Die folgenden Schritte wurden auf Eis und unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. 15
ml eiskalte Ficoll Losung (Dichte 1,077) wurden mit dem Plasma iiberschichtet und 20 min
bei 4 °C und 2000 U/min ohne Abbremsen zentrifugiert. Die PBMCs trennten sich als weil3e
Schicht zwischen Plasma und Erythrozyten, wurden mit einer 15 ml Pipette entnommen und
in 45 ml Monozyten-Medium A (siehe IV.3.6), dem 5 mM EDTA beigefiigt sind, aufgenom-
men. Nach Zentrifugierung (1500 U/min, 10 min, 4°C, Bremse = 9) und Entfernung des U-
berstandes wurde die Zellen nochmals in 45 ml Monozyten-Medium A + 5 mM EDTA re-
suspendiert und gezéhlt.

AnschlieBend erfolgte die Trennung der Monozyten von den anderen weillen Blutzellen mit

Hilfe von Anti-CD14 Antikorpern, die mit Magnetteilchen gekoppelt sind (Miltenyi Biotech):
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Dazu wurden ca. 50 Mio Zellen mit 400 ul PBS und 100ul der CD14-Magnetkiigelchen-
Losung vermischt und fiir 15 min bei 6 - 12°C inkubiert. Die Antikérper binden an die fiir
Monozyten spezifischen CD14 Oberflachenantigene und markieren diese, sodass die Zellen
mit Hilfe einer MiniMACS Trennungssdulen isoliert werden konnten. Dazu wurde die Saule
an einem Magneten befestigt, welcher die mit den Magnetteilchen gebundenen Zellen magne-
tisch fixierte.

Die Zellsuspension wurde auf die Sdule aufgetragen und die nicht markierten Zellen durch
dreimaliges Spiilen mit je 500ul PBS + 5SmM EDTA + 0.5 % BSA ausgespiilt. Die Sdule
wurde von dem Magneten entfernt und die gebundenen Monozyten mit einem Plunger aus der
Saule freigesetzt und in 1 ml PBS aufgefangen. 4 ml Monozyten Medium A wurden hinzuge-
fiigt, die Zellen gezéhlt, abzentrifugiert und auf 0.5 Mio/ml mit Monozyten Medium B einge-
stellt.

Fiir Mikroskopie-Versuche wurden die Monozyten auf Deckgldaschen (je 200ul) in 8 Well-
Kulturplatten aufgetragen und 2 Stunden im Brutschrank inkubiert, um die Monozyten adhé-
rieren zu lassen. Die Wells wurden dann mit 2 ml Monozyten-Medium B aufgefiillt.

Fiir DurchfluBzytometrie Versuche wurden die Zellen direkt auf 8 Well Platten aufgetragen

und bei Versuchsbeginn mit einem Zellschaber abgetragen.

1.4 Herstellung des autologen Serums

Wihrend der Monozyten Isolierung wurde auf folgendem Weg autologes Serum hergestellt:
Es wurde Blut in Serumréhrchen abgenommen und dieses bei Raumtemperatur 30-40 min.
belassen. AnschlieBend wurde das Serum bei 2500 U/min, 4°C, 20 min abzentrifugiert, auf-

genommen nochmals zentrifugiert und direkt ins Medium A im Verhiltnis 1 : 4 sterilfiltriert.

2. Isolierung von Lipoproteinen

Lipoproteine wurden mit zwei verschiedenen Methoden gewonnen. Die Methode nach Sattler
hat den Vorteil, dass das LDL schnell und damit of? isoliert werden kann. Deshalb wurde nach
diesem Prinzip das LDL prépariert, welches anschliefend enzymatisch modifiziert wurde. Die
Methode nach Havel erbringt eine weit héhere Proteinkonzentration pro ml LDL, welche die-
ses resistenter gegen Autooxidierung und damit linger verwendbar macht, bei ebenfalls sehr
viel mehr Volumenausbeute. Ein Teil dieses LDLs wurde deshalb als natives zuriickbehalten

und der andere Teil fiir die Oxidierung mit CuCl, herangezogen.
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2.1 Methodik nach Sattler:

Das LDL stammte von gesunden, niichternen Spendern. Dabei wurde Blut entnommen und
als Antikoagulanz Heparin zugefiigt (2 ml/50 ml Blut). Mittels Zentrifugation bei 4°C, 2000
U/min fir 30 min wurde das Plasma isoliert und mit Kalium-Bromid auf eine Dichte von 0,5
mg KBr/ml Plasma eingestellt. Die Auftrennung der Lipoproteine erfolgte durch Ultrazentri-
fugation in einer Beckmann Ultrazentrifuge (Rotor: TLA-100.4) fiir 2 h bei 100.000 U/min
und 15°C. Als Vorbereitung wurden 3.3 ml PBS in jeweils ein Optiseal Zentrifugationsrohr-
chen tiberfiihrt und dann vorsichtig 1,7 ml des Plasmas hinzugefiigt, so dass unten die Plas-
maschicht und sich dariiber das PBS befand.

Die LDL Fraktion stellte sich nach Zentrifugation als orange-gelbe Bande in der Mitte zwi-
schen VLDL und HDL dar und wurde mit einer 2 ml Spritze aspiriert. Die Uberfiihrung des
LDLs in ein Falcon Reaktionsrohrchen wurde mit Vorsicht durchgefiihrt, um die Lipoproteine
vor mechanischer Schédigung zu schiitzen. Mit Hilfe von PD-10 Filtersdulen (Pharmacia)
wurde anschlieBend dem LDL das Kalium-Bromid entzogen. Dabei wurden je Sédule 2.5 ml
LDL gereinigt und mit 3.5 ml PBS ausgespiilt und aufgefangen.

Die Proteinkonzentration wurde nach dem Lowry-Verfahren ermittelt und in einem Photome-
ter bei einer Wellenldnge von 660 nm gemessen. Das LDL wurde anschlieBend sterifiltriert

und bis zur Behandlung bei 4°C kiihl gehalten.

2.2 Methodik nach Havel:

Humanblut wurde mit 1 mg/ml EDTA versetzt und bei 2700 U/min, 4°C fiir 30 min zentrifu-
giert. Das Plasma wurde gesammelt und zur Stabilisierung der Préparation wurden NaNj
(0,05 %), Gentamycin (0,008 %), Thiomersal (0,01 %) und Pefabloc (1 mM) zugefiigt. Durch
Zugabe einer NaBr-Losung (Dichte: 1,386 g/ml) und H,O Cocktail (siehe 1V.3.1) wurde die
Plasmadichte auf 1,019 g/ml eingestellt. Pro Zentrifugenréhrchen wurden 22 ml von dem
Plasma tiberfiihrt und dieses mit 11 ml der NaBr—Ldsung (1,019 g/ml) {iberschichtet. Die
Rohrchen wurden mit einem Lotkolben verschlossen und 20 h in einer Beckman Ultrazentri-
fuge (Rotor: Ti 50.2) zentrifugiert (20°C, 100.000 g). Das VLDL, welches oben flottierte,
wurde mit einem Schneidegerét entfernt. Die Lipoproteine HDL und LDL befanden sich in
der unteren Schicht und wurden vorsichtig gemischt. Die Plasmalipoproteinmischung wurde
mit NaBr-Losung (Dichte 1,386 g/ml) und H,O Cocktail auf eine Dichte von 1,063 g/ml ein-
gestellt und nach Uberschichtung mit NaBr-Losung (1,063 g/ml) erneut fiir 22 h, bei 4° C
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und 40.000 U/min zentrifugiert. Das LDL, welches sich jetzt oberhalb der NaBr-Schicht be-
fand, wurde gesammelt und zur Aufreinigung wiederum mit NaBr-Losung (1,063 g/ml) ver-
setzt und nach dem gleichen Schema zentrifugiert. Die so gewonnene LDL Fraktion wurde in
einen Dialyseschlauch dreimal gegen mit 5 Liter Stickstoff gesattigten Dialysepuffer (IV.3.1)
bei 4°C iiber 24 h dialysiert. Auf diese Weise wurde die Salzkonzentration auf einen physio-
logischen Wert eingestellt. Die Proteinkonzentration wurde nach dem Lowry-Verfahren er-

mittelt, das LDL sterilfiltriert und bei 4° C aufbewabhrt.

3. Lipoprotein-Modifizierung

3.1 enzymatische Modifizierung

Entsprechend der Proteinkonzentration wurden die Enzyme Lipoxidase Typ V, isoliert aus der
Soyabohne (Sigma, Aktivitdt 1000.000 Units / mg Protein) bzw. aus Kaninchen Retikulozyten
und sekretorische Phospholipase A, aus Meerschweinchen—Pankreas (Sigma, Aktivitdt 16000
Units / mg Protein) bzw. human-rekombinante sPhospholipase A, hinzugefiigt. Dazu wurde
die Lipoxidase auf eine Endkonzentration von 0,15 mg/ml LDL (LDL-Konzentration: 3,6
mg/ml) und die Phospholipase auf eine Konzentration 63 pg/ml LDL eingestellt. Das LDL
wurde in einem 15 ml Falcon Reagenzrohrchen 12 h bei 37°C inkubiert. Die Reisolierung

wurde nach dem oben angefiihrten Verfahren von Sattler et al durchgefiihrt.

3.2 Oxidierung mit CuCl,

Zur Entfernung des in der Lipoprotein—Priparation vorhandenen EDTAs (Methode nach Ha-
vel) wurden PD-10 Filtersdulen verwendet, die zuvor mit 25 ml EDTA-freiem PBS Puffer
(IV.3.1) gewaschen wurden. Pro Sdule wurden dann 2,5 ml LDL aufgetragen, das anschlie-
Bend mit 3,5 ml EDTA-freiem PBS aus der Saule entfernt und aufgefangen wurde.

Das EDTA - freie LDL wurde mit Sauerstoff angereichertem PBS auf eine Konzentration von
0,2 mg/ml eingestellt und mit 5 pM CuCl, 3 bzw. 20 h im Wasserbad bei 37°C inkubiert. An-
schlieBend wurde die Oxidierung durch einen UberschuB an EDTA (Endkonzentration = 0,24
mM) gestoppt. Das oxidierte LDL wurde mit Dialysepuffer durch Membranfiltration mittels
Centriflo Kegel dreimal gewaschen und aufkonzentriert (1000g, 4°C, 20 min). Nach der Pro-
teinbestimmung wurde das LDL sterilfiltriert und bei 4°C aufbewahrt.
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4. Markierung von LDL mit Dil (1,1 Dioctadecyl-3,3,3,3-tetramethlindocarbocyanine perch-

lorate)

Das LDL wurde mit PBS auf eine Konzentration von 1,5 mg Protein / ml mit einem Gesamt-
volumen von 2 ml verdiinnt und mit 6 ml Lipoprotein-defizientem Serum (LPDS) gemischt.
Als Oxidationsschutz wurden 12 pl einer 100mM Ascorbinsidure — Losung und 8ul 10 mM
EDTA (beide in a.q.) zugefiigt. Das Gemisch wurde sterilfiltriert und 150 pl Dil Losung
(Stammldsung: 6 mg/ml) dazugegeben. Um eine Autooxidierung durch Sauerstoff zu mini-
mieren, wurde die Mischung mit Stickstoff beschichtet und lichtgeschiitzt fiir 8 h bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde das markierte LDL nach der Sattler-Methode (V.2.1) reiso-
liert, aufkonzentriert und sterilfiltriert. Nach Bestimmung des Proteingehaltes wurde es unter

Lichtabschirmung und bei 4°C aufbewahrt.

5. Lipoprotein-Agarose-Gel-Elektrophorese

Das Ausmal} der LDL-Oxidierung wurde mittels Agarose—Gel—Elektrophorese (Helena Labo-
ratories) bestimmt. Theoretisch gesehen beruht die Methode auf der Tatsache, dass bei Oxi-
dierung des LDLs mehrfach ungesittigte Fettsduren durch Peroxidation gespalten werden,
sodass Aldehyde entstehen, die kovalent an positiv geladene freie Aminogruppen z.B. von
Lysin des Apoproteins B binden, wodurch die Elektronegativitidt der LDL-Partikel zunimmt.
Dies duBert sich in einer erhdhten elektrophoretischen Mobilitit "'

Auf ein TITAN Lipoprotein-Gel wurden je 2 pl der verschiedenen Liproproteine mit Hilfe
einer Schablone aufgetragen. Um eine Diffusion in das Agarosegel zu gewéhrleisten, wurde
nach dem Auftragen der letzten Probe 7 Minuten gewartet und dann das Gel in die Trenn-
kammer gelegt, die zuvor mit 30 ml Titan Barbital-Puffer (IV.3.1) aufgefiillt wurde. Bei 80
Volt wanderten die Proteine je nach Grad der Oxidierung fiir 45 min im elektrischen Feld.
Nach Trocknen des Gels bei 60°C wurden die Banden mit einer Farbelosung bestehend aus 25
ml Lipoproteinfarbstoff (IV.3.1) und 5 ml dest. Wasser (fiir jedes Gel frisch hergestellt) 2 min
gefdrbt und dann mit 70 %igem Methanol die iiberschiissige Farbe ausgewaschen.

Die Mobilitdt der Proben wurde mit frischem Plasma verglichen. Je stirker die Lipoproteine

oxidiert waren, desto hoher war die elektrische Mobilitit.
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6. Analyse von Oberflachenrezeptoren

6.1 FACS-Analyse der CD36 Expression

Bei dieser Versuchsdurchfiihrung ist es wichtig, die Zellen stets bei 4°C zu behandeln, um
eine Internalisierung des Oberfldchenrezeptors zu vermeiden.

Pro Zellbehandlung wurden ca. 1 Mio Zellen in den Versuch aufgenommen. Zunédchst wurde
das alte Medium abzentrifugiert (800 U/min, 5 min, 4°C) und die Zellen einmal mit 1 ml 0,5
% BSA (Sigma) in HBSS (Hanks Balanced Salt Solution, IV.3.1) gewaschen. Um unspezifi-
sche Bindungen an die Fc—Rezeptoren zu unterdriicken, wurden die Zellen anschlieBend mit
500 pul 5 % Humanserum (Sigma) in HBSS fiir 30 min inkubiert. Dieses wurde dann abzentri-
fugiert, die Zellen in 400 pul HBSS+ 0,5 % BSA aufgenommen und auf 96 Well-Platten mit je
200 pl = 0,5 Mio Zellen / Well iibertragen. Die Zellen wurden eneut abzentrifugiert (1200
U/min, 5 min, 4°C) und als priméres monoklonales Maus-IgG der FA6-152 Klon (Immuno-
tech) gegen humanes CD36 (Endkonzentration von 2,5 pg/ml, in HBSS + 0,5 % BSA) aufge-
tragen: Der unspezifische Isotyp Maus-IgG MOPC-21 (Sigma; Endkonz. 2,5ug/ml) wurde
ebenfalls gelost in HBSS + 0,5 % BSA und die Zellen 30 min bei 4°C inkubiert. Die Zellen
wurden zweimal mit HBSS + 0,5 % BSA gewaschen. Zur Quantifizierung der Bindung des
primdren Antikorpers, wurden die Zellen mit FITC—markiertem Ziege Anti-Maus—Antikodrper
(Dako; Endkonzentration: 2,0 pg/ml) im Dunkeln bei 4°C fiir 30 min inkubiert, erneut zwei-
mal gewaschen und in 200 - 400 pl 2 % PFA (Paraformaldehyd) in PBS fixiert. Die Fluores-
zenz von je 10.000 Zellen wurde im DurchfluBzytometer gemessen und dabei tote Zellen so-
wie Zellfragmente durch Life — gating im Forward/Sidewayscatter nach Granularitdt und

GroBe ausgegrenzt.

6.2 CD14 Expression

Die CD14 Expression auf den stimulierten Zellen wurde nach drei Tagen Inkubierung gemes-
sen. Die Vorgehensweise entspricht der von CD36.

Als Antikérper wurden benutzt:

Primédrantikdrper: monoklonales anti-CD14 IgG = My 4 (Coulter Clone); Isotyp = Ms IgG 2b
(Coulter Clone); beide in einer Konzentration von 1 pg/ml.

Die Antikorper sind direkt FITC markiert, sodass die Inkubierung mit dem zweiten Antikor-

per wie oben angefiihrt, entfiel.
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6.3 Analyse der CD36 Expression mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie

Die Vorgehensweise entspricht weitestgehend der Analyse der PPARYy Translokation (siehe
V.7.2). Die Versuche wurden jedoch auf Eis durchgefiihrt und die Zelllyse mit Methanol-
Aceton entfiel. Als primdrer Antikorper gegen CD36 auf Mauszellen diente Kaninchen anti-

Maus IgG (H-300; Santa Cruz), gefolgt von FITC- markiertem IgG (Dako).

7. Messung der PPARY Expression

7.1 FACS-Analyse der Gesamtexpression

Samtliche Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Es wurden 1 Mio. Zellen in
Falcon Rohrchen iibertragen, das Medium abzentrifugiert (800 U/min, 20°C, 5 min) und die
Zellsuspension einmal mit PBS gewaschen. Anschlieend erfolgte eine Fixierung der Zellen
mit 1 ml 2 % PFA (Paraformaldehyd) fiir 30 min. Die Zellsuspension wurde dann zweimal
mit PBS gewaschen und die Membranen mit 1 ml von eiskaltem Aceton / Methanol (1:1) fiir
2 min permeabilisiert, um eine Diffusion der Antikorper in das Zellinnere zu gewéhrleisten.
Nach griindlichem Waschen erfolgte die Blockierung unspezifischer Bindungen des priméren
AK mit 10 % Humanserum (Sigma) in PBS. Der Versuch wurde anschlieend entsprechend
den unter V.6.1 ausfiihrlich erlduterten Schritten fortgefiihrt. Primdre Antikérper sind po-
lyklonaler Maus anti-PPARY IgG (E-8; Santa Cruz) bzw der Isotyp Maus IgG; (MOPC-21;
Sigma).Beide Antikorper wurden mit 1,5 % Humanserum in PBS auf eine Konzentration von
0,2 ng/ml eingestellt und die Zellen 30 min inkubiert. Als zweiter Antikorper ist hierbei eben-
falls FITC-markierter Ziege anti-Maus Antikorper (siehe V.6.1) verwendet worden.

Die Expression wurde wie bei den anderen Rezeptoren mittels Durchfluzytometrie analy-

siert.

7.2 Nachweis der PPARYy-Translokation mittels Fluoreszenzmikroskopie

Die Zellen wurden mit PBS auf 2 Mio/ml eingestellt. Es wurden je 100 pl Zellensuspension
pro Behandlung auf Objektgldser zentrifugiert (3 min, 300 U/min) und das Pellet mit einem
wasserabweisenden Fettstift umrandet. Nach einmaligem Waschen mit PBS wurden die Zel-
len fiir 15 min mit 2 % PFA in PBS fixiert. Die Permeabilisierung erfolgte ebenfalls mit Me-
thanol / Aceton (1:1) fiir 2 min, das durch Waschen mit PBS entfernt wurde. Die unspezifi-
schen Bindungen wurden mit 5 % Humanserum in PBS fiir 30 min blockiert. Die verwende-

ten Antikdrper und deren Verdiinnung entsprechen der FACS — Messung (V.7.1). Es wurden
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je 100 pl Antikdrperverdiinnung zu den Zellpellets gegeben und diese fiir 1 h inkubiert. Uber-
schiissiger Antikorper wurde durch zweimaliges Waschen entfernt und die Fc-Rezeptoren
erneut 10 min mit 5 % Humanserum in PBS blockiert. Die Inkubation des zweiten Antikor-
pers erfolgte fiir 45 min. Zuletzt wurde die Zellen 10 min mit 4 % PFA in PBS nachfixiert und
an der Luft angetrocknet. Als Einbettmedium diente Moviol. Die Zellen wurden dann unter

einem Fluoreszenzmikroskop (Leica) betrachtet und photographiert (Software SPOT32).

7.3 Untersuchung der PPARYy-Expression mittels Western-Blotting
7.3.1 Extraktion der Kernproteine

Um die Expression von PPARY im Kern getrennt vom Zytoplasma zu analysieren, miissen
zunichst die Kerne aus den Zellen isoliert werden. Die Kernextraktion wurde nach der Me-
thode von Alksnis durchgefiihrt, die 10 Mio. Zellen pro Behandlung erforderte. Zunéchst
wurden die Zellen bei 4°C zentrifugiert, einmal mit 1 ml PBS gewaschen (2000g, 1min, 4°C)
und in 100 pl einer hypotonen Pufferlosung (IV.3.3) resuspendiert, um die Membranen durch
den ansteigenden intrazelluliren Druck zu destabilisieren. Nach Zentrifugation (5000 g, 1
min, 4°C), wurde durch Suspendierung in 300 pl Lyse-Puffer (IV.3.3) fiir 10 min eine Zellly-
se erreicht und durch erneutes Zentrifugieren bei 8000 g fiir 1 min konnten die Kerne vom
Zytosol, das sich im Uberstand befand, getrennt werden. Die Zellkernpellets wurden an-
schlieBend einmal mit 1 ml eines Kalium-Chlorid-Puffers (20 mmol/L) (IV.3.3) gewaschen
und dieser fiir 15 min belassen, damit das im Puffer befindliche Glycerol in die Pellets ein-
dringen und diese auf die gleiche Dichte wie die des Puffers einstellen konnte. Die Suspensi-
on wurde zentrifugiert (s.0), die Kerne in 42 pl des 0,02 molaren KCL-Puffers resuspendiert
und 39 pl eines 0,6 M KCI-Puffer zugefiigt. Die Suspension wurde sofort mittels Vortexer
gemischt und die Kerne durch 30 min Inkubation lysiert. Nach Zentrifugation bei 8000 g fiir
15 min befanden sich die Kernproteine im Uberstand, welcher in ein vorgekiihltes Mikrozent-
rifugenréhrchen iiberfiihrt und mit 300 mmol/L KCI 40fach verdiinnt wurde. Die Proteinkon-

zentration wurde durch Spektrophotometrie ermittelt.

7.3.2 Western Blotting

Die Western Blot Analysen wurden nach Standardprotokollen durchgefiihrt. Dazu wurden 1
Mio Zellen / ml Medium bzw. die Kernproteine einmal mit PBS gewaschen (Zentrifugation 5
min, 1200 rpm, Raumtemperatur) und 100 pl Proben-Puffer zugegeben (auf Eis). Die Proben
einschlieBlich Standard wurden fiir 5 min auf 98° C erhitzt und auf Eis abgekiihlt. Die Proben
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wurden auf Polyacrylamidgele aufgetragen und die Proteine mit Hilfe eines Lauf-Puffers
(IV.3.4) mittels Elektrophorese aufgeteilt (200 Volt, 60 min). Anschlieend erfolgte der E-
lektro-Transfer der aufgeteilten Proteine auf Nitrozellulose Membranen. Dazu wurde das Gel
aus der Kammer entfernt, vom Stacking-Gel getrennt und nach folgendem Prinzip in eine mit
Transferpuffer (IV.3.4) gefiillte Schale tiberfiihrt:Kathode - Schwamm — Filterpapier — Gel —
Membran —Filterpapier — Schwamm - Anode. Der Transfer wurde auf einem Magnetriihrer
(100 V, 0,18-0,25 Amper, 1h) im Kiihlschrank durchgefiihrt. Die Membran wurde entnom-
men und mit der Proteinseite nach oben in eine 10 cm Petrischale gelegt. Zum Blockieren
unspezifischer Bindestellen wurden 10 ml Milch zugegeben, die Petrischale mit Folie abge-
deckt und die Membran unter Schiitteln 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wur-
de die Membran 5 min mit 15 ml TBS/Tween gewaschen. Die Antikdrper wurden in 5 %
BSA, 1 x TBS, 0,1 % Tween (alternativ zu BSA auch Milch verwendbar) gelost (Verdiinnung
1:1000). Verwendet wurden als prim. AK gegen PPARY E-8 (Santa Cruz) und gegen p65 Ka-
ninchen IgG C-20 (Santa Cruz) beide in einer Konz. von 1,5 ug/ml. Die Membranen wurden
iiber Nacht bei 4° C inkubiert (unter Schiitteln). AnschlieBend wurden die Membranen 3 x 5
min mit 15 ml TBS/Tween gewaschen. Als 2. Antikérper dienten horseradish-peroxidase
(HRP)-konjugiertes Anti-mouse Ig (Amersham Bioscience) in derselben Verdiinnung wie der
1. Antikorper und die Membranen wurden 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Waschen
mit TBS/Tween (s.0) wurde die Membran mit 4 ml Expositionslosung (Super Signal®West
Pico Chemiluminescent substrate, Pierce) flir 2 min inkubiert. In einer Dunkelkammer wurde
die Membran mit der Proteinseite nach unten auf Frischhaltefolie gegeben (dabei Luftblasen
und Fliissigkeit entfernen) und mit der anderen Seite auf eine Entwicklerplatte geklebt. Nach
Einlegen eines Filmes wurde die Membran 10 min exponiert, der Film 2 min im Entwickler-
bad gebaded, mit Wasser gewaschen und 2 min fixiert. Zuletzt erneut mit Wasser gewaschen

und getrocknet.

8. Apoptose Bestimmung

Der Nachweis apoptotischer Zellen beruht auf der Bindung von Annexin V an Phosphatidyl-
serin, das wéihrend des Apoptoseprozesses von den Zellen externalisiert wird.

Das Medium der zu untersuchenden Zellen wurde abzentrifugiert (5 min, 100 U/min), die Zel-
len einmal mit 1 ml PBS gewaschen und 15 min mit Annexin-FITC-Antikorper (Becton Di-

ckinson, 2ul / Behandlung) sowie Annexin Bindungspuffer (10x, Phar Mingen) bei 4°C im
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Dunkeln inkubiert. Der prozentuale Anteil apoptotischer Zellen wurde mittels Durchflulzy-

tometrie ermittelt.

9. Analyse zur Aufnahme modifizierter Lipoproteine

Fiir den Versuch bendtigte man 0,4 Mio. Zellen / 200ul pro Well. Dazu wurden die Zellen
gezdhlt und die bendtigte Menge in ein 15 ml Falcon Réhrchen tiberfiihrt und abzentrifugiert.
(800 U/min, 20°C, 5 min). Der Mediumiiberstand wurde entfernt und die Zellen mit RPMI
Medium + 0,5 % BSA (steril) gewaschen. Nach wiederholter Zentrifugation wurden die Zel-
len mit dem obengenannten Medium auf 2 Mio / ml eingestellt und von der Suspension je
200ul / Well (0,2 Mio.) in eine 96-Well-Platte iibertragen. Um zu gewéhrleisten, dass alle
Zellen mit der Behandlung in Kontakt kommen, wurden Well-Platten mit flachem Boden
verwendet. Zundchst wurden die spezifischen Bindungsstellen auf den Zellen durch einen
50fachen UberschuB (500 pg/ml) an entsprechend unmarkiertem LDL blockiert (Ausnahme:
Kontrollansatz und Zellen, die dem Nachweis der Gesamtaufnahme dienen). Nach 15 min
Inkubation folgte die Zugabe der markierten Lipoproteine (10 pg/ml) fiir 2 h bei 37°C im In-
kubator. Nach dieser Zeit wurden die Zellen in 96-Well-Platten mit rundem Boden {ibertra-
gen, abzentrifugiert (1200 U/min., 20 °C, 5 min) und viermal mit PBS + 0,5 % BSA gewa-
schen. Nach Fixierung mit 400 ul 0,2 % PFA in PBS und Uberfiihrung in FACS-Réhrchen

erfolgte die Messung am Durchfluflzytometer.

10. Elektrophoresis-mobility gel-shift-assay

Das Verfahren beruht auf dem Prinzip, dass proteingebundene DNA langsamer im elektri-
schen Feld wandert als freie DNA. Pro Behandlung wurden von 2 x 107 Zellen in dem unter
V.7.3.1 beschriebenen Verfahren die Kernproteine isoliert und in diesen mittels EMSA die
Bindung von PPARYy an PPREs des CD36 Gens analysiert. Die Versuche wurden am Institut
fiir Molekulargenetik in Prag durchgefiihrt. Die Oligonukleotide beinhalteten die PPRE-
Sequenz AG GTC AAA GGT CA (Santa Cruz) und wurden mit radioaktiv-markiertem **P-
ATP (Amersham International) gekoppelt. Das Verfahren wurde wie beschrieben " durchge-
fithrt. Dazu wurden 10 pl der Kernproteine 20 min mit den radioaktiven Oligonuleotiden bei
Raumtemperatur inkubiert. Auf einem Polyacrylamid-Gel wurden die Kern-Proteine bei 150
V, 2 h, bei 4 °C aufgetrennt und das an PPRE gebundenen PPARY stellte sich durch radioktive
Strahlung dar.
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VI Ergebnisse

1. Die enzymatische Behandlung von LDL mit 15-Lipoxidase und sekretorischer Phospholi-
pase A, flihrt iiber Entstehung spezifischer Oxidierungsprodukte zu minimal modifizierten

Lipoproteinen

1.1 sPLA2 und 15-Lipoxidase fiihren zur Bildung von 13s-HODEs in LDL

LDL wurde 12 h inkubiert mit sPLA; und 15-LOX zusammen bzw. jeweils getrennt sowie
mit Kupferchlorid fiir 3 h bzw. 20 h wie in der Methodik beschrieben. Kontrolle und modifi-
ziertes LDL wurden mittels HPLC auf das Vorhandensein von HODEs und HETEs analysiert.
Zur Erfassung des freien und veresterten Anteils an Fettsduren wurden die Proben geteilt und
die Fettsduren vor Hydrolyse (Erfassung der freien Fettsduren = FS) bzw. nach Hydrolyse der
Lipoproteine (freie und veresterte HODEs = Gesamtkonzentration) extrahiert. Die freien Fett-
sduren im enz.LDL wurden anschlieBend durch Sequenz-Chromatographie auf die verschie-
denen Isomere hin untersucht. (Die Analyse erfolgte im Institut fiir Biochemie an der Hum-
boldt - Universitit Berlin unter Leitung von Prof. Kiihn). Die Ergebnisse sind in folgenden

Tabellen und Graphiken zusammengefasst.

LDL-Behandlung HODE + HETE (pg/mg)
nach Hydrolyse vor Hydrolyse

Natives LDL 0,9+0,9 unter der Nachweisgrenze
LDL + Cu (3h) 11,9+3,17? unter der Nachweisgrenze
LDL + Cu (20h) 2,3+0,5 unter der Nachweisgrenze
LDL + 15-LOX 13,3£0,7? unter der Nachweisgrenze
LDL + sPLA2 2,1+0,9 unter der Nachweisgrenze
LDL +sPLA2 + 15-LOX 78+1,8 1,9 £ 0,7 (siche Tab. VI1.2)

Tab. VI.1.: Bildung von freien Hydroxyfettsduren bei unterschiedlichen LDL-Modifizierungen (n = 5). Kon-
trolle und modifiziertes LDL wurden mittels HPLC auf das Vorhandensein von HODEs und HETEs analysiert.
Zur Erfassung des freien und veresterten Anteils an Fettsduren wurden die Proben geteilt und die Fettsduren vor
Hydrolyse (Erfassung der freien Fettsduren = FS) bzw. nach Hydrolyse der Lipoproteine (freie und veresterte
HODESs = Gesamtkonzentration) extrahiert.
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Produkt Anteil der Gesamtmenge in %

12-HETE 1,6+ 1,1
15-HETE 34+14
5-HETE 0,340,3

13-HODE (Z,E) | 51,0 £ 7,2 (1:9)
13-HODE (E.E) | 8,8+ 3,6
9-HODE (E,Z) | 17,1 1,1 (1:5)
9-HODE (E,E) |6,9+5.1

Tab. VL.2: [somerenbildung der OH-Fettsdauren bei Behandlung mit SPLA2 und 15-LOX (n = 3). Die Werte in
Klammern geben das R / S Verhiltnis an.

1.2 Enzymatisch modifiziertes LDL als Vertreter minimal modifizierter Lipoproteine

Der Oxidierungsgrad der Lipoproteine wurde mit Hilfe von Agarosegel-Elektrophorese durch

Bestimmung der relativen elektrophoretischen Mobilitdt (REM) bestimmt.

I
1

enz.LDL

I
0

2 3 4 5
REM

Abb.VL.1.: Relative elektrische Mobilitdt modifizierter Lipoproteine als Quantifizierung des Oxidierungsgrades.
Die Lipoproteine wurden auf ein Agarose-Gel aufgetragen und wanderten je nach Grad der Oxidierung unter-
schiedlich im elektrischen Feld (n = 5).



Ergebnis:

Der Literatur nach fiihrt die Behandlung von LDL mit Lipase zu einer Hydrolyse von
Esterbindungen und damit zur Freisetzung vielfach ungesittigter Fettsduren, welche ein be-
vorzugtes Substrat der 15-Lipoxidase darstellen und zwar in nicht-veresterter Form stirker als
an Cholesterin gebunden '"°.

In der Versuchsreihe konnte gezeigt werden, dass nur die kombinierte Behandlung mit sPLA;
und 15-LOX zur Entstehung freier HODEs / HETEs fiihrte. Dabei unerwartet war der hohe
Anteil veresterter HODEs / HETEs in ox;L.DL und 15-LOX LDL.

Die Untersuchung der Stereo- und Strukturisomere dieser freien Fettsduren ergab als Haupt-
produkt 13-HODE = 13-Hydroxyoctadeca-9Z,11E-dienoicacid (Strukturformel sieche Abb.
VIL.1) (Z,E = Zis-, Trans-Stellung der Doppelbindung) mit einer S / R Konfiguration im Ver-
héltnis 9:1. Dies deutet auf eine Reaktionsspezifitit und somit auf einen enzymatisch beding-
ten Vorgang hin. Diese Daten in Kombination mit der geringen elektrophoretischen Mobilitét
des enzymatisch modifizierten LDLs demonstrieren einen schwachen Oxidierungsgrad bei
gleichzeitig hoher Spezifitit der Oxidierung im Gegensatz zur unspezifischen Oxidierung

durch Kupfer.

2. EinfluB enzymatisch modifizierten LDLs auf die CD36 Expression in Abhéngigkeit von der
basalen CD36 Exprimierung

2.1 Enzymatisch modifiziertes LDL stimuliert die Hochregulation von CD36 in Mono Mac 6
Zellen (MMO6)

a) Es wurde gezeigt, dass oxidiertes LDL {iber Hochregulierung von CD36, seine eigene Auf-
nahme induzieren kann und dass dafiir HODEs verantwortlich sind. Da unserer Theorie nach
durch kombinierte enzymatische Behandlung ebenfalls HODEs freigesetzt werden und zwar
im hoheren Malle als durch Kupfer, miisste es in den enz.LDL-stimulierten Zellen zu einer

starken CD36-Expression kommen.

MMG6 Zellen ohne und mit Scavenger-Rezeptoren (MM6/MM6sr) wurden ein bis drei Tage
mit nativem (=nat.LDL), enzymatisch- (sPLA2 + 15-LOX = enz.LDL) und Kupfer-
oxidiertem LDL (3h, 20h = 0xX3 p,w. 20LLDL), jeweils 50 pg/ml entsprechend 109, stimuliert
und die CD36 Expression per DurchfluBzytometrie gemessen.

Anmerkung: Kontrolle bedeutet Autofluoreszenz der unbehandelten Zellen.
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Abb. V1.2.1: CD36 Expression in MM6 Zellen nach 24h, 48h und 72h Inkubation: MM6 Zellen ohne (a) und
mit Scavenger-Rezeptoren (MMo6sr) (b) wurden ein bis drei Tage mit nativem (= natLDL), enzymatisch-
(sPLA2 + 15-LOX = enz.LDL) und Kupfer-oxidiertem LDL (3 h, 20 h = 0X; p,y. 20LDL), jeweils 50 ug/ml ent-
sprechend '”’, stimuliert und die CD36 Expression per DurchfluBBzytometrie gemessen (n = 3). Statistik: MM6
Zellen: t —Test: enz.LDL gegeniiber Kontrolle nach 48 h: p = 0,00078; t -Test enz.LDL gegeniiber ox;LDL in
MMG6 nach 72 h: p=0,032. MM6sr Zellen: t —Test: enz.LDL gegeniiber Kontrolle nach 48 h: p = 0,00037.



b) Da die Analyse des 15-LOX LDLs einen hohen Anteil veresterter HODEs zeigte (Tab.
VI.1), sollte iiberpriift werden, ob die veresterten Fettsduren ebenfalls CD36 hochregulieren,

was wir nicht erwarteten, da nur freie HODEs Liganden von PPARY sein diirften.

Dazu wurde neben den oben beschriebenen Behandlungen zusétzlich der Effekt von sPLA,-
mod. LDL (=sPLA; LDL) und 15-LOX- mod. LDL (=15-LOX LDL), je 50 ug/ml, sowie
13-HODE (15 uM; Cayman Chemical Company) nach drei Tagen Inkubation in MM6 Zellen

untersucht.
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Abb. V1.2.2: CD36 Expression in MM6 Zellen nach Inkubation mit SPLA2- und 15-LOX — modifiziertem LDL:
Die Zellen wurden mit den oben genannten modifizierten Lipoproteinen (50pg/ml) und 13s-HODE (15uM) fiir
72 h inkubiert (n = 4).

Ergebnis:

Die Abbildungen bestitigen die oben beschriebene Vermutung: In den gezeigten Zelllinien
wurde die stirkste Expression in den enz.LDL behandelten Zellen gesehen mit einem Maxi-
mum am 3. Tag in den MM6 bzw. am 2. Tag in den MM6sr Zellen. Ebenfalls starke Expres-
sion zeigten die Zellen, die mit HODE direkt inkubiert wurden. sPLA; allein hatte kaum
Einflul auf die CD36-Expression. Der geringe Anstieg konnte auf einer wahrend der LDL-
Modifizierung vorkommenden spontanen Autooxidierung von veresterten Fettsduren beruhen,
die sekunddr von der sPLA; hydrolysiert werden und an den Zellen wirken. Da 15-LOX LDL

entgegen der Erartung eine relativ starke Hochregulierung bewirkt, vermuteten wir, dass die
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oxidierten veresterten Fettsduren von zelleigenen Lipasen abgespalten werden. Da es viele
verschiedene Subtypen dieses Enzymes gibt, war dieser Vermutung schwer nachzugehen und
Versuche, durch Blockierung der Zelllipase auch die CD36 Expression zu supprimieren,

schlugen fehl.

2.2 Enzymatisch modifiziertes LDL hat keinen Einflul auf CD36 in THP1 Zellen und isolier-

te humane Blutmonozyten

a) THP1 Zellen wurden 3 Tage entsprechend den MM6 Zellen behandelt und die CD36 Ex-

pression mittels DurchfluBzytometrie ermittelt.
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Abb VI1.2.3: CD36 Expression in THP1 Zellen nach 72 h: THP1 Zellen wurden mit modifiertem LDL (50pg/ml)
und 13s-HODE (15uM) behandelt und 72 h kultiviert (n = 3).
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b) Isolierte humane Blutmonozyten wurden mit enz.LDL und ox,0LDL wie bereits

beschrieben stimuliert und die CD36 Expression nach 24 h und 48 h gemessen.
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Abb. V1.2.4: CD36 Expression in humanen Blutmonozyten: humane Blutmonozyten wurden direkt nach Isolie-
rung mit enz.LDL und oxLDL (je 50pg/ml) behandelt und die CD36 Expression nach 24 h und 48 h bestimmt
(n=3).

Ergebnis:

Wie aus den Daten hervorgeht, zeigt sich ein Zusammenhang zwischen CD36-Induktion
durch enzymatisch-modifiziertes LDL und basaler CD36-Expession. In den MM6 Zellen, die
keine basale Expression zeigen, war die Induktion am stdrksten ausgeprigt (ca. 80 fach ge-
geniiber Kontrolle), wiahrend THP1 Zellen mit hohem basalen CD36 nicht auf enz.LDL rea-
gierten. Die MM6sr Zellen nahmen diesbeziiglich eine Mittelstellung ein. Umgekehrt war
oxidiertes LDL in den THP 1 Zellen ein potenter CD36-Induktor wéihrend die Reaktion in den
MMG6 Zellen ohne basale CD36-Expression schwach war. Dieses Verhiltnis soll anhand des

folgenden Diagrammes zusammengefasst veranschaulicht werden.
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Abb. V1.2.5: Basale CD36 Expression im Verhéltnis zur induzierten CD36 Expression durch enz.- und ox.LDL
nach 72 h (n = 3).

Die isolierten humanen Blutmonozyten, deren basale CD36 Expression im frisch isolierten
Zustand derjenigen der MM6sr Zellen entspricht, zeigten in Kultur (bereits nach 24 h) eine
schnelle Ausdifferenzierung in Makrophagen (erkennbar anhand der Formverdnderung), die
mit steigender CD36 Expression einherging. Das Problem bestand moglicherweise in einer
Uberschneidung der Differenzierung (steigender basaler Expression) und mdglicher Reaktion

der Zellen auf das enzymatisch modifizierte LDL.

3. Humane rekombinante sPLA, und 15-Lipoxidase aus Kaninchen Retikulozyten sind eben-

falls Induktoren der CD36 Expression.

Da die Versuche mit 15-Lipoxidase (15-LOX) aus der Sojabohne durchgefiihrt wurden, sollte
getestet werden, ob auch die von Sdugetieren abstammende 15-LOX bzw. humane sPLA,,
also unter physiologischen Bedingungen, gleiche Ergebnisse liefern. Verwendet wurden hu-
mane rekombinante sPLA; (erhalten von Dr. Berit Johansen, Universitdt von Trondheim,
Norwegen) und aus Kaninchen-Retikulozyten isolierte 15-LOX (bereitgestellt von Prof.
Kiihn, Humboldt-Universitit, Berlin).

LDL wurde unter den gleichen Bedingungen wie zuvor mit den Siduger-Enzymen modifi-
ziert (=senz.LDL) und MM6 Zellen mit 50 pg/ml 72 h inkubiert. Zum Vergleich wurde die-

ser Vorgang mit den herkdmmlichen Enzymen parallel durchgefiihrt.
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Abb. V1.3.1: CD36 Expression in MM6 Zellen nach 72 h Inkubation: MM6 Zellen wurden mit den modifizier-
ten Lipoproteinen (50ug/ml) fiir 72 h behandelt; senz.LDL = LDL modifiziert mit humaner rekombinanter
sPLA, und 15-Lipoxidase aus Kaninchen Retikulozyten (n = 3).

Ergebnis:
LDL modifiziert mit Sduger-Enzymen fiihrt in MM6 Zellen ebenfalls zu einer Zunahme der
CD36 Expression, die zwar geringer ausféllt im Vergleich zu den bisher benutzten Enzymen,

aber stérker ist als die durch ox.LDL induzierte Expression.

4. Freie, aber nicht veresterte HODESs fiithren zur CD36 Hochregulierung

Da das LDL, welches mit sPLA; und 15-LOX zusammen inkubiert wurde, effizienter war in
der Hochregulierung von CD36, als jenes, welches allein mit 15-LOX behandelt wurde, ldsst
vermuten, dass die Uberlegenheit von enz.LDL auf dem Vorhandensein freier HODEs beruht.
Dazu wurde der Effekt freier HODEs und Cholesterin-veresterter HODEs (CHE-HODE) di-
rekt verglichen. Die HODEs wurde in einer Konzentration von 15uM auf MM6 Zellen gege-
ben und die CD36 Expression nach 72 h gemessen.
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Abb. VI.4.: CD36 Expression in MM6 Zellen nach Behandlung mit freien und veresterten HODEs (CHE-
HODEs) nach 72 h (n =4).

Ergebnis:

Wie in der Abbildung gezeigt, waren die mit Cholesterin veresterten HODEs (CHE-HODE)
im Gegensatz zu den freien HODEs nicht in der Lage, CD36 zu induzieren. Das lédsst die
Vermutung zu, dass die Uberlegenheit des mit beiden Enzymen modifizierten LDLs auf dem
Vorhandensein von freien oxidierten ungeséttigten Fettsduren in den Lipoproteinen beruht.
Jedoch miissten auch CHE-HODESs durch zelleigene Lipasen gespalten werden und dann ei-

nen Effekt zeigen (gemiB der Uberlegung von VI1.2.2).

5. Undifferenzierte Monozyten nehmen enzymatisch-modifiziertes LDL iiber den LDL-

Rezeptor auf

Da enz.LDL in unreifen Monozyten ohne jegliche CD36 Basisexpression zu einer Induktion
von CD36 fiihrte, stellte sich die Frage, ob die Modifizierung durch die Enzyme noch eine
Aufnahme iiber den LDL-Rezeptor zulie. Zu diesem Zweck wurden MM6 und MM6sr Zel-
len (bis auf die Kontrolle und die Zellen fiir die Bestimmung der absoluten Aufnahme) mit
500 pg/ml unmarkiertem mod. LDL fiir 15 min. vorinkubiert (Blockierung der spezif. Binde-
stellen) und  anschlieBend mit 10 pg/ml Dil (1,1  Dioctadecyl-3,3,3,3-
tetramethlindocarbocyanine perchlorat)-markiertem enz.LDL und ox. (3h und 20h) LDL fiir
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2h inkubiert (siche Methodik), wodurch die Quantifizierung der Aufnahme mittels Durchfluf3-

zytometrie erfolgen konnte..
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Abb. VIL.5.a: Gesamtaufnahme Dil-markierten modifizierten LDLs (10pug/ml) in MM6 Zellen mit und ohne
Scavenger-Rezeptoren nach 2 h Inkubation (n = 3), Kontrolle = Autofluoreszenz unbehandelter Zellen (n = 3).
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b: Prozentuale Hemmung der Aufnahme Dil-markierten enz.LDLs in MM6 Zellen nach Vorinkubierung mit 500
pg/ml unmarkierten LDLs (n = 3).
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c¢: Prozentuale Hemmung der Aufnahme Dil-markierten ox,,LDLs durch Vorinkubierung mit 500 pg/ml unmar-
kierten LDLs in MM6sr Zellen (n = 3).

Ergebnis:

Die Diagramme zeigen, dass enz.LDL und ox3LDL von den MM6 Zellen aufgenommen wird
und die Aufnahme zum groflen Teil tiber den LDL-Rezeptor erfolgen konnte (Hemmung
durch unmarkiertes natives LDL, fiir ox3LDL hier nicht dargestellt). Die Aufnahme enzyma-
tisch-modifizierten LDLs ist dabei ca. doppelt so stark wie die des 3 h oxidierten LDLs und
wird am effektivsten durch natives LDL gehemmt. Acetyliertes LDL, als klassischer Ligand
des Scavenger-Rezeptors-A hat im Vergleich nur einen schwachen Einflufl auf die Aufnahme.
Weiterhin wird deutlich, dass ox;)LDL kaum in MM6-Zellen eindringen kann, gut vereinbar
mit dem Fehlen von Scavenger-Rezeptoren (SR-Rezeptor). Nicht nachvollziehbar bleibt die
starke Hemmung der Dil-markierten enz.LDL Aufnahme in den MM6 Zellen ohne Scaven-
ger-Rezeptoren durch stark oxidiertes (oxxoLDL).

Mit Zunahme der Scavenger-Rezeptoren auf der Oberflache (demonstriert anhand der MM6sr
Zellen), werden die Zellen effizienter auch in der Aufnahme stark oxidierten LDLs. Diese
kann jedoch im Gegensatz zu minimal modifizierten Lipoproteinen nicht durch natives LDL
blockiert werden, dafiir allerdings durch stark oxidiertes und acetyliertes LDL. Das lésst ver-
muten, dass stark oxidiertes LDL fast ausschlieBlich iiber SR-Rezeptoren in die Zelle gelangt
und aufgrund der starken strukturellen Veranderung nicht mehr von LDL-Rezeptoren erkannt

wird.
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6. Die Hemmung der lysosomalen Enzyme bewirkt eine Abnahme der CD36 Expression

Da enz.LDL und demnach wahrscheinlich auch 15-LOX LDL zum groB8en Teil iiber den
LDL-Rezeptor aufgenommen wird, miisste es nach Einschleusen in die Zelle dem lysosoma-
len Abbau unterliegen, was zur Freisetzung der HODEs fiihren kdnnte. Dies wére auch eine
weitere Erklarung fiir die CD36 Induktion durch 15-LOX. Durch Hemmung der lysosomalen
Hydrolyse miisste demnach die CD36-Induktion geringer ausfallen. Um dies zu iiberpriifen,
wurde zunichst versucht, die lysosomalen Enzyme durch 60 uM Chloroquin zu hemmen,
welches als Inhibitor in der Literatur beschrieben wurde °°. Die Behandlung mit Chloroquin
war fiir simtliche Zellen letal, da es ebenfalls die komplette RNA-Synthese hemmt, und ist
nur geeignet zur Untersuchung von Prozessen, die keine RNA-Synthese involvieren (Habe-
nicht et al. untersuchten die Freisetzung von Arachidonséure aus LDL wéhrend des lysosoma-
len Abbaus ). Als weitere Moglichkeit ist der Einsatz von NH5Cl beschrieben, das in einer
Konzentration von 15 mmol den sauren pH in den Lysosomen leicht anhebt und damit die

Enzymwirkung hemmen sollte.
MM6 Zellen wurden mit und ohne Zugabe von 15 mM NH3Cl fiir drei Tage mit 15-LOX

LDL, enz.LDL (beides je 50 pg/ml), Pgl, (3 uM) und 13-HODE (15 pM) stimuliert und die
CD36-Expression durch FACS-Analyse ermittelt.
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Abb. VL.6.: CD36 Expression in MM6 Zellen mit und ohne Zugabe von 15 mmol NH;Cl zu den Behandlungen
(n = 3); Statistik: t — Test: enz.LDL + NH;Cl gegeniiber enz.LDL ohne NH;Cl: p = 0,012; 15-LOX LDL +
NH;ClI gegeniiber 15-LOX LDL ohne NH;ClI: p = 0,005

Ergebnis:

Die CD36-Exprimierung war unter Zugabe von 15 mM NH3Cl in den 15-LOX LDL- und
enz.LDL - behandelten Zellen deutlich supprimiert, wihrend die Behandlung mit 13-HODE
und PgJ, in beiden Ansidtzen annéhernd gleiche Ergebnisse zeigten. Das Ergebnis lidsst vermu-
ten, dass enz.LDL und 15-LOX LDL u.a. durch den LDL-Rez. in die Zelle gelangt, wo durch
lysosomale Hydrolyse die Fettsduren freigesetzt werden. Freie HODEs und Pgl, konnten die
Zellmembran auf anderem Weg passieren (z.B per Diffusion) und sind deshalb nicht durch
NH;Cl in ihrer Wirkung blockiert. Insgesamt ist das Ergebnis sicherlich als sehr kritisch zu
betrachten, da eine spezifische Wirkung des NH;CL nicht gesichert ist. Es konnte allerdings
eine Erklarung dafiir liefern, warum Cholesterin-veresterte HODEs (sieche Abb. VI.4.1) im
Gegensatz zu 15-LOX LDL keinen Effekt auf die CD36-Expression zeigen, da diese nicht
durch den LDL-Rezeptor aufgenommen werden und moglicherweise aufgrund ihres hoheren
Molekulargewichtes im Vergleich zu freien HODEs verlangsamt die Membran passieren. 15-

LOX LDL dagegen wird vom LDL-Rezeptor erkannt.
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7. Enzymatisch mod. LDL induziert Apoptose in MM6 Zellen, die unabhingig von der CD36-

Hochregulierung ist.

Es ist bekannt, dass Bestandteile oxidierten LDLs, wie Lysophosphatidylcholin (LPC) oder
25-Hydroxycholesterol in Endothelzellen, Makrophagen und glatten Muskelzellen, wahr-
scheinlich iiber Aktivierung der Caspase-3 "**, Apoptose induzieren. Rusinol et al. diskutier-
ten, dass die Apoptoseeinleitung von der Expression bestimmter Rezeptoren (v.a. CD36) ab-
hingt, die ox.LDL binden, aufnehmen und somit auch dessen toxische Bestandteile in die Zel-
le einschleusen '*. Sie erkannten, dass in CD36-transfizierten CHO-Zellen ox.LDL zum Zell-
tod fiihrte.

In unserer Untersuchungsreihe sollte iiberpriift werden, ob enz.LDL ebenfalls Apoptose aus-
l6sen kann und wenn dies der Fall ist, ob die CD36-Expression in Abhédngigkeit zu diesem

ProzeB steht.

a) Zu diesem Zweck wurden die MM6 und MMé6sr Zellen parallel zum Zeitreihenversuch
(VIL.2.1) mittels Durchfluzytometrie auf Apoptose untersucht, erkennbar anhand Annexin V-

Bindung an Phosphatidylserin der apoptotischen Zellen.

mittlere Fluoreszenz

Kontrolle nat.LDL enz.LDL ox3LDL ox20LDL

Abb. VL7.1: Bindung von Annexin V an apoptotische MM6 Zellen: gepriift wurde die Apoptoseinduktion in
den Zellen ausgelost durch modifizierte Lipoproteine, die fiir 48 h bzw. 72 h auf die Zellen gewirkt hatten. (n =
3). Statistik: t — Test: enz.LDL im Vergleich zur Kontrolle nach 72 h: p = 0,126; t —Test ox,0LDL im Vergleich
zu enz.LDL nach 72 h: p = 0,026
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Ergebnis:

Die Daten zeigen, dass in den mit enz.LDL und ox.LDL behandelten MM6 Zellen neben einer
verstirkten CD36 Exprimierung (siehe VI.2.1) auch die Anzahl der apoptotischen Zellen zu-
nahm. Nach 24 h war noch kein Unterschied in der Apoptoserate zwischen den Behandlungen
erkennbar (Daten nicht gezeigt). Die Apoptoserate in den enz.LDL- und ox.;LDL-behandelten
Zellen lag nur leicht oberhalb der Kontrolle und der nat.LDL - behandelten Zellen (noch un-
terhalb der Signifikanzschwelle), wihrend ox;)LDL deutlich toxischer war. Die MM6sr Zel-

len zeigten dieselbe Tendenz (nicht dargestellt).

b) In einem zweiten Ansatz wurden MM6 Zellen mit bekannten Apoptoseinduktoren behan-
delt und sowohl die Apoptoserate wie auch die CD36-Expression nach 24 h und 48 h gemes-
sen.

Die Zellen wurden inkubiert mit 40 ng TRAIL, 5 bzw. 10 pg Hydroxycholesterol, 100uM
LPC (Lysophosphatidylcholin) und 50 pM enz.LDL als Vergleich.
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Abb. V1.7.2: EinfluB} von Apoptose auf die CD36 Expression in MM6 Zellen nach 24 h und 72 h Die Zellen
wurden inkubiert mit 40 ng TRAIL, 5 bzw. 10 pg Hydroxycholesterol, 100uM LPC und 50 uM enz.LDL als
Vergleich (n = 3).

Ergebnis:
Alle Apoptoseinduktoren fiihrten zu verstirktem Zelltod, am stérksten ausgepriagt durch 10 pg

OH-Cholesterol, waren aber nicht in der Lage, CD36 zu induzieren. Eine Ausnahme stellt das
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LPC, worunter es nach 72 h Inkubierung zu einem leichten Anstieg von CD36 kam. Enz.LDL
hingegen fiihrte als nur schwacher Apoptoseinduktor wie erwartet zu einer starken CD36-
Expression nach 72 h.

Die Ergebnisse zeigen, dass Apoptose und CD36-Exprimierung zwar parallel auftreten, aber

nicht abhéngig voneinander sind.

8. Enzymatisch modifiziertes LDL induziert die Reifung der Monozyten

CD14 ist ein spezifischer Indikator der Monozytenreifung und —differenzierung. Es sollte
iiberpriift werden, ob die Wirkung von enz.LDL spezifisch ist in der Hochregulierung von
CD36 oder ob der Rezeptor unspezifisch durch induzierte allgemeine Differenzierung expri-
miert wird. Auf der anderen Seite wurde festgestellt, ob enz.LDL iiberhaupt zu einer Diffe-

renzierung fiihrt.

MM6 Zellen wurden 72 h mit enz.LDL und ox;)LDL inkubiert. Zum Vergleich der basalen
CD14 Expression wurden ebenfalls MM6sr Zellen unbehandelt untersucht.
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Abb. VL8.: CD14 — und CD36 Expression in MM6 Zellen nach 72 h Inkubation mit enz.- und 0x,,LDL in einer
Konzentration von 50pg/ml (n = 3, Ausnahme Basisexpression der MM6sr Zellen: n =1)

Ergebnis:
Das Diagramm zeigt, dass MM6 Zellen als Modell fiir undifferenzierte Monozyten erwar-
tungsgemél kein CD14 exprimieren. Dieses wird allerdings innerhalb von 72 h durch

enz.LDL um das 20fache und durch ox;)LDL um das 80fache in der Expression gesteigert.
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Der Effekt ist gleichzeitig entgegengesetzt der CD36 Exprimierung. Die Ergebnisse demonst-
rieren in den behandelten Zellen eine induzierte Reifung (erkennbar an der CD14 Expression),

die aber unabhéngig von der CD36 Regulierung verlautft.

9. Enzymatisch mod. LDL induziert die CD36-Expression durch Interaktion mit PPARY

Nagy et al. beschrieben, dass HODEs in oxidiertem LDL Liganden des PPARY Rezeptors sind
und durch Transaktivierung dieses intrazelluldren Rezeptors die Expression von CD36 regu-
lieren '. Allerdings sind viele der PPARY-Liganden pleiotrop, sodass die Rolle des Rezep-
tors oft kontrovers diskutiert wird.

In den folgenden Experimenten sollte die Funktion von PPARY in der CD36-Induktion durch

enz.LDL analysiert werden.

9.1 Enz. LDL fiihrt nicht zu einer Translokation von PPARYy

a) MM6 Zellen und isolierte humane Blutmonozyten wurden mit nat.LDL, enz.LDL,
0x20LDL und 13-HODEs in den beschriebenen Konzentrationen fiir 24 h und 48 h inkubiert
und die PPARy-Translokation mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht (sieche Abb.
VI.9.1.aund V1.9.1.b im Anhang ,,Photographien* im Anschluss an den Ergebnisteil).

b) In einem weiteren Versuchsansatz sollte das Ergebnis durch Western-Blot Screening besta-
tigt werden. Dazu wurden MM6 Zellen mit enz.LDL und ox;oLDL (beide 50pug/ml) behandelt

und die Expression getrennt im Kern und Zytoplasma dargestellt.

Ko enz.LDL ox;LDL Ko. enz.LDL ox,,LDL
Kern Zytoplasma

Abb. V1.9.2: Expression von PPARY im Kern und Zytoplasma von MM6 Zellen. MM6 Zellen wurden 48 h mit
enz.LDL und ox,LDL (beide 50ng/ml) behandelt und die Expression getrennt im Kern und Zytoplasma durch
Western-Blot dargestellt. Die Kontrolle stellt die spontane Translokation in unbehandelten Zellen dar, (n =1).
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Ergebnis:

Die Mikroskopie-Bilder und der Western-Blot zeigen, dass bereits die nativen Zellen eine
ausgeprigte Translokation von PPARY aufweisen, die in den mit enz.LDL behandelten Zellen
keine sichtbare Steigerung mehr erfahrt. Auch eine vermehrte Expression des Gesamtproteins,
untersucht mittels FACS-Analyse, konnte nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
Der klassische Weg der PPARYy-Aktivierung durch Ligandbindung und konsekutiver Translo-
kation in den Kern scheint somit bei der CD36-Induktion durch enz.LDL in unseren Experi-
menten keine wesentliche Rolle zu spielen. Ferner widersprechen die Ergebnisse der Ansicht,
dass in unreifen Monozyten PPARY ausschlieBlich im Zytoplasma vorliegt und erst wéhrend

der Differenzierung und/oder Stimulierung in den Kern transloziert '®.

9.2 PPARYy ist in verschieden unstimulierten Zelllinien bereits ausschlieBlich im Kern lokali-
siert

Nachdem in unstimulierten MM6 Zellen und humanen Blutmonozyten PPARY bereits translo-
ziert war, sollten die Verhéltnisse in anderen Zelllinien untersucht werden. Gleichzeitig wurde
zur Kontrolle der Methodik die Lokalisation von p65, einer Untereinheit des Kernfaktors-xB
(NF-xB), untersucht. Dieses Protein ist in unstimulierten Zellen zytosolisch lokalisiert und
transloziert nach Aktivierung durch proinflammatorische Zytokine (hier TNFo) in den Nuk-
leus.

MM6, MM6sr und Jurkat-Zellen wurden mit und ohne Stimulierung durch TNFo per Wes-
tern-Blot Screening auf PPARYy und p65 untersucht.
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Abb. VI. 9.3: MM6, MM6sr und Jurkat-Zellen wurden mit und ohne Stimulierung durch TNFa per Western-
Blot Screening auf PPARY und p65 untersucht. Dargestellt sind die Expressionen im Kern (K) und Zytoplasma
(Z) (n=2).

Ergebnis:

PPARY befindet sich auch in den anderen getesteten Zelllinien ausschlieBlich im Kern. Im
Gegensatz dazu liegt p65 in den Kontrollzellen ausschlieBlich zytosolisch vor und tritt erst
nach Behandlung mit TNFa wie erwartet in den Kern iiber. Das schlief3t einen systematischen

Fehler in der Zellfraktionierung weitgehend aus.

9.3 Enz.LDL induziert die CD36 Expression durch die Bindung von PPARY an PPRE.

Nachdem vermutet wurde, dass die Induktion des CD36 nicht auf der Translokation des
PPARY beruht, wurde tiberpriift, ob PPARY an die PPREs des CD36-Gens bindet.

MM6 Zellen wurden 12 h inkubiert mit nativem LDL, enz.LDL, ox;LDL und Pgl, (3uM) als
Positivkontrolle. Die Kerne wurden extrahiert und die Bindung von PPARy an PPRE (PPARY
Response Elements) des CD36-Gens mittels Electrophoresis-Mobility-Shift-Assay (EMSA)
untersucht (die Untersuchung erfolgte am Institut fiir Molekulargenetik der Universitdt von

Prag).
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Abb. V1.9.4.: Bindung von PPARY an PPRE des CD36 Gens in MM6 Zellen. MM6 Zellen wurden 12 h inku-
biert mit nativem LDL, enz.LDL, ox;LDL (je 50pg/ml) und Pgl, (3uM) als Positivkontrolle. Die Kerne wurden
extrahiert und die Bindung von PPARY an PPRE des CD36-Gens mittels EMSA untersucht, Kontrolle = unbe-
handelte Zellen (n = 1).

Ergebnis:

Die Banden zeigen eine vermehrte Bindung von PPARYy an PPRE in behandelten MM6 Zel-
len. Es scheint daher, dass enz.LDL die Bindung von PPARY an PPRE induziert und dadurch
CD36 hochreguliert.

9.4 PPARY -/- Makrophagen konnen CD36 nicht hochregulieren

Um letztendlich einen sicheren Hinweis zu bekommen, ob die CD36-Induktion durch
enz.LDL abhédngig bzw. unabhingig ist von PPARY, wurden embryonale Stammzellen aus
Maiusen verwendet (gestiftet vom Howard Hughes Medical Institut, Kalifornien), denen das
PPARY-Gen fehlt (ES -/-) bzw. vorhanden ist (ES +/+). Diese Zellen wurden zu Makrophagen
differenziert und mit enz.LDL 2 Tage inkubiert (nach 3 Tagen in Kultur werden die Zellen
verstirkt apoptotisch). Die CD36-Exprimierung wurde im Fluoreszenzmikroskop dargestellt,
weil diese Zellen fiir FACS-Analysen zu gro3 und adhédrend waren und fiir Western-Blot Ex-
perimente zahlenméBig nicht ausreichten.

Die Ergebnisse sind in Abb. VI.9.5 im Anhang ,, Photographien * veranschaulicht.

Ergebnis:

Nur in den ES +/+ kam es nach Stimulierung mit enz.LDL zu einer verstirkten Expression
von CD36 wihrend die ES -/- nicht reagierten.

Fasst man die Ergebnisse zusammen, ldsst sich vermuten, dass enz.LDL, ox.LDL und HODEs
PPARY nicht durch Translokation aktivieren, sondern das schon im Kern vorhandene PPARYy
so modifizieren, dass es an PPRE vom CD36 Gen bindet und so dessen Transkription einlei-

tet, sichtbar an einer verstarkten Exprimierung auf der Zelloberflache.
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VII Diskussion

1. 15-LOX und sPLA2 — Bedeutung in der Atherosklerose

Das friihe Stadium der Atherosklerose ist gekennzeichnet durch den Ubertritt von nativem
LDL in den subintimalen Raum, wo es durch verschiedene zellulire sowie extrazelluldre Pro-
zesse zundchst nur minimal modifiziert wird. Es sollte untersucht werden, wie die Enzyme
sekretorische Phospholipase A, und die 15-Lipoxidase, die beide in atherosklerotischen Pla-
ques entdeckt wurden, in Kombination das LDL modifizieren und welchen Einfluss dieser
Prozess auf die Expression von CD36 und im iibertragenen Sinne auf die Pathogenese der
Schaumzellbildung haben konnte. Bisher wurden verschiedene Studien beschrieben, die je-
weils die Enzyme getrennt untersuchten, neu in dieser Arbeit war die Frage nach einer funkti-
onellen Zusammenarbeit. Die sSPLA; stammt aus Makrophagen und glatten Muskelzellen '>°
und wird im Rahmen des Entzlindungsprozesses als Antwort auf bestimmte Zytokine (IL-1,6,

TNFo) sezerniert " ''2

. Durch Interaktion der sPLA;, mit der stark negativ geladenen extra-
zelluldren Matrix (SO4-GAG) wird das Enzym extrazelluldr gebunden und wirkt an Lipopro-
teinen, deren ApoB-100 ebenfalls an Chondroitin-Sulphat der Matrix bindet '’. An den LDL-
Partikeln kommt es unter dem Einfluss von sPLA, zur Freisetzung von Lyso-
Phosphatidylcholin und freien Fettsiuren, die proinflammatorisch und zytotoxisch wirken ®'.
Die 15-LOX oxidiert vor allem freie ungeséttigte, aber auch an Membranen und Lipoproteine
gebundene Fettsduren zu Hydroperoxiden und fiihren so zu einer Modifizierung von LDL-
Partikeln. Die 15-LOX ist in zirkulierenden Monozyten nicht nachweisbar, wird aber wihrend
der Differenzierung zu Makrophagen induziert *°.

In fritheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass sPLA; und 15-LOX in Kombination
zu einer starken Freisetzung von Hydroperoxiden, stammend aus ungeséttigten Fettsduren,
fiihren ' 7. Ferner berichtete Nagy et al., dass 13 bzw. 9-HODE Hauptprodukte der 15-
Lipoxidase in der Oxidierung von Linolsdure seien und zugleich potente Aktivatoren von

PPARY, ein Kernrezeptor, der u.a. die Transkription des CD36-Gens steuert .

2. Freisetzung von HODESs bei der Modifizierung des LDLs

Basierend auf diesen Aussagen sollte zunéchst in dieser Arbeit gepriift werden, ob die kombi-
nierte Behandlung von LDL mit sPLA; und 15-LOX tatséchlich zu einer verstirkten Bildung
freier HODEs fiihrt und ob diese Reaktion enzymspezifisch ist, d.h. nicht chemisch ausgelost
wird z.B. durch Metalle oder Radikale. Das Ergebnis (VI.1.1) zeigt, dass nur im enz.LDL
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(sPLA2 + 15-LOX) bereits vor artefizieller Hydrolyse der Lipoproteine, freie HODEs / HE-
TEs gefunden wurden. Die Untersuchung der Isomerie der freien Fettsduren ergab als Haupt-
produkt 13-Hydroxyoctadeca-9Z,11E-dienoicacid (Strukturformel sieche Abb.VIL.1), von de-
nen 90% in der S-Konfiguration (Linksdrehung der Liganden in abnehmender Oxidationszahl
am asymmetrischen C-Atom) vorlagen. Diese Beobachtung lédsst einen enzymatischen Ur-
sprung stark vermuten.

Uberraschend war, dass die meisten HODEs in dem LDL, das mit 15-LOX (15-Lipoxidase)
und ox;LDL (Kupfer-oxidiertes LDL, 3h) behandelt worden war, gefunden wurden. Eine Er-
klarung wére, dass 15-LOX nur initial wenig Hydroyfettsduren (HODE) bildet und weitere
HODE:s z.B. durch Radikalbildung und nicht-enzymatische Reaktionen 1.S. einer Kettenreak-

tion automatisch entstehen, vergleichbar der Theorie von Neuzil et al. '".

Warum das
ox3LDL so viel HODEs enthilt und bei ldngerer Inkubation weitaus weniger, konnte darauf
zuriickzufiihren sein, dass das Kupfer, die wéhrend der frithen Inkubationszeit entstehenden
Hydroperoxid-Fettsduren mit zunehmender Inkubationszeit zerstort. Es kann nicht gezeigt
werden, ob die veresterten Lipide zunichst oxidiert und dann durch sPLA; hydrolysiert wer-
den, oder umgekehrt.

Die Lipoproteinelektrophorese zeigt eine im Vergleich zur Oxidierung mit Kupfer nur geringe
Mobilitatsanderung, weshalb man hier von minimal-modifiziertem LDL, wie auch in der Lite-
ratur beschrieben '** | sprechen kann. Die Elektrophorese diente gleichzeitig als Kontrolle ii-
ber den Zustand des LDLs nach Isolierung und Behandlung. Unspezifische Oxidierungsreak-
tionen wéhrend der Inkubationszeit oder bei zu langer Lagerung wiirden u.a durch Fettsdure-
Peroxidation, Aldehyden entstehen lassen, die an positiv geladene Aminogruppen von Apo B
binden, wodurch dieses dann elektronegativer wird, erkennbar an einer beschleunigten Wan-

derung im elektrischen Feld "' (dhnlich der unspezifischen Oxidierung durch Kupfer).

3. EinfluB von enz.LDL auf die CD36 Expression

Da durch Behandlung von LDL mit 15-Lipoxidase und sPLA, HODE:s freigesetzt werden, die
als Aktivatoren von PPARY mehrfach beschrieben wurden, sollte es der Literatur nach in den
mit enz.LDL behandelten Zellen zu einer verstiarkten CD36 Exprimierung kommen. Nagy et
al. ' beschrieben erstmals, dass Kupfer-oxidiertes LDL in THP1-Zellen und humanen Mono-
zyten iiber PPARY-Aktivierung CD36 hochreguliert. Wir liberpriiften unsere Hypothese des-
halb mit THP1 Zellen, die zufillig sehr hohe Basisexpressionen (mittlere Fluoreszenz ca. 150)

von CD36 aufwiesen, und humanen Monozyten. Auch wir beobachteten in einer Zeitreihe
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von 24 h bis 72 h eine verstirkte CD36 Exprimierung in den mit Kupfer-oxidierten LDL be-
handelten Zellen, sowohl in THP1 als auch humanen Monozyten. Unerwartet war die Beo-
bachtung, dass enz.LDL in THP 1 Zellen und humanen Monozyten keinen Einfluf} auf die
CD36 Regulierung zu haben schien, ebenso 13s-HODE als direkter PPARy Aktivator.

Es ergab sich daraus die Frage, weshalb die Freisetzung von HODEs durch enz.LDL so inef-
fektiv beziiglich der CD36 Expression war, wihrend sich ox.LDL durchaus als effektiv er-
wies.

Das Ergebnis wurde anhand MM6 Zellen unterschiedlicher Reifegrade, erkennbar an der ba-
salen Expression von Scavenger-Rezeptoren, liberpriift. In diesem Fall waren die Beobach-
tungen entgegengesetzt. Enz.LDL zeigte sich als potenter Induktor der CD36 Expression vor
allem in MM6 Zellen ohne Scavenger-Rezeptor-Aktivitit. Ox.LDL hatte wiederum kaum
Einfluss in diesen Zellen.

Die basale Expression von CD36 scheint demnach Einfluss auf die Wirkung des enz.LDLs zu
haben. Ist diese sehr hoch, wie z.B. bei den THP 1 Zellen, konnte es sein, dass die Potenz des
enz.LDLs zur CD36 Expression nicht ausreicht, die basale Expression mit vielleicht ausge-
reizter PPARYy Stimulation zu iibertreffen. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass das
stark und unspezifisch oxidierte LDL auch unspezifisch wirkt und mehrer Wege neben der
PPARYy-Aktivierung bestreitet, die dann CD36 {iiber die basale Expression hinaus induzieren
konnen.

Eine Hypothese, die sich aus diesen Resultaten ergeben konnte, wire ein moglicher Zusam-
menhang zwischen Differenzierungsgrad der Monozyten und deren Reaktion auf enz.LDL:
die unreifen Monozyten im Blut, die nahezu keine CD36 exprimieren (frisch isolierte humane
Monozyten zeigten im Experiment nur minimale CD36 Expression) reagieren maximal auf
enz.LDL, wihrend differenzierte Makrophagen mit reichlich Scavenger-Rezeptoren vor allem
auf stark oxidiertes LDL ansprechen. Diese Uberlegung konnte man in vivo vergleichen mit
den Monozyten, die aus der Blutbahn in die GefiaBwand einwandern, dort zunichst mit mini-
mal modifiziertem LDL in Kontakt treten, dadurch verstirkt CD36 exprimieren und dann
auch anfilliger fiir stark oxidiertes LDL werden. Um mit den Ergebnissen Schluf3folgerungen
fiir mogliche in vivo Prozesse zu ziehen, sollten die Versuchsbedingungen moglichst physio-
logisch sein. Da die Versuche mit Lipoxidase, isoliert aus Sojabohnen und Phospholipase,
stammend aus Meerschweinchen-Pankreas, durchgefiihrt wurden, sollten in einem Ansatz
diese Enzyme durch humane, rekombinante Phospholipase und Lipoxidase aus Retikulozyten
von Kaninchen als Vertreter der Sdugetiere ersetzt werden. Auch mit diesen Enzymen konnte

eine Hochregulierung von CD36, allerdings in geringerem Ausmal, beobachtet werden.
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Beziiglich der Versuche mit den isolierten humanen Monozyten bestand das Problem, dass
diese Zellen in Kultur schnell durch Adhédsion an das Plastik der Kulturschalen ausdifferen-
zierten, sodass sich die minimale Inkubationszeit, die das enz.LDL benétigt (nach Zeitversuch
ca. 48 h) moglicherweise mit der Reifung und damit verstirkten CD36 Exprimierung iiber-
schnitt. Der Versuch, durch Teflon-beschichtete Kulturplatten die Adhésion und damit Rei-
fung zu hemmen, fiihrte zur Apoptose dieser Zellen und somit konnte die Wirkung auf diese

Zellen nicht eindeutig bestimmt werden.

4. Die Aufnahme von enz.LDL {iber den LDL-Rezeptor

Da sich das enz.LDL strukturell kaum vom nativen LDL unterscheiden sollte, wurde iiber-
priift, ob es vom LDL-Rezeptor erkannt und aufgenommen wird. Sigari et al. '** beschrieben,
dass mit 15-LOX behandeltes LDL an den LDL-Rezeptor von Fibroblasten bindet, die Auf-
nahme von acetyliertem LDL jedoch nicht beeinflusst. Auch deren Untersuchungsreihe zeigt
elektrophoretisch nur eine minimal erhohte Mobilitit gegeniiber nativem LDL. Die Aufnah-
me-Versuche zeigten, dass enz.LDL wahrscheinlich zu einem grof3eren Teil iiber den LDL-
Rezeptor aufgenommen wird als iiber Scavenger-Rezeptoren. Ox3;LDL scheint ebenfalls
durch beide Rezeptoren erkannt zu werden. Der Proteinanteil (vor allem Apo-B) von ox,0LDL
ist jedoch so stark fragmentiert (die Radikale zerstoren der Literatur nach "' die Peptidbin-
dungen), dass es nicht mehr iiber den LDL-Rezeptor in die Zelle gelangen kann. Dies konnte
die geringe Wirkung von oxLDL in den MM6 Zellen ohne Scavenger-Rezeptoren erkldren.
Die gegeniiber der Kontrolle leicht gesteigerte Induktion ist vielleicht Folge der spontanen
Entstehung von freien HODEs wihrend der Oxidierung (VI.1.1). Nicht erklarbar bleibt, wie
oxyLDL in MM6 Zellen ohne Scavenger-Rezeptoren die Aufnahme von enz.LDL doch zu
tiber 50 % blockieren kann. Ox;LDL enthilt zwar viele HODEs (VI.1.1), aber in veresterter
Form, sodass es deshalb, wie wir zu diesem Zeitpunkt dachten, nicht in MM6 Zellen wirkt.
Die Beobachtung, dass enz.LDL und ox;LDL insgesamt von MM6sr Zellen stirker aufge-
nommen werden als von MM6 Zellen ist moglicherweise Folge der fehlenden Aufnahme {iber
Scavenger-Rezeptoren in den MM6 Zellen. In einer Studie wurde eine verstirkte Affinitat
enzymatisch modifizierten LDLs gegeniiber CD14-reichen Monozyten beschrieben *°. Da
MM6sr Zellen starker als MM6 Zellen CD14 exprimieren, konnte auch dies ein Grund fiir die

verstarkte Aufnahme sein.
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5. Die Wirkung von 15-LOX LDL und sPLA2 LDL auf die CD36 Expression

Die Kontrollansdtze mit 15-LOX bzw. sPLA; allein behandeltem LDL zeigten fiir 15-LOX
LDL einen positiven Einfluss auf CD36 in MM6 Zellen, wéahrend sPLA, LDL nur sehr gering
die CD36 Expression beeinflusste. Das Ergebnis war zunéchst (vor Untersuchung der Auf-
nahme) unerwartet, weil wir vermuteten, dass nur freie HODEs PPARY induzieren konnen,
also nur die Kombination beider Enzyme in der CD36 Induktion erfolgreich sein diirfte. Es
besteht die Moglichkeit, dass zelleigene Lipasen das LDL wéhrend der Inkubation im nachhi-
nein modulieren oder die Fettsduren nach Oxidierung mittels 15-LOX durch lysosomalen Ab-
bau in der Zelle freigesetzt werden, da 15-LOX LDL ebenfalls tiber den LDL-Rezeptor auf-
genommen werden miisste. Um diesen Zusammenhang zu iiberpriifen, versuchten wir den
Lysosomenapparat zu blockieren. Da die Aufnahme iiber den LDL-Rezeptor gleichzeitig an
einen lysosomalen Abbau gekoppelt ist, miisste eine Hemmung der lysosomalen Enzyme die
Hydrolyse der Fettsduren, z.B. in 15-LOX LDL blockieren und somit die CD36 Expression
geringer ausfallen. Dadurch sollte ein weiterer Hinweis fiir die Aufnahme iiber den LDL-
Rezeptor und eine mogliche Erklarung beziiglich der Wirkung der 15-LOX LDL gefunden
werden. Habenicht et al. verwendeten zu diesem Zweck 60 uM Chloroquin. Sie untersuchten
die Freisetzung von Arachidonsiure aus LDL beim lysomalen Abbau °. Dieser Methode war
in unseren Experimenten ungeeignet, da Chloroquin die DNA- und RNA-Synthese blockiert,
was fiir die Zellen letal ist und keine Aussage iiber die CD36 Expression erlaubt. Wir ver-
wendeten deshalb 15 mM NH;Cl, was den pH in den Lysosomen geringfiigig erhoht und so
die Enzyme hemmt. NH;Cl ist sicher in seiner Wirkung nicht spezifisch und die Ergebnisse
als eher kritisch zu betrachten. Mit NH;ClI konnte die CD36 Expression in enz.LDL- und 15-
LOX LDL-behandelten Zellen signifikant gesenkt werden, wahrend die Wirkung von Pgl,
und 13-HODE unbeeinflusst blieb. Das Ergebnis konnte Hinweis darauf sein, dass die Wir-
kung von 15-LOX LDL auf lysosomalem Abbau beruht. Im Widerspruch zu dieser Theorie
steht die Tatsache, dass ox;LDL ein hohes Potential an HODEs besitz, dhnlich wie 15-LOX
LDL, auch iiber den LDL Rezeptor in MM6 Zellen gelangt, aber deutlich weniger stark CD36
induziert. Moglicherweise enthélt es andere Isomere von HODEs, die geringere Affinitdt zu
PPARY haben (nicht getestet). Da das LDL, welches beiden Enzymen zusammen ausgesetzt
war, sich effizienter zeigte in der CD36 Expression, als allein mit 15-LOX behandeltes LDL,
vermuteten wir, einen Vorteil durch Vorhandensein vieler freier HODEs. Daher wurde unter-
sucht, ob Cholesterin-veresterte HODEs PPARY aktivieren kdnnen. Die an Cholesterin ge-
bundenen Fettsduren blieben wirkungslos. Freie HODEs konnten leichter die Membran pas-

sieren oder sehr viel schneller iiber Fettsdure-Transportproteine in die Zelle gelangen und so-

74



mit frither und starker wirken. Ferner konnen Cholesterin-veresterte Fettsduren im Gegensatz
zu LDL veresterten HODEs (15-LOX LDL) auch nicht iiber den LDL-Rezeptor in die Zelle

eindringen, ursichlich durch das Fehlen von Apo-B.

6. CD36 Expression, Differenzierung und Apoptose, drei unabhingige Ereignisse

Eine verstirkte CD36 Expression durch Apoptose-Induktion kann nicht generell ausgeschlos-
sen werden. Aus der Literatur geht hervor, dass Bestandteile oxidierten LDLs, wie Ly-
sophosphatidylcholin tiber Supprimierung der Expression des Caspase-Inhibitors Flice-
inhibitory protein (FLIP) in Endothelzellen Apoptose induziert. Dieser Effekt ist auch durch
minimal modifiziertes LDL gesehen worden. Oxidiertes LDL macht dadurch die Zellen fiir
FAS-vermittelte Apoptose empfindlich **. Makrophagen gelten im Gegensatz zu Monozyten
als resistent gegeniiber FAS-vermittelte Apoptose. Dies beruht auf einer Hochregulierung von
FLIP im Laufe der Monozytendifferenzierung '"°. Auch 25-Hydroxycholesterol ist fiir die
zytotoxische Wirkung des oxidierten LDLs in Schaumzellen und Endothel verantwortlich,
wahrscheinlich durch Aktivierung von Calzium-Kanilen und Ca >~ Aufnahme in de Zelle '*°.
Calzium aktiviert die cytoplasmatische Phospholipase, die Membranen lysiert. Da CD36 oxi-
diertes LDL bindet, beglinstigt es die Apotose und Nekrose der Zellen. Dariiber hinaus wirkt
die Aktivierung von PPARY direkt iiber eine Hemmung der Transkriptionsaktivitit der NFxB
Untereinheit p65/Rel A proapoptotisch .

Es war daher interessant, ob und wie stark Apoptose in unseren Experimenten vorhanden war
und ob diese Ursache der CD36 Hochregulierung verantwortlich war, zumal die CD36 Ex-
pression und die Anzahl apototischer Zellen zeitabhingig parallel anstieg (V1.7.a). Zu diesem
Zweck fiihrten wir mit den behandelten Zellen Apotose-Assays durch. Enz.LDL zeigte eine
gegentiber nat.LDL verstiarkte Apotose (nicht signifikant), allerdings nicht in dem Ausmal}
wie durch ox,0LDL. Ox;LDL nahm eine Mittelstellung ein. Das zeigt, dass mit dem Grad der
Oxidierung der Gehalt toxischer Metabolite zunimmt. Um sicher auszuschliefen, dass CD36
unspezifisch durch Apoptose exprimiert wird, behandelten wir Zellen mit bekannten Apopto-
seaktivatoren. Trotz zum Teil starker proapoptotischer Wirkung blieb die CD36 Expression
im Vergleich zur enz.LDL Kontrolle unberiihrt.

Da CD36 auch im Laufe der Differenzierung von Monozyten verstirkt von Zellen exprimiert
wird 7, ist auch eine unspezifische CD36 Hochregulierung durch Antreiben der Differenzie-
rung in enz.LDL behandelten Zellen nicht auszuschlieBen. Um diesen Sachverhalt zu tiberprii-

fen, wurde parallel die Expression von CD36 und dem Lipopolysaccharid-Rezeptor CD14, als
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Indikator der Reife, in enz.- und ox,0LDL behandelten Zellen tiberpriift. Das Ergebnis ergab
eine Induktion des CD14 in beiden Ansitzen, allerdings durch ox;)LDL 40fach stirker als
durch enz.LDL. Das Ergebnis ist konform mit den Resultaten von Nagy und Tontonoz ' '**,
die beobachteten, dass 9-, 13-HODE und ox.LDL in THP1 und humanen Monozyten zu einer
CD14 Expression fiihrten. Die CD36 Expression war im Gegensatz dazu in enz.LDL behan-
delten Zellen weitaus stirker. Das konnte hinweisend sein flir eine Reifungsinduktion durch
enz.- und ox.LDL und somit ein moglichen Zusammenhang zwischen Monozytenreifung in

der GefiBwand und Kontakt zu modifiziertem LDL darstellen. Zum anderen kann gezeigt

werden, dass die Induktion von CD36 nicht ausschlieBlich differenzierungsbedingt ist.

7. Die CD36 Expression und der Zusammenhang mit PPARYy

Um zu {berpriifen, ob PPARY tatsichlich das entscheidende Bindeglied ist zwischen
enz.LDL Aufnahme und CD36 Expression wurden verschiedene PPARYy-Nachweisverfahren
durchgefiihrt. Die Experimente mit Fluoreszenzmikroskopie zeigten, dass MM6 Zellen bereits
im nativen Zustand eine deutliche Translokation von PPARY aufwiesen, die sich auch durch
Behandlung mit enz.-, ox;0)LDL und HODEs nicht weiter steigern lie3. Auch frisch isolierte
unbehandelte Monozyten zeigten bereits nach 24 h z.T. deutlich PPARYy Translokationen und
auch nach 48 h war zwischen Behandlung und Kontrolle kein Unterschied in der Expression
zu sehen.

Das Ergebnis wurde mit Western-Blot {iberpriift und auch hier zeigte sich keine verstirkte
Translokation durch enz.LDL. Eine Untersuchung des Gesamtproteins mit FACS-Analyse
gab keinen Anhalt flir dessen vermehrte Expression. Unsere Ergebnisse widersprechen der
Literatur, die aussagt, dass HODEs an PPARY im Zytosol binden und dieses dadurch in den
Kern transloziert, wo es die Expression verschiedener Gene steuert ( = Transaktivierung).
Allerdings wurde von Kodera et al. ¥ beschrieben, dass abhingig von der Art des Liganden,
PPARY mit unterschiedlichen Koaktivatoren der Transkription reagiert und dadurch die
Transkriptionsaktivitit potenziert wird. Wéhrend z.B. Troglitazon und 15dPgJ, beide durch
unterschiedliche Koaktivatoren eine deutliche Transaktivierung von PPARYy in COS-1 Zellen
induzieren, konnte mit 9-HODE keine Aktivator-Interaktion erkannt werden und es war eben-
falls nicht in der Lage, PPARY zu translozieren *.

Uberraschend war auBerdem, dass unreife monozytire Zelllinien, wie MM6 doch eine ausge-

priagte PPARY Translokation zeigten. In der Literatur wird beschrieben, dass PPARYy im Ge-
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gensatz zu PPAR« in undifferenzierten Monozyten nicht exprimiert und erst im Laufe der
Differenzierung zu Makrophagen induziert wird *°. Wir testeten daher weitere Zelllinien wie
MM6sr und Jurkat-Zellen mittels Western-Blot auf die Translokation. Auch in diesen Zellen
zeigte sich PPARY bereits ausschlieBlich im Kern. Ein Methodikfehler ist aufgrund eines si-
multanen Nachweises der Translokation von p65 nach Aktivierung unwahrscheinlich. Dieses
Protein ist normalerweise im Zytoplasma vorhanden und wandert erst nach Aktivierung durch
TNFo in den Kern.

Da wir in unseren Experimenten einen deutlichen CD36 Anstieg ohne Verdnderung von
PPARY im Sinne einer Translokation oder Expression des Gesamtproteins beobachteten, stell-
te sich die Hypothese, dass dieser Prozef nicht rein abhdngig von PPARY ist. Untersuchungen
von Spiegelman und Freeman mit PPARY defizienten Stammzellen zeigten, dass die Diffe-
renzierung von Monozyten entgegen der Ansichten unabhingig ist von PPARY 24106 7v1dem
wurde an Hand von Stammzellen gezeigt, dass 15dPgl, und Troglitazon, bekannte PPARYy
Aktivatoren, nicht auf den Rezeptor angewiesen sind, um antiinflammatorisch zu wirken **.
Es besteht demnach die Mdoglichkeit, dass auch Metabolite in LDL, wie z.B HODEs Effekte
ausldsen, die unabhédngig sind von PPARY. Beziiglich der CD36 Expression wurde beschrie-
ben, dass Troglitazon in PPARY -/- Zellen CD36 nicht induzieren kann, die unverdnderte ba-
sale Expression in diesen Zellen jedoch ist Hinweis dafiir, dass CD36 auch unabhéngig von
PPARY exprimiert wird, allerdings scheint er unerldsslich bei der Lipid-induzierten Expressi-
on **,

Um dies genauer zu iiberpriifen, wurde mittels EMSA untersucht, ob in stimulierten Zellen
PPARY an die PPREs des CD36 Gens bindet. Die Ergebnisse zeigten eine vermehrte Bindung
von PPARY an PPRE in den mit enz- und ox3;LDL sowie dPgJ, behandelten Zellen im Ver-
gleich zur Kontrolle. Daraus lésst sich zumindest eine gewisse Abhédngigkeit der CD36 Ex-
pression auf der Ebene der Transkription, eingeleitet durch Bindung von PPARY an PPRE des
CD36 Gens, ableiten. Die Schritte zwischen der Freisetzung von HODEs und der Bindung
von PPARY an PPRE bleiben unklar. Ein Problem bestand darin, dass kein spezifischer Anta-
gonist fiir PPARYy zu erhalten war, mit dem leicht die Funktion des Rezeptors hétte iliberpriift
werden konnen. BADGE, ein synthetischer Antagonist, ist erfolgreich in der Antagonisierung
von PPARY in pri-adipozytiren Zellen '®, wirkt aber agonistisch in Epithelzellen '' und er-
wies sich in unseren Experimenten als hoch toxisch gegeniiber MM6 Zellen.

Um einen direkten Beweis fiir die Abhdngigkeit / Unabhéngigkeit von PPARY zu zeigen,
wurden embryonale Stammzellen von Mdusen, PPARYy defizient und Wildtyp, zu Makropha-
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gen differenziert und mit enz.LDL behandelt. Fluoreszenzmikroskopische Bilder zeigen eine
verminderte Expression von CD36 in den defizienten Zellen, was letztendlich doch stark hin-
weisend ist flir eine teilweise Abhdngigkeit der CD36 Expression von PPARY. Das Ergebnis

ist konform mit dem Resultat von Evans et al (s.0) **.

8. Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollte die Bedeutung enzymatisch modifizierten LDLs bei der Expression von
CD36 als bekannter Scavenger-Rezeptor, auf Monozyten/Makrophagen untersucht werden.
Modifiziert wurde natives LDL, stammend aus gesunden Spendern, mit sekretorischer
PhospholipaseA, und 15-Lipoxidase, die beide in Plaques nachgewiesen worden waren. Die
Idee beruhte auf der biochemischen Uberlegung, dass durch Hydrolyse Cholesterin-
veresterter Fettsduren mittels Phospholipase u.a. Linolsdure freigesetzt wird, welche unter
dem EinfluB der 15-Lipoxidase in ihr entsprechendes Hydroperoxidderivat, HODE
(=Hydroxyoktadeca-dienoic-acid) iiberfiihrt wird. HODEs gelten als bekannte Aktivatoren
des Kernrezeptors PPARY, der u.a. die Expression von CD36 auf DNA-Ebene reguliert. Es
konnte durch HPLC gezeigt werden, dass freie HODEs nur in dem LDL entstanden sind, das
mit beiden Enzymen in Kombination behandelt wurde. In der darauf durchgefiihrten Se-
quenzchromatographie zeigte sich als Hauptisomer unter allen theoretisch mdglichen Isome-
ren mit deutlicher Dominanz 13-Hydroxyoctadeca-9Z,11E-dienoic-acid, linksdrehend am a-
symmetrischen C-Atom (Strukturformel sieche Abb. VIIL.2). Dieses modifizierte LDL erwies
sich in FACS-Analysen auch als stirkster Induktor der CD36 Expression auf monozytiren
Zelllinien mit fehlender/geringer Basisexpression und zeigte eine graduell abnehmende Po-
tenz in den Zelllinien mit hoher basalen Expression. Die Modifizierung fiihrte dabei nur zu
geringen Verdnderungen i.S. einer Oxidation des LDLs, erkennbar an der im Vergleich zu
Kupfer-oxidiertem LDL nur geringen elektrophoretischen Mobilitdt. Die Modifizierung des
LDLs erlaubte noch eine Aufnahme iiber LDL-Rezeptoren und konnte erkldren, warum en-
zymatisch-modifiziertes LDL im Gegensatz zu stark oxidiertem LDL auch in Zellen ohne
Scavenger-Rezeptoren effektiv ist. Widersprechend zur Literatur wurde weder in der Fluores-
zenzmikroskopie noch in FACS- oder Western-Blot-Analysen eine Translokation von PPARYy
in den Kern bzw. eine vermehrte Expression des Gesamtproteins nachgewiesen, jedoch eine
deutliche Bindung dieses Rezeptors an die PPREs des CD36 Gens (EMSA). Mit Hilfe PPARY
defizienter Makrophagen konnte eine Abhéngigkeit der LDL-induzierten CD36 Expression
letztlich doch gezeigt werden, allerdings blieben die genauen Schritte der PPARYy Aktivierung
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durch HODEs unklar. Auch Differenzierung von Monozyten und Apoptoseprozesse konnten
laut Literatur die CD36 Expression beeinflussen. Eine parallele Untersuchung von CD36 In-
duktion und Apoptoserate bzw. CD14 Expression (als Marker der Differenzierung) ergab,
dass enzymatisch modifiziertes LDL sowohl eine leichtgradige Differenzierung und Apopto-

seinduktion bewirkt, diese aber unabhéngig von der CD36 Expression verlaufen.

Aus den Ergebnissen und Literaturquellen ldsst sich ein mdgliches Modell zur Bildung von
Schaumzellen erstellen:

Natives LDL tritt in den subendothelialen Bereich iber und bindet iiber Apo B-100 an Gluko-
saminoglukane der extrazelluldren Matrix. Dort wird es zundchst nur geringfligig modifiziert.
In unserem Modell konnten z.B. durch die Sekretion von sPLA, aus Makrophagen und vor
allem glatten Muskelzellen, stimuliert u.a. durch Entziindungsmediatoren, veresterte Fettséu-
ren im nativen LDL hydrolysiert werden, begiinstigt durch die Kolokalisation von PLA, und
LDL an Chondroitinsulphat der Glukosaminoglycane ’’. Das sPLA,LDL kommt dann in Kon-
takt mit der 15-Lipoxidase, die in Membranen von aktivierten Endothelzellen und Makropha-
gen lokalisiert ist. Dort oxidiert sie die ungeséttigten Fettsduren, u.a. Linolsdure (freigesetzt
durch sPLA;) zu HODEs. In diesem Stadium besitzt nun das LDL einen hohen Anteil an
HODEs ohne insgesamt stark veréndert zu sein, sodass es tiber den LDL-Rezeptor der frisch
eingewanderten Monozyten gebunden und internalisiert wird. Ein Teil der Fettsduren konnte
tiber den lysosomalen Abbau in das Zytosol der Zelle gelangen, ein anderer Weg wire die
direkt Diffusion durch die Zellmembran oder Aufnahme iiber best. Fettsduretransporter. Die
HODEs aktivieren PPARY tiber hier nicht erkldrbare Weise, so dass dieser an die PPREs des
CD36 Gens bindet und die Transkription des Rezeptors induziert. Das verstirkt exprimierte
CD36 bindet dann auch stark oxidiertes LDL und fiihrt zu dessen ungehemmter Aufnahme
mit dem Ergebnis der Schaumzellbildung. Da es auBlerdem stark toxisch ist, kommt es zur
Apoptose und Nekrose der Zellen und damit zu den typischen Lipidplaques.

Parallel und z.T abhéngig von der Modifizierung des LDLs treten die Monozyten in die Su-

bintima ein und differenzieren dort zu Makrophagen ''” '** ' Das

ist grundsétzlich der Fall,
wenn Monozyten ins Gewebe einwandern, konnte in diesem Fall aber auch induziert sein
durch das modifizierte LDL, erkennbar an der verstirkten CD14 Expression.

Die Vorgidnge werden in der folgenden Abbildung veranschaulicht:
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nat.LDL Monozyt

Endothel
Makrophage GefdBwand
15-LOX
< oxLDL
4 >

glatte MZ LDL-Rez.

Schaumzelle

Abb. VIL1: Ein mogliches Modell fiir die Entstehung von Schaumzellen; modifiziert nach Febbraio et al., J. clin
invest: 108: 785-791 (2001); Abkiirzungen: enz.LDL = enzymatisch modifiziertes LDL; ox.LDL = oxidiertes
LDL; CHE = Cholesterinester; glatte MZ = glatte Muskelzellen; 15-LOX = 15-Lipoxidase; sPLA, = sekretori-
sche Phospholipase A,

Die enzymatische Modifizierung der im LDL veresterten Fettsduren durch sPLA2 und 15-

LOX veranschaulicht die folgende Abbildung:
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Abb. VIL.2: Umwandlung der Linolséure in ihr Hydroperoxid-Derivat - HODE; Linolséure ist in Form einer
Ester-Bindung an die OH-Gruppe von Cholesterin / Triglyceriden / Phospholipiden (= R;) gebunden. Unter Ein-
bau eines Molekiils H,O wird die Esterbindung gespalten (Hydrolyse) und Linosdure freigesetzt. Die 15-
Lipoxidase oxidiert Linolsdure unter Zufuhr von Sauerstoff zu HODE (siche auch Abb. I1.5). Dabei kommt es zu
einer Verschiebung der Doppelbindung nach C11 und Bildung einer OH-Gruppe an C13.

Die Entstehung einer Plaque ist komplex und gekennzeichnet durch vielerlei Interaktionen
zwischen Zellen untereinander und zwischen Zellen und LDL. Die Hypercholesterindmie ist
dabei einer der entscheidenden Risikofaktoren und somit kann das LDL als einer der priméren
Ausloser gesehen werden. Da das native LDL an sich keinen Schaden in der Gefilwand an-
richtet, ist dessen Modifizierung nétig. Das minimal-modifizierte LDL konnte bei der Bildung

von Plaques folgende Bedeutung haben:

122, 123 - - - - -
*“und induziert deren Differenzierung: di-

109, 154
)

= Es wirkt chemotaktisch auf Monozyten
rekt, erkennbar an Hochregulierung von CD14 (eigene Ergebnisse konform mit
und indirekt iiber Induzierung von M-CSF in Endothelzellen in vivo '”.

= Es konnte in unreife Monozyten eindringen und iiber die Exprimierung von CD36 die-

se Zellen auch empfénglich fiir stark oxidiertes LDL machen.
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Die Arbeit zeigt eine Moglichkeit, wie natives LDL im Anfangsstadium der Atherosklerose
durch zwei Enzyme so modifiziert wird, dass es sich kaum von nativem LDL unterscheidet,

aber trotzdem einen entscheidenden Faktor in der Entstehung von Plaques darstellt.
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Photographien

Kontrolle Kontrolle, Phasen-K ontrast

enz.LDL

Abb. VI1.9.1.a: PPARy Expressionin MM6 Zellen. MM6 Zellen wurde 24 h mit enz.LDL behandelt
(50ug/ml) und die Expression im Fluoreszenzmikroskop untersucht. Das Bild rechts oben stellt die Phasen-

Kontrast Aufnahme der Kontroll-Zellen (links oben) dar und soll die Abgrenzung des Kerns zum Zytoplasma
hervorheben.



enz.LDL, 24h

Kontrolle, 48h enz.LDL, 48h

Kontrolle,72h enz.LDL, 72h

Abb.VI1.9.1.b: PPARY Expression in humanen Blutmonozyten. Blutmonozyten wurden fir 24 h, 48 h
und 72 h mit enz.L DL behandelt (50pg/ml) und die PPARY Expression mittels Fluoreszenzmikroskopie
im Vergleich zur Kontrolle (Fluoreszenz unbehandelter Zellen) dargestellt.



PPARY -/- PPARY +/+

Kontrolle

enz.LDL

Abb. VI1.9.5: CD36 Induktion in PPARY -/- und +/+ Makrophagen (differenziert aus embryonalen
Stammzellen aus Mausen) nach Behandlung mit enz.LDL (50pg/ml) fur 48 h und im Kontrollansatz
(unbehandelte Zellen), Fluoreszenz- und Phasen-K ontrast-Aufnahme.
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