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1. EINLEITUNG

AKTUELLER WISSENSSTAND

1.1 Vitamin E

Funktion als Antioxidans

Vitamin E ist der Oberbegriff fiir eine Gruppe von lipophilen Antioxidantien, von denen beson-
ders das a-Tocopherol von Bedeutung ist. Diese sind in der Lage, durch Reaktion mit organi-
schen Peroxylradikalen Reaktionsketten zu unterbrechen und damit Lipide vor der oxidativen
Schadigung zu schiitzen. Dies gilt insbesondere fiir mehrfach ungesittigte Fettsduren in Zell-

membranen und Lipoproteinen [1, 2].

Klinische Bedeutung

Da die Lipid-Peroxidation in Low Density Lipoproteinen (LDL) als erster Schritt in der Patho-
genese der Atherosklerose angesehen wird, wurde in zahlreichen Studien untersucht, ob Vitamin
E die Entstehung von atherosklerotischen Lasionen verhindern kann und so vorbeugend gegen
Herzinfarkt und andere kardiovaskuldre Erkrankungen wirkt. Obwohl einige die antiatherogene
Wirkung besonders in vitro bestétigen konnten, ist ein gefaBprotektiver Effekt von Vitamin E in

vivo bis heute umstritten [3, 4, 5, 6].

Nicht antioxidative Funktionen

Zusitzlich zu seinem antioxidativen Potential besitzt a-Tocopherol auch davon unabhingige,
spezifische Funktionen innerhalb der Zelle. So inhibiert es die Protein-Kinase C (PKC)[7], ein
wichtiges Enzym fiir Signaltransduktion innerhalb der Zelle, wodurch verschiedene Zellmemb-
ranrezeptoren (u.a. Scavenger Receptor B I) moduliert werden [8], die Proliferation von glatten
Muskelzellen der GefdaBwand [9] oder auch die Thrombozytenaggregation [10] und die Bildung
intraarterieller Thromben [11] gehemmt wird. AuBBerdem reguliert es die Expression verschiede-
ner Gene (a-Tropomyosin, CD 36, a-Tocopherol Transport Protein) [12, 13]. Die wachsende
Zahl bekannter nicht-antioxidativer Funktionen von a-Tocopherol und seine hochspezifische

Aufnahme im Korper deuten darauf hin, daf3 es sich nicht nur um ein hoch potentes Antioxidans,



sondern auch um ein wichtiges regulatorisches Molekiil fiir verschiedene Zellfunktionen handelt

[14].

Stoffwechsel

Der tigliche Bedarf an Vitamin E wird auf 15 mg geschétzt, mit gewdhnlicher Nahrung jedoch
kaum gedeckt [15]. Nach der Aufnahme im Darm, die die Anwesenheit von Gallenséuren vor-
aussetzt, werden die Tocopherole in Chylomikronen zur Leber transportiert. Da das a-
Tocopherol-Transport-Protein der Hepatozyten eine vielfach hohere Affinitdt zu a-Tocopherol
als zu seinen Stereoisomeren hat, findet hier eine Selektion zu Gunsten der a-Form statt. Im
Blutplasma wird das Vitamin E ausschlieBlich in Lipoproteinen transportiert. Hierflir sind be-
sonders Low Density Lipoproteine und High Density Lipoproteine (HDL) von Bedeutung [16,
17, 18].

Zelluldre Aufhahme

Die Hauptwege der Aufnahme von a-Tocopherol in die Zelle sind zum einen die rezeptorvermit-
telte Endocytose am LDL-Rezeptor, zum anderen der Selective Lipid Transfer liber den spezifi-
schen HDL-Rezeptor Scavenger Receptor B I (SR-BI). Bei diesem Mechanismus werden Lipide
in die Zelle aufgenommen, ohne dal das gesamte Lipoprotein-Partikel internalisiert wird [19,

20].

1.2 Cholesterol

Funktion und Stoffwechsel

Das Cholesterol ist ein essentieller Bestandteil der Zellmembran, wo es eine stabilisierende Wir-
kung auf spezifische Membranstrukturen hat, aber auch an der Signaltransduktion beteiligt ist.
AuBerdem dient es als Substrat fiir die Synthese von Gallensduren in der Leber, von Steroidhor-
monen in endokrinen Geweben (Nebenniere, Ovar und Hoden) und Vitamin D in der Haut.

Taglich wird ca. 1 g Cholesterol in Form von Gallensiuren ausgeschieden. Da bei durchschnittli-
cher Erndhrung nur ca. 0,3 g mit der Nahrung aufgenommen werden, entsteht der Grof3teil des

Cholesterols durch de novo —Synthese in den Zellen [21, 22, 23].



Reverser Cholesterol Transport

Uberschiissiges Cholesterol wird durch HDL aus peripheren Geweben abtransportiert; hiervon
wird der Grofiteil durch die Lecithin-Cholesterol-Acyltransferase in Cholesterylester umgewan-
delt [24, 25]. Mit den HDL gelangt das Cholesterol in Steroidhormon-produzierende Zellen zur
Synthese oder Speicherung, und in die Leber, wo es in die Galle ausgeschieden, in Gallensiduren
umgewandelt oder mit Very Low Density Lipoproteinen (VLDL) sezerniert wird [26, 27, 28, 29]
Dieser Weg wird als Reverser Cholesterol Transport bezeichnet [30] und als wichtiger Mecha-
nismus zur Erklidrung fiir den antiatherogenen Effekt des HDL-Cholesterol angesehen [31, 32,
33].

Cholesterolhomoostase der Zelle

Da Cholesterol ein unentbehrlicher Bestandteil der Zellmembran ist, in hohen Konzentrationen
aber toxisch wirkt, ist seine zelluldre Konzentration in engen Grenzen reguliert. Dies geschieht
iiber eine Vielzahl von Mechanismen, die bisher noch nicht vollstindig geklart werden konnten.
Am besten untersucht ist die Kontrolle der Cholesterol-Biosynthese im endoplasmatischen Reti-
culum (ER): Dort befinden sich membrangebundene Transkriptionsfaktoren, die Sterol Regula-
tory Element Binding Proteins (SREBP). Bei sinkender Cholesterolkonzentration bewegt sich
ein Komplex aus SREBP und dem Co-Faktor SREBP Cleavage Activating Protein aus dem ER
in den Golgi-Apparat, wo SREBP durch zwei proteolytische Spaltungen aktiviert wird. Darauf-
hin aktiviert es im Zellkern Gene, deren Proteine fiir die Cholesterolsynthese und —aufnahme
zustiandig sind [23, 34, 35].

Da menschliche Zellen das Cholesterol enzymatisch nicht vollstindig abbauen kénnen, geschieht
seine Elimination hauptsidchlich durch Efflux aus der Zellmembran in extrazelluldre Akzeptor-
partikel. Davon kommt dem HDL die groBte Bedeutung zu, das im Reversen Cholesterol Trans-
port das Cholesterol der Leber zufiihrt, wo es in Gallensduren umgewandelt und in den Verdau-

ungstrakt ausgeschieden wird [21, 36].

Veridnderung des zelluldren Cholesterolgehalts mit Methyl-B-Cyclodextrin

Um den Cholesterolgehalt von Zellen fiir experimentelle Zwecke zu manipulieren, eignen sich
die Cyclodextrine, zyklische Polysaccharide, die in Losung der Zelle Cholesterol entziehen.
Mischt man Methyl-B-Cyclodextrin (M-B-CD) mit freiem Cholesterol in einem definiertem Ver-
héltnis, bilden sich Cyclodextrin-Cholesterol-Komplexe, die bei der Inkubation mit isolierten

Zellen eine Erhdhung des zelluldren Cholesterols bewirken konnen [37].



1.3 Scavenger Receptor B 1

Eigenschaften
Der SR-BI ist der einzige bislang charakterisierte Rezeptor fiir High Density Lipoproteine [38].

Seine Bezeichnung als Scavenger Rezeptor erhielt er wegen der Féahigkeit, acetylierte Low Den-
sity Lipoproteine zu binden [39]; er gehort zur Proteinfamilie des CD 36, mit dem er eine grof3e
Homologie aufweist. Das SR-BI-Molekiil ist stark glykosyliert und wandert in der SDS-Gel-
Elektrophorese bei ungefahr 82 kD [40].

In den meisten Zelltypen ist der Rezeptor in Caveolae lokalisiert, cholesterol- und sphingomye-
linreichen Mikrodominen innerhalb der Zellmembran, die fiir verschiedene Signaltransdukti-
onsprozesse von Bedeutung sind. Morphologisch sind Caveolae 50-100 nm groBle flaschenfor-
mige Invaginationen der Plasmamembran, die durch das Protein Caveolin-1 gekennzeichnet sind

[39, 41, 42, 43].

Selective Lipid Transfer

Selective Lipid Transfer oder Selective Lipid Uptake' ist ein Prozess, in dem Lipide aus Lipopro-
teinen in die Zelle aufgenommen werden, ohne da3 es zur Endocytose und zum Abbau des Li-
poprotein-Partikels kommt. Die Arbeiten von Gwynne et al. [44], Pittman et al. [29, 45] und der
Gruppe von Reaven und Azhar [46, 47] aus den letzten 20 Jahren haben gezeigt, daf3 die selekti-
ve Aufnahme der Hauptweg der Cholesterylester-Aufnahme in der Leber und steroidproduzie-
renden Zellen in vitro und in vivo ist. Dieses gilt au3er fiir Nagetiere auch fiir menschliche Hepa-
tozyten und HepG2-Karzinomzellen [48, 49] sowie fiir ovarielle Granulosazellen [50].

Erst viele Jahre nach der Erstbeschreibung des Selective Lipid Transfer konnte gezeigt werden,

daB dieser Mechanismus durch SR-BI vermittelt wird [51, 52].

Funktionen des SR-BI

Zusétzlich zur Aufnahme von Cholesterylestern stimuliert SR-BI den bidirektionalen FluB3 von
freiem Cholesterol zwischen HDL und Zellen [53, 54, 55], also sowohl die zelluldire Aufnahme,
als auch den Efflux von Cholesterol aus der Zelle in HDL als Akzeptorpartikel. Die Rate des
Cholesterol-Efflux korreliert dabei gut mit der Expression von SR-BI. Damit ist SR-BI an meh-

" Selective Lipid Uptake engl. = selektive Lipidaufnahme



reren Schritten des Reversen Cholesterol-Transports beteiligt (Cholesterolefflux zu HDL-
Akzeptorpartikeln in peripheren Zellen, selektive Cholesterolaufnahme aus HDL in der Leber).
Ferner vermittelt SR-BI den Selective Lipid Transfer von Phospholipiden [56] , Vitamin E [57,
58] und von Triglyceriden [59] in verschiedene Zellen.

In zahlreichen neueren Studien ist mit Hilfe von Manipulation des SR-BI-Gens (Uberexpression
durch Transfektion, gezielte Mutation zur Ausschaltung des Gens) der enge Zusammenhang
zwischen der Expression von SR-BI und dem HDL- und Cholesterol-Stoffwechsel gezeigt wor-
den [60]. So ist die Uberexpression von SR-BI in der Leber mit erniedrigten HDL-
Cholesterolspiegeln im Plasma sowie erhohter Cholesterolausscheidung in die Gallenfliissigkeit
verbunden [61, 62, 63, 64, 65]. Dagegen weisen SR-BI-Knockout-Méuse und Mause mit ernied-
rigter SR-BI-Expression erhohte HDL-Cholesterol-Konzentrationen [66, 67] und erniedrigte

Cholesterolausscheidung in die Gallenfliissigkeit auf.

Regulation der SR-BI-Expression

In Steroidhormon-produzierenden Geweben unterliegt SR-BI einer Regulation durch Adrenocor-
ticotropes Hormon (ACTH) iiber den cAMP (cyclisches Adenosinmonophosphat)-Protein Kina-
se-A-Weg [68, 69].

Der Zusammenhang zwischen dem zelluldren Cholesterolgehalt und der SR-BI-Expression ist
bislang unklar: Wan fanden eine Erhéhung der SR-BI-mRNA in der Nebenniere von Méusen mit
stark reduziertem zelluldirem und plasmatischem Cholesterolgehalt [70], wéihrend eine Folgear-
beit zu dem Schlufl kam, da8 die SR-BI-Expression in der Nebenniere relativ unempfindlich
gegeniiber Verdanderungen des Gewebe- und Plasmacholesterols ist [71]. In Rattenleber fiihrten
eine Ostradiol-induzierte Senkung des Plasmacholesterols, aber auch eine cholesterolreiche Spe-
zialdidt zu einer deutlichen Erniedrigung der SR-BI-Expression und der selektiven Cholestery-
lester-Aufnahme, wihrend in Kupffer'schen Zellen ein genau entgegengesetzter Effekt festzu-
stellen war [69, 72].

Eindeutiger ist der EinfluB von Vitamin E auf die SR-BI-Expression: Wit konnten zeigen, daf3
Vitamin-E-arme Erndhrung die SR-BI-Expression stark erhoht, wahrend Inkubation von HepG2-

Zellen mit a-Tocopherol-angreicherten HDL zu einer Erniedrigung des SR-BI fiihrte [73].

Pathophysiologische Bedeutung

Aus Experimenten mit SR-BI-Knockout(KO)-Maiusen resultierte, da3 mit der fehlenden Expres-
sion von SR-BI eine Reihe von pathologischen Verdnderungen assoziiert sein konnen. Weibliche

SR-BI-KO-Mdéuse sind unfruchtbar — ihre Oozyten sind dysfunktionell und daraus entstandene
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Embryonen nicht iiberlebensfahig [74], was vermutlich auf den gestorten Lipoproteinstoffwech-
sel zuriickzufiihren ist [75].

AuBerdem neigen SR-BI-KO-Méuse vermehrt zu Atherosklerose, wenn sie mit cholesterol- und
fettreicher Nahrung gefiittert werden [76]. Die Vermutung, dal SR-BI-Expression vor Atheroge-
nese schiitzt, wird durch Studien an mehreren Mausmodellen fiir Atherosklerose mit veridnderter
SR-BI-Expression gestiitzt: SR-BI-ApoE-Doppel-Knockout(dKO)-Méause und cholesterol- und
fettreich erndhrte LDL-Rezeptor-KO-Maiuse entwickeln frithzeitig koronare Herzkrankheit mit
Herzinsuffizienz sowie multiple Herzinfarkte und haben eine verkiirzte Lebenszeit [74, 77, 78,
79]. Dagegen reduziert die hepatische Uberexpression von SR-BI das AusmaB der Atherosklero-
se in verschiedenen Mausmodellen [80, 81, 82]. Diese gefdaprotektive Eigenschaft konnte neben
der Schliisselposition von SR-BI im Reversen Cholesterol-Transport unter anderem auch auf
seine Bedeutung fiir die Vitamin-E-Aufnahme zuriickzufiihren sein [78, 83, 84].

Auch wird ein Zusammenhang zwischen der Entstehung von Cholesterol-Gallensteinen und SR-
BI-Expression diskutiert, jedoch gibt es bislang keine eindeutigen Anhaltspunkte fiir eine litho-
gene Wirkung von SR-BI [85, 86, 87].
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2. AUFGABENSTELLUNG

Der Scavenger Rezeptor BI vermittelt den Selective Uptake von HDL-gebundenem Cholesterol
und Vitamin E sowie den Efflux von Cholesterol von der Zellmembran zu HDL-
Akzeptorpartikeln. Die Tatsache, daB3 verschiedene Lipide iiber den gleichen Weg am selben
Rezeptor aufgenommen werden, wirft die Frage auf, ob die Zellen die Aufnahme von Vitamin E

und Cholesterol unabhingig voneinander ihrem Bedarf entsprechend regulieren kénnen.

Der Mechanismus fiir die selektiven Aufnahme einzelner Lipide aus HDL ist jedoch weitgehend
unbekannt. Ein regulatives Element — zumindest bei apolaren Lipiden — scheint die Zusammen-
setzung der HDL-Partikel zu sein. Diese Vermutung wird durch die Ergebnisse von Rodrigueza
et al. gestiitzt, die zeigen konnten, dal3 der Selective Uptake von Cholesterylestern von ihrem
Gehalt im HDL-Partikel abhingig ist [88]. AuBlerdem zeigte die zelluldire Aufnahme von Cho-
lesterylestern und Triglyceriden eine lineare Abhédngigkeit vom Gehalt beider Lipide im HDL
[89].

Die Erhohung des zelluldren Vitamin-E-Gehalts in HepG2-Zellen fiihrt zu einer Verminderung
der SR-BI-Expression [73]. Dagegen konnte bisher noch kein eindeutiger Effekt einer Erhohung
des zelluldren Cholesterolgehalts auf die Expression des Scavenger Receptor B I und die Vita-

min-E- bzw. Cholesterolaufnahme und —abgabe nachgewiesen werden.

Ziel dieser Arbeit ist daher zu klédren,

1. ob der Vitamin-E-Gehalt von HDL die Cholesterolaufnahme aus den gleichen Partikeln
beeinflusst und ob die zelluldre Tocopherolaufnahme Auswirkungen auf den Choleste-

rolefflux hat.

ii. ob Verdnderungen des Cholesterolgehalts von HepG2-Zellen die Expression von SR-

BI und PKCa und den Cholesterolefflux beeinflussen.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien
Alle verwendeten Chemikalien haben den Reinheitsgrad ,,zur Analyse* (p.a.) und wurden von

verschiedenen kommerziellen Anbietern bezogen.
3.1.2 Zellinien

HepG2-Zellen (ATCC HB 8065) aus menschlichem hepatozelluldarem Karzinom wurden von der

Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkultur, Braunschweig, bezogen.

3.2 Gerite und Hilfsmittel

fiir die Vitamin-E-Bestimmung: Hochdruckchromatograph SHIMADZU, Pumpe LC-6A, UV-
Detektor SPD-6A

fiir die Radioaktivitdtsmessung: WALLAC Liquid Scintillation Counter 1410

fiir die photometrischen Messungen: BIO-RAD Microplate Reader Model 450 und UV 2101PC
SHIMADZU UV Vis Scanning Spectrophotometer

fiir die Ultrazentrifugationen: BECKMANN Ultrazentrifuge L8-70 mit den Rotoren SW 28 und
Ti 70.1

fiir die Kultivierung der HepG2-Zellen: HERAEUS INSTRUMENTS Begasungsbrutschrank
BB6220

fiir die SDS-PAGE: GelgieBkammer HOEFER SE 200 Mighty Small und Elektrophoresevor-
richtung LKB Bromma 2050

fiir das Semi-Dry-Blotverfahren: Semi-Dry-Blotvorrichtung PHASE (max. 40 V) und Nitrocellu-
losemembran SCHUELLER & SCHLEICHER Protran 45 um

fiir die Auswertung der Immunoblots X-Omat Filme (KODAK EASTMAN, Rochester, NY) und
Densitometer mit automatischer Kalibrierung GS-710 (BIO-RAD, Hercules, CA)
Ny-Trockenvorrichtung : TECHNE Dri-Bloc DB 3
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3.3 Methoden

3.3.1 Lipoprotein-Gewinnung
Alle in den Versuchen verwendeten Lipoproteine wurden aus frischem Plasma gesunder mannli-
cher Spender mittels KBr-Dichtegradientenultrazentrifugation, modifiziert nach Chapman [90],

gewonnen.

3.3.2 Proteinbestimmung
Die Proteinbestimmung erfolgte mittels eines kommerziellen Kits mit Bradford-Reagenz oder

nach der Bicinchonic-Acid (BCA)-Methode [91].

3.3.3 Cholesterolbestimmung

Die quantitative Bestimmung des Cholesterols wurde mit einem enzymatischen Farbtest der
Firma Boehringer Mannheim durchgefiihrt. Dabei entsteht durch enzymatische Oxidation des
Cholesterols u.a. HO, , welches in einer Peroxidase-katalysierten Reaktion zu einem farbigen
Chinonimin umgesetzt wird. Die Extinktion des Farbstoffs ist zur Cholesterolkonzentration pro-
portional und wird photometrisch (UV 2101PC SHIMADZU UV Vis Scanning Spectrophotome-

ter) gemessen.

3.3.4 Vitamin-E-Bestimmung
Vitamin E wird nach Catignani und Bieri [92] mittels HPLC auf einer LiChrosorb RP-18 Siule
bestimmt. Als interner Standard wird der Probe vor der Hexanextraktion der Zellen Tocophero-

lacetat zugesetzt.

3.3.5 Effekt des Vitamin-E-Gehalts von HDL auf die Aufnahme von Cholesterol und Vi-
tamin E in HepG2-Zellen

Aufnahme in Abhéngigkeit vom a-Tocopherolgehalt des HDL

HepG2-Zellen werden in Zellkulturflaschen in RPMI-Medium mit 25 mM Glucose und Zusatz

von 10 % Fetalem Kélberserum (FKS), Streptomycin (50 pg/ml) und 2 mM Glutamin unter 5 %
CO; bei 37 °C kultiviert. Ein Mediumwechsel erfolgt alle 2-3 Tage.

Pro Ansatz werden 0,5-10° Zellen in 10 cm-Petrischalen iiberfiihrt und fiir einen Tag in RPMI-
Medium und fiir 2 weitere Tage in 10 %-BMS (Basales Medium Supplement, lipoproteinfrei,
Biochrom KG, Berlin)-RPMI-Medium kultiviert, bis eine ca. 90 %ige Konfluenz erreicht ist.

14



Die Zellen werden dann dreimal mit BMS-Medium gewaschen und schlieBlich fiir 3 h mit *H-
Cholesterol-markiertem HDL (je 20000 DPM?*/ml BMS-Medium) inkubiert. HDL wurde mit
endogenem Vitamin-E-Gehalt von 1,8 pg/mg Protein oder mit Vitamin E angereichert (19,48
nug/mg Protein), sowie mit drei durch Mischen dieser beiden erzeugten mittleren Konzentratio-
nen (6,22 und 10,54 bzw. 15,06 ug a-Tocopherol/mg Protein) angeboten.

Danach werden die Zellen dreimal in eiskaltem PBS (Phosphate Buffered Saline) gewaschen und
in 1,5 ml Homogenisationspuffer modifiziert nach Rooney abgekratzt. Nach der Homogenisation
durch Ultraschall (2 x 20 Sté8e a 200 W, je 0,6 s) unter Eiskiihlung werden 900 pl fiir die Mes-
sung von Protein, Cholesterol, Vitamin E und Radioaktivitit verwendet, die restlichen 600 pl der
Zell-Membranpraparation zugefiihrt. Ausgehend von der spezifischen Radioaktivitit des HDL-
Cholesterols und der Radioaktivitdt in den Zellen, wird die Aufnahme von Cholesterol in pg

berechnet und auf 1 mg Zellprotein bezogen.

Zeitabhédngigkeit der Aufnahme
HepG2-Zellen werden in Zellkulturflaschen in RPMI-Medium mit 25 mM Glucose und Zusatz

von 10 % Fetalem Kélberserum (FKS), Streptomycin (50 pg/ml) und 2 mM Glutamin unter 5 %
CO; bei 37 °C kultiviert. Ein Mediumwechsel erfolgt alle 2-3 Tage.

Pro Ansatz werden 0,5-10° Zellen in 10 cm-Petrischalen iiberfiihrt und fiir einen Tag in RPMI-
Medium und fiir 2 weitere Tage in 10 %-BMS (Basales Medium Supplement, lipoproteinfrei,
Biochrom KG, Berlin)-RPMI-Medium kultiviert, bis eine ca. 80 %ige Konfluenz erreicht ist.
Nach dreimaligem Waschen mit BMS-Serum werden die Zellen fiir 1 h, 3 h, 6 h, 9 hund 12 h
mit *H-Cholesterol-markiertem HDL mit endogenem (1,8 pg/mg Protein) bzw. erhohtem Vita-
min-E-Gehalt (19,48 ng/mg Protein) in BMS-RPMI-Medium inkubiert.

Danach werden die Zellen dreimal in eiskaltem PBS (Phosphate Buffered Saline) gewaschen und
in 1,5 ml Homogenisationspuffer modifiziert nach Rooney abgekratzt. Nach der Homogenisation
durch Ultraschall (2 x 20 St6Be a 200 W, je 0,6 s) unter Eiskiihlung werden 900 pl fiir die Mes-
sung von Protein, Cholesterol, Vitamin E und Radioaktivitit verwendet, die restlichen 600 pl der
Membranpriparation zugefiihrt. Ausgehend von der spezifischen Radioaktivitit des HDL-"H-
Cholesterols und der Radioaktivitit in den Zellen, wird die Aufnahme von Cholesterol in pg

berechnet und auf 1 mg Zellprotein bezogen.

> DPM = Disintegrations Per Minute
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3.3.6 Einfluf} des zelluliren Vitamin-E-Gehalts auf die Expression von PKCa und SR-BI
und auf den Cholesterolefflux

HepG2-Zellen werden in Zellkulturflaschen in RPMI-Medium mit 25 mM Glucose und Zusatz
von 10 % Fetalem Kélberserum (FKS), Streptomycin (50 pg/ml) und 2 mM Glutamin unter 5 %
CO; bei 37 °C kultiviert. Ein Mediumwechsel erfolgt alle 2-3 Tage.

Pro Ansatz werden 0,5-10° Zellen in 10 cm-Petrischalen iiberfiihrt und fiir 2 Tage in 10 %-BMS
(Basales Medium Supplement, lipoproteinfrei, Biochrom KG, Berlin)-RPMI-Medium kultiviert,
bis eine ca. 50 %ige Konfluenz erreicht ist. Nach der anschlieBenden Inkubation {iber 40 h mit
3H-Cholesterol-markierten HDL mit endogenem (1,8 pg/mg Protein) oder erhhtem Vitamin-E-
Gehalt (19,48 ng/mg Protein) werden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und anschlie3end
fiir 30 min mit nativem HDL (60 pg Protein/ml RPMI-Medium) als Cholesterol-Akzeptor inku-
biert. Das Medium wird abgenommen und nach dreimaligem Waschen des Zellrasens mit eiskal-
tem PBS Protein, Cholesterol, Vitamin E und Radioaktivitit in den Zellen und im Medium ge-
messen. Dazu wird das Medium 10 min bei 1000 rpm zentrifugiert, um Zellreste zu entfernen.
Aus der spezifischen Radioaktivitit des zelluldren Cholesterols wird schlieBlich der Efflux von

Cholesterol in pg/mg HDL-Protein berechnet.

3.3.7 EinfluB} des zelluléiren Cholesterolgehalts auf die Expression von PKCa und SR-BI
und auf den Cholesterolefflux
Ansetzen der Zellkulturen

HepG2-Zellen werden in Zellkulturflaschen in RPMI-Medium mit 25 mM Glucose und Zusatz

von 10 % Fetalem Kélberserum (FKS), Streptomycin (50 pg/ml) und 2 mM Glutamin unter 5 %
CO; bei 37 °C kultiviert. Ein Mediumwechsel erfolgt alle 2-3 Tage.

Pro Ansatz werden 0,5-10° Zellen in 10 cm-Petrischalen iiberfiihrt und fiir einen Tag in RPMI-
Medium und fiir 2 weitere Tage in 10 %-BMS (Basales Medium Supplement, lipoproteinfrei,
Biochrom KG, Berlin)-RPMI-Medium kultiviert, bis ca. 80 % Konfluenz erreicht sind.

Fiir die Bestimmung des Efflux von freiem Cholesterol aus Kontrollzellen werden diese dann fiir

24 h mit *H-Cholesterol-markiertem BMS-RPMI-Medium inkubiert.

Erhohung des zelluldaren Cholesterolgehalts

In Glasgefdflen werden 4,8 mg Cholesterol in Chloroform-Methanol und 50 pCi *H-Cholesterol
zusammengegeben und unter N, getrocknet. AnschlieBend werden 10 ml 5 mM M-B-CD in
RPMI-Medium zugesetzt und bei 60 °C iiber Nacht geriihrt. Die Losung wird gefiltert (Poren-
weite 0,45 um) und auf 37 °C abgekiihlt. Die zu ca. 80-90 % konfluierten HepG2-Zellen werden
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einmal mit warmem PBS gewaschen und mit M-B-CD-Cholesterol-Komplex in Medium fiir 1 h
inkubiert. Danach werden die Zellen dreimal mit warmem PBS gewaschen und fiir 3 h oder 6 h
mit lipoproteinfreiem Medium inkubiert. Ein Teil dieser Zellen wird dreimal in eiskaltem PBS
gewaschen und in 1,5 ml Homogenisationspuffer modifiziert nach Rooney abgekratzt. Nach der
Homogenisation durch Ultraschall (2 x 20 St6BBe a 200 W, je 0,6 s) unter Eiskiihlung werden 900
ul fiir die Messung von Protein, Cholesterol, Vitamin E und Radioaktivitdt verwendet, die restli-
chen 600 pl der Zell-Membranpréparation zugefiihrt. Die restlichen Zelllkulturschalen werden
zur Bestimmung des Cholesterolefflux verwendet: Nach erneutem Waschen in warmem PBS
erfolgt die 30-miniitige Inkubation mit nativem HDL (60 pg Protein/ml RPMI-Medium). An-
schlieend wird das Medium abgenommen und nach dreimaligem Waschen des Zellrasens in
eiskaltem PBS Protein, Cholesterol, Vitamin E und Radioaktivitit in den Zellen und im Medium
gemessen. Dazu wird das Medium 10 min bei 1000 rpm zentrifugiert, um Zellreste zu entfernen.
Das weitere Vorgehen erfolgt analog zu 3.3.6; aus der Radioaktivitdt des Mediums und der spe-
zifischen Radioaktivitit des zelluldren Cholesterols wird schlieBlich der zelluldre Efflux von

Cholesterol in pg/mg HDL-Protein berechnet.

Erniedrigung des zelluldren Cholesterolgehalts

Die zu ca. 80-90 % konfluierten HepG2-Zellen werden einmal mit warmem PBS gewaschen und
mit 5 mM M-B-CD in RPMI-Medium fiir 1 h inkubiert. Danach werden die Zellen dreimal mit
warmem PBS gewaschen und fiir 3 h oder 6 h mit lipoproteinfreiem Medium inkubiert, dann
dreimal in eiskaltem PBS gewaschen und in 1,5 ml Homogenisationspuffer modifiziert nach
Rooney abgekratzt. Nach der Homogenisation durch Ultraschall (2 x 20 Sté8e a 200 W, je 0,6 s)
unter Eiskiihlung werden 900 pl fiir die Messung von Protein, Cholesterol, und Vitamin E ver-

wendet, die restlichen 600 pl der Zell-Membranpriparation zugefiihrt.

3.3.8 EinfluB} der zelluliiren Cholesterolanreicherung auf die Vitamin-E- und Cholesterol-
Aufnahme aus HDL
Ansetzen der Zellkulturen

HepG2-Zellen werden in Zellkulturflaschen in RPMI-Medium mit 25 mM Glucose und Zusatz

von 10 % Fetalem Kélberserum (FKS), Streptomycin (50 pg/ml) und 2 mM Glutamin unter 5 %
CO; bei 37 °C kultiviert. Ein Mediumwechsel erfolgt alle 2-3 Tage.

Pro Ansatz werden 0,5-10° Zellen in 10 cm-Petrischalen iiberfiihrt und fiir einen Tag in RPMI-
Medium und fiir 2 weitere Tage in 10 %-BMS (Basales Medium Supplement, lipoproteinfrei,
Biochrom KG, Berlin)-RPMI-Medium kultiviert, bis eine ca. 80 %ige Konfluenz erreicht ist.
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Préparation des Cyclodextrin-Cholesterol-Mediums

In Glasgefdlen werden 4,8 mg Cholesterol in Chloroform-Methanol unter N, getrocknet. An-
schlieend werden 10 ml 5 mM M-B-CD in RPMI-Medium zugesetzt und bei 60 °C iiber Nacht
geriihrt. Die Losung wird gefiltert (Porenweite 0,45 um) und auf 37 °C abgekiihlt.

Versuchsansatz

Die zu ca. 80-90 % konfluierten HepG2-Zellen werden einmal mit warmem PBS gewaschen und
mit dem M-B-CD-Cholesterol-Komplex in Medium fiir 3 h inkubiert. Nach dreimaligem Wa-
schen mit warmem PBS werden den Cholesterol-angereicherten Zellen, wie auch den Kontroll-
zellen, die in BMS-RPMI verblieben sind, fiir 1 h bzw. 2 h *H-Cholesterol-markiertes, Vitamin-
E-angereichertes (19,48 ng/mg Protein) HDL angeboten. Danach werden die Zellen dreimal mit
eiskaltem PBS gewaschen und in 1,5 ml Homogenisationspuffer modifiziert nach Rooney abge-
kratzt. Nach der Homogenisation durch Ultraschall (2 x 20 St68e a 200 W, je 0,6 s) unter Eis-
kiihlung werden 900 pl fiir die Messung von Protein, Cholesterol, Vitamin E und Radioaktivitét
verwendet, aus den restlichen 600 ul wird die Membranfraktion isoliert. Ausgehend von der spe-
zifischen Radioaktivitidt des Cholesterol im HDL und der Radioaktivitit in den Zellen, wird die

Aufnahme von Cholesterol in pg berechnet und auf 1 mg Zellprotein bezogen.

3.3.9 Membranpriaparation

Verwendete Puffer

Homogenisationspuffer: 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 250 mM Saccharose, 1 mM EDTA,
1 mM EGTA, 1 mM Dithiothreitol, 1 mM Phenylmethylsulfonyl-
fluorid, 1 pg/ml Pepstatin, 10 pg/ml Aprotinin, 10 pg/ml

Leupeptin, 1 Boehringer Proteinaseinhibitortablette /10ml.

Lysepuffer: Homogenisationspuffer mit 1% Triton X-100 (v/v).

doppelt konzentrierter SDS-62,5 mM Tris-HCI (pH 6,8), 2% SDS, 20 % Glycerol,
PAGE-Auftragspuffer: 75 mM DTT, Bromphenolblau ad libitum.
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Durchfihrung der Membranpréaparation (modifiziert nach [93, 94])

Aus den einzelnen Versuchen werden 600 pl HepG2-Schallat fiir die Membranpréparation ver-
wendet. Nach Differentialzentrifugation bei 800 g, 4 °C iiber 10 min zur Entfernung nicht zer-
storter Zellreste, erfolgt die Ultrazentrifugation bei 100.000 x g, 4 °C iiber 1h. Das Membranpel-
let wird mit 100-200 pul Lysepuffer iiber 1 h bei 4 °C aufgenommen und anschlieBend fiir 3 min
bei 20.000 x g abzentrifugiert. Nach Proteinbestimmung mittels der BCA-Methode und Verset-
zen mit Auftragspuffer konnen nun 20 pg Protein fiir die SDS-PAGE mit aufgetragen werden.

3.3.10 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der eindimensionalen SDS-PAGE nach Laemmli [95] werden die Proteine einer Probe nach
threm Molekulargewicht aufgetrennt. Beim Erhitzen im Auftragspuffer werden die Polypeptide
hitzedenaturiert, wihrend durch den Zusatz von SDS (Natriumlaurylsulfat) Eigenladungen {iber-
deckt werden und anionische Micellen mit konstanter Nettoladung pro Masseeinheit entstehen.
DTT (Dithiothreitol) reduziert Disulfidbriicken in den Proteinen. Durch diese Behandlung ent-
steht ein linearer Zusammenhang zwischen dem Logarithmus des jeweiligen Molekulargewichts
eines Proteins und seiner Wanderungsstrecke im Polyacrylamidgel. Mit Hilfe von Markerprotei-
nen von definierter Molekiilmasse lassen sich die Molekulargewichte der Molekiile bestimmen.
Der Name ,,diskontinuierliche SDS-PAGE® bezieht sich auf die Verwendung eines Sammelgels
mit grofler Polyacrylamid-Porenweite (5 %) vor dem eigentlichen Trenngel. Die im Sammelpuf-
fer enthaltenen Chlorid-lonen wandern schneller als die zu trennenden Proteine, wihrend im
Elektrophoresepuffer Glycin-lonen vorherrschen, die langsamer als die Proteine wandern. Zwi-
schen den Chlorid-lonen und den Proteinen entsteht im Resultat eine Zone geringer Leitungsta-
higkeit und somit ein groerer Spannungsgradient. Die dadurch erhohte Wanderungsgeschwin-
digkeit bewirkt eine Fokussierung der Proteine in einer scharfen Bande beim Eintritt ins Trenn-

gel [96].
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Verwendete Puffer

Stammlésungen: % Trenngel: 4,5 % Sammelgel:
Acryl/Bisacrylamid 40 % / 0,8 % (wt/v) 6000 pl 1126 pul
Tris/HCL-Puffer (Sammelgel) 0,5 M, pH 6,8 2500 pl
Tris/HCL-Puffer (Trenngel) 1,5M, pH 8,8 7500 pl
SDS 10 % (wt/v) 300 ul 100 pl
TEMED 20 ul 6 ul
Ammoniumperoxidsulfat 10 % (wt/v) 300 pl 100 pl

ad 30 ml ad 10 ml

Aqua dest. Aqua dest.

doppelt konzentrierter SDS-
PAGE-Auftragspuffer:

62,5 mM Tris-HCI (pH 6,8), 2% SDS, 20 % Glyc-
erol, 75 mM DTT, Bromphenolblau ad lib.

Elektrophoresepuffer: Tris 25 mM, Glycin 192 mM, SDS 0,1 % (wt/v).

Durchfiihrung der SDS-PAGE
Zur Durchfiihrung der Elektrophorese wird eine Kammer (HOEFER SE 200 Mighty Small) mit

einer GelgroBe von 180 x 150 x 1 mm verwendet. Zunédchst wird ca. 20 ml Trenngel in die
Kammer gegossen, das Trenngel mit ca. 100 pul Aqua dest. iberschichtet und die Polymerisation
des Gels abgewartet. Nach AbgieBen des tliberschiissigen Aqua dest. wird ca. 7,5 ml Sammelgel
in die Kammer gefiillt und der Probenkamm mit zehn Vertiefungen eingesetzt. Wéhrend des
gesamten GieBBvorganges ist die Oberseite der GieBkammer stets feucht zu halten.

Nach Polymerisation des Sammelgels wird die Kammer in die Elektrophorese-Apparatur (LKB
Bromma 2050) gestellt, mit Elektrophoresepuffer bedeckt und der Kamm entfernt. Die mit Pro-
benpuffer versetzten Proteinlosungen und der Proteinstandard werden flir drei Minuten im
Thermomixer auf 95 °C erhitzt und daraufhin je nach Versuchsanordnung 10 — 60 pl der Proben
in die Geltaschen transferiert.

Dann wird die Elektrophorese pro Gel mit 30 mA (max. 250 V) etwa 1 h lang durchgefiihrt.
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3.3.11 Western Blot

Das Verfahren des ,,Western Blotting™ [97] wird zum Nachweis eines bestimmten Proteins in-
nerhalb einer Proteinmischung verwendet. Hierzu wird die Probe zunichst mittels der diskonti-
nuierlichen SDS-PAGE (siehe 3.3.9) aufgetrennt und im Semi-Dry-Blotverfahren elektrophore-
tisch auf eine Nitrocellulosemembran {ibertragen, so da3 die Proteine darauf im gleichen Muster
wie auf dem Gel immobilisiert sind. Optional findet dann die reversible Farbung mit Ponceau S
[98] zur Kontrolle der Tansfereffizienz statt. Danach erfolgt das ,,Blocken* in 5 % Magermilch-
pulver (MMP) in TBSt (5 % wt/v) zur Abséttigung {iberschiissiger Proteinbindungsstellen der
Membran und zum Verhindern unspezifischer Antikorperbindung.

SchlieBlich wird die Folie mit einer Losung des ersten Antikorpers inkubiert, der spezifisch an
das gesuchte Protein bindet. Danach wird die Folie zur Entfernung iiberschiissiger freier Anti-
korper gespiilt und schlieBlich mit dem zweiten Antikorper inkubiert, der gegen konstante Antei-
le des ersten Antikorpers gerichtet ist. Zur Visualisierung ist dieser mit einem Enzym (zum Bei-
spiel Meerrettichperoxidase) gekoppelt, das durch Umsetzen eines Substrats ein Chemilumines-
zenz-Signal erzeugt, welches durch Schwirzung eines Rontgenfilms sichtbar gemacht wird [96].
Die GroB3e und Dichte der entstandenen Bande 148t Riickschliisse auf die Menge des Proteins auf

der Folie zu.

Verwendete Puffer

Kathodenpuffer: 0,025 M Tris-Base, 0,040 M e-Aminocapronséure /
20 % Methanol (v/v).
Anode-I-Puffer: 0,03 M Tris-Base / 20 % Methanol (v/v).
Anode-11-Puffer: 0,3 M Tris-Base / 20 % Methanol (v/v).
TBSt: Tris-Base 50 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0,1 % (v/v).

Durchfithrung des Western Blots

Unmittelbar nach Ende der Elektrophorese werden die bei (GelgrdBe in cm” x 0,8) mA im Semi-
Dry-Blottingverfahren 70 min horizontal auf Nitrocellulosemembran iibertragen und mit Pon-
ceau S reversibel angeférbt.

Anschlieffend wird die Nitrocellulosemembran iiber Nacht bei 4 °C in 5 % Magermilchpulver
(MMP) in TBSt (5 % wt/v) geblockt. Nach dem Blocken erfolgt dreimaliges Spiilen mit TBSt

tiber 10 min und die Inkubation mit dem jeweiligen ersten Antikorper in einer Verdiinnung von
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1 : 100 bis 1 : 1000 (5 % MMP / TBSt wt/v bzw. Blotting-Reagenz) {iber 1-2 h. Hierauf folgt
wieder ein dreimaliger Spiilvorgang, dann die Inkubation mit dem zweiten Antikorper (Horse-
Raddish-Peroxidase) in einer Verdiinnung von 1: 1.000 bis 1: 2.000 ( 5 % MMP / TBSt bzw.
Blotting Reagenz) fiir 1 Stunde mit anschlieBendem oben beschriebenen dreimaligen Spiilvor-
gang. Danach werden die nun Antikérper-markierten Proteine mittels Enhanced Chemolumines-

cence Verfahren photographisch sichtbar gemacht.

3.3.12 Statistik
Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgte mit Hilfe der Software Graph-
PadPrism, Version 3.00. Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurden mit dem zweiseitigen

Student-t-Test untersucht. p<0,05 gilt als statistisch signifikant (sieche Beschrifung der Abbildun-

gen).
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4. ERGEBNISSE

4.1 Effekt des Vitamin-E-Gehalts von HDL auf die Aufnahme von Cholesterol und Vitamin
E in HepG2-Zellen

Zur Klirung der Frage, ob HDL-gebundenes Cholesterol (Chol) und Vitamin E (VitE) um die
Aufnahme in HepG2-Zellen konkurrieren oder ob ihre Aufnahme unabhédngig voneinander regu-
liert wird, wurden HepG2-Zellen fiir 3 h in Gegenwart von HDL mit steigendem Vitamin-E-
Gehalt in RPMI-Medium inkubiert und die zelluldre Aufnahme von Vitamin E und Cholesterol
bestimmt. Aus Abbildung 1 A geht hervor, dal mit zunehmendem Vitamin-E-Gehalt im HDL
die zelluldre Vitamin-E-Aufnahme stieg, wiahrend die Aufnahme von Cholesterol aus HDL sich
nicht verdnderte. Der zellulire Gesamtcholesterolgehalt blieb konstant (siehe Tabelle 1), so da3

ein signifikanter Cholesterol-Efflux ausgeschlossen werden kann.

Tabelle 1. Zelluldrer Cholesterolgehalt der mit HDL von ansteigendem
VitE-Gehalt inkubierten HepG2-Zellen.

Vitamin E-Gehalt des |zelluldres Gesamtcholesterol
HDL [ug/mg Protein] [ug/mg Protein]
1,8 28,01 + 7091
6,22 28,46 + 564
10,64 29,95 + 4,15
15,06 30,42 + 7,28
19,48 33,71 + 587

Abbildung 1 B zeigt, daB3 eine lineare Abhingigkeit zwischen dem Verhéltnis von Vitamin E und
Cholesterol in den HDL-Partikeln und dem Verhiltnis der von HepG2 Zellen aufgenommenen
Lipide besteht (lineare Regressionsgerade, r=0,9832, Analyse mit GraphPadPrism Software,
Version 3.00). In der Western Blot-Analyse zeigt sich eine schrittweise Verminderung der SR-
BI-Expression mit ansteigender Vitamin-E-Konzentration im HDL (Abb. 1 C).

Um auszuschlieBen, dafl die gefundene Unabhdngigkeit der Cholesterolaufnahme vom a-
Tocopherolgehalt des HDL mit der Inkubationszeit variiert, wurden HepG2-Zellen fiir verschie-
dene Zeitraume mit 3H-Cholesterol-markiertem HDL mit endogenem (0.019 pg/mg Protein)
bzw. erhohtem Vitamin-E-Gehalt (19,48 ng/mg Protein) in RPMI-HDL-Medium inkubiert. In
Abbildung 1 D ist die zelluldre Aufnahme beider Lipide aus endogenem (weifle Kreise) und Vi-

tamin-E-angereichertem HDL (schwarze Dreiecke) in Abhdngigkeit von der Inkubationszeit dar-
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gestellt: Eine Zunahme der a-Tocopherolaufnahme kann nur bei Vitamin-E-angereichertem,
nicht aber bei endogenem HDL gemessen werden. Hingegen zeigt die Cholesterolaufnahme aus
beiden HDL-Populationen keine signifikanten Unterschiede im zeitlichen Verlauf (zur besseren
Ubersicht ist die nichtlineare Regressionskurve der arithmetischen Mittel aus den Wertepaaren
fiir endogenes und Vitamin-E-reiches HDL dargestellt). Das Ergebnis aus Abb. 1 A ist also nicht

von der Inkubationszeit abhédngig.
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Abbildung 1. Vitamin-E- und Cholesterol-Aufnahme aus HDL in HepG2-Zellen. A: HepG2-Zellen wurden fiir 3h
mit *H-Cholesterol-markiertem HDL mit unterschiedlichen Vitamin-E-Gehalt inkubiert und die zellulire Aufnahme von
Vitamin-E und Cholesterol gemessen. B: Verhiltnis der Lipidaufnahme als Funktion des Verhéltnisses von VitE/Chol im
Donor-HDL. C: Western Blot-Analyse der SR-BI Expression in Abhédngigkeit vom Vitamin-E-Gehalt der Donor-HDL-
Partikel. D: Cholesterol- und Vitamin-E-Aufnahme aus *H-Cholesterol-markiertem endogenem (weiBe Kreise) und *H-
Cholesterol-markiertem Vitamin-E-angereichertem HDL (schwarze Dreiecke) in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit.
Mittelwerte + Standardfehler aus n = 6 (A) bzw. 3 (D) unabhéngigen Versuchen.

25



4.2 Einfluf} des zelluliren Vitamin-E-Gehalts auf die Expression von PKCa und SR-BI und

auf den Cholesterolefflux

Um den EinfluB} einer durch Vitamin-E-Anreicherung der Zellen modulierten SR-BI-Expression
auf den Cholesterolefflux zu messen, wurden HepG2-Zellen iiber 40 h mit *H-Cholesterol-
markiertem HDL mit endogenem oder erhdhtem Vitamin-E-Gehalt prainkubiert. Durch die In-
kubation mit Vitamin-E-angereichertem HDL verringerte sich die SR-BI-Expression. Die so
vorbehandelten Zellen wurden dann mit nativem HDL als Cholesterolakzeptor (60 pg Prote-
in/ml) inkubiert und der Cholesterolefflux anhand der ins HDL aufgenommenen Radioaktivitét
berechnet. Um auszuschlieBBen, dal3 zelluldres Cholesterol unspezifisch durch Zellzerstorung ins
Medium gelangt, wurde gezeigt, dall mehr als 90 % der Radioaktivitit nach Dichtegradiente-
nultrazentrifugation des Uberstandes an HDL gebunden waren (Abbildung 2, Analyse mit
GraphPadPrism Software, Version 3.00).
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Abbildung 2. Cholesterolefflux aus HepG2-Zellen zu HDL als Akzeptor. Mit *H-
Cholesterol markierte Zellen wurden fiir 30 min mit RPMI-Medium unter Zusatz von nati-
vem HDL (60 pg Protein/ml) inkubiert. Nach Dichtegradientenultrazentrifugation des U-
berstandes befindet sich der GroBteil der Radioaktivitét in der HDL-Fraktion (d = 1,12-1,21
g/ml).

Die Ergebnisse des oben beschriebenen Experimentes sind in Abbildung 3 zusammengefasst:
Abbildung 3 A zeigt, daB sich durch die Prdinkubation mit Vitamin-E-angereichertem HDL er-

wartungsgemif3 der zelluldre Vitamin-E-Gehalt, nicht aber der Cholesterolgehalt verdndert hat.
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Die Erhohung der zelluldren Vitamin-E-Konzentration vermindert die Expression des SR-BI und
der PKC, (3 B).

Es wird vermutet, daB3 die Vitamin-E-induzierten Verdnderungen der SR-BI-Expression iiber die
Modulation der Protein-Kinase-C,-Aktivitit vermitteltet werden [73]. In Abbildung 3 C ist die
densitometrische Auswertung verschiedener SR-BI- und PKC,-Western Blots dargestellt. Die
beobachtete hochsignifikante Reduktion der SR-BI-Expression war mit einer ebenfalls hochsig-
nifikanten ca. 50 % igen Verminderung der PKC, in der Membranfraktion der HepG2-Zellen
verbunden. Gleichzeitig war der Cholesterolefflux in natives HDL signifikant erniedrigt (3 D).
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Abbildung 3. Effekt der Vitamin-E-vermittelten Erniedrigung der SR-BI-Expression auf den Cholesterolefflux.
HepG2-Zellen wurden fiir 40 h mit endogenem HDL oder Vitamin-E-angereichertem *H-Cholesterol-markiertem HDL
inkubiert. A: der zelluldre Vitamin-E- und Cholesterolgehalt wurde gemessen und die SR-BI- und PKCa-Expression
mittels Western Blot bestimmt (B, C). Nach dem Waschen erfolgte die Inkubation der Zellen mit nativem HDL (60 pg
Protein/ml) fiir 30 min. D: Vitamin-E-angereicherte Zellen mit PKC-vermittelter Reduktion der SR-BI-Expression
zeigten einen signifikant (¥*P < 0,05) verminderten Efflux von freiem Cholesterol (FC) zu HDL als Akzeptorpartikeln.
Mittelwerte + Standardabweichung aus n = 3 unabhéngigen Versuchen.
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4.3 Einflufl des zelluliiren Cholesterolgehalts auf die Expression von PKCa und SR-BI und

auf den bidirektionalen Cholesterolflux

Zur Modifikation des Cholesterolgehalts der HepG2-Zellen wurde Methyl-B-Cyclodextrin (M-f-
CD) gewdhlt, da es den Zellen sehr rasch Cholesterol entziehen, in Form M-B-CD-Cholesterol-
Komplexen dagegen die zelluldre Cholesterolkonzentration erhdhen kann (auf ca. ein Drittel
bzw. das Doppelte der Kontrolle innerhalb von 1 h). Im Unterschied zu dem fiir die Cholestero-
lanreicherung ebenfalls einsetzbaren LDL kann bei Verwendung von M-B-CD eine zelluldre
Aufnahme von anderen Lipiden - insbesondere Vitamin E - ausgeschlossen werden, welche die
SR-BI-Expression verdndern konnten.

Die in ihrem Cholesterolgehalt verdnderten Zellen wurden fiir 3 h bzw. 6 h mit lipoproteinfreiem
Serum inkubiert und auf ihren Cholesterol- und Vitamin-E-Gehalt bzw. die Expression von SR-
BI und PKC untersucht. Da SR-BI ein méBig stabiles Protein ist [41], sollten Expressionsveridn-
derungen von SR-BI nach 3 bzw. 6 h gut messbar sein. Ein Teil der Cholesterol-angereicherten
Zellen wurde mit nativem HDL (60 pg Protein/ml) fiir 30 min inkubiert und der Efflux von frei-
em Cholesterol zu HDL als Akzeptorpartikel bestimmt.

Erhohung des zelluldren Cholesterolgehalts:
Wie aus Abbildung 4 A hervorgeht, bewirkte die Inkubation mit dem M-B-CD-Cholesterol-

Komplex eine Erh6hung des zelluldren Gesamtcholesterols auf 198 + 22 %, wahrend der Vita-
min-E-Gehalt keine signifikanten Verdnderungen zeigte. Die Expression von SR-BI und PKC,
blieb in Cholesterol-angereicherten Zellen sowohl nach 3, als auch nach 6 Stunden konstant (4
B, C). Dennoch war der zelluldre Cholesterolefflux zu HDL als Akzeptor signifikant erhoht (4
D).
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Abbildung 4. Effekt der zelluldren Cholesterolanreicherung auf die Expression von SR-BI und PKC und den Cho-
lesterolefflux. HepG2-Zellen wurden fiir 1 h mit M-B-CD-Cholesterol-Komplex an Cholesterol angereichert, gewaschen
und fiir 3 bzw. 6 h mit lipoproteinfreiem Medium inkubiert. Der zelluldre Cholesterolgehalt wurde so auf 198 + 22 % der
Kontrolle erhoht, wéhrend der Vitamin-E-Gehalt gleich blieb (A). In der Western Blot-Analyse ergaben sich keine signi-
fikanten Verdnderungen der SR-BI- bzw. PKC-Expression (B,C). D: Densitometrische Auswertung verschiedener Wes-
tern Blots. E: Der Cholesterolefflux zu HDL als Akzeptor aus Cholesterol-angereicherten Zellen war signifikant erhoht
(*signifikant, P < 0,01). Mittelwerte + Standardabweichung aus n = 3 unabhéngigen Versuchen.
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Kontrollzellen und Cholesterol-angereicherte Zellen wurden mit *H-Cholesterol-markiertem und
Vitamin-E-angereichertem HDL (19,48 pg/mg Protein; 1h; 37 °C) inkubiert. Es ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede in der Aufnahme beider Lipide (sieche Abbildung 5) nach 1 h
bzw. 2 h Inkubationszeit, wihrend der Cholesterolefflux trotz unverénderter SR-BI Expression

erhoht war (vgl. Abbildung 4 D).

1h Inkubation

150
VitE

Chol

100

50

Chol/VitE-Aufnahme [%]

Kontrolle Chol-angereichert

2h Inkubation

150
VitE

Chol

100

50

Chol/VitE-Aufnahme [%]

Kontrolle Chol-angereichert

Abbildung 5. Vitamin-E- und Cholesterol-Aufnahme aus HDL in Cholesterol-angereicherte und Kontrollzel-
len. Zellulire Aufnahme von HDL-gebundenem Cholesterol und Vitamin E in Kontroll- und Cholesterol-
angereicherte Zellen nach 1 h (A) und 2 h (B) Inkubationszeit. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabwei-
chung aus n = 3 unabhéngigen Versuchen.

Erniedrigung des zelluldren Cholesterolgehalts:

Durch Inkubation mit 5 mM M-B-CD fiir 1 h wurde der zelluldre Cholesterolgehalt auf 34 + 9 %

der Kontrolle gesenkt. Der endogene Vitamin-E-Gehalt der Zellen war sehr niedrig und lag

hauptsdchlich in Form von Vitamin-E-Chinon vor. Nach einstiindiger Inkubation mit M--CD
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blieb der zelluldre Vitamin-E-Gehalt unveridndert (siche Abbildung 6A). Hingegen war die SR-
BI- und PKC-Expression nach der anschlieBenden Inkubation der Cholesterol-verarmten Zellen

mit lipoproteinfreiem Medium zunehmend erniedrigt (6 B-D).
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Abbildung 6. Effekt der Cholesterolverarmung von HepG2-Zellen auf die Expression von SR-BI und PKC.
HepG2-Zellen wurden durch Inkubation mit 5 mM M-B-CD in RPMI-Medium an Cholesterol verarmt und nach dem
Waschen fiir 3 bzw. 6 h mit lipoproteinfreiem Medium inkubiert. A: Der zelluldre Cholesterolgehalt wurde so auf 34 +
9 % der Kontrolle reduziert, wiahrend der zelluldre Vitamin-E-Gehalt keine signifikanten Verdnderungen zeigte. Die
Western Blot-Analyse der SR-BI- (B) und PKC- (C) Expression zeigte eine schrittweise Reduktion in Cholesterol-
verarmten Zellen nach 3 bzw. 6 h. D: Quantifizierung der Proteinexpression durch densitometrische Analyse. Mittel-
werte + Standardabweichung aus n = 3 unabhéngigen Versuchen.
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5. DISKUSSION

5.1 Effekt des Vitamin-E-Gehalts von HDL auf die Aufnahme von Cholesterol und Vitamin
E in Hep G2-Zellen

Cholesterol und Vitamin E sind fiir eine normale Zellfunktion essentiell. Wahrend Cholesterol
die physikochemischen Eigenschaften der Plasmamembran reguliert und eine wichtige Rolle in
Signaltransduktions- und Stoffwechselvorgingen spielt, schiitzt Vitamin E die Zelle vor der
Schidigung durch Lipid-Peroxidation und ist in Form von a-Tocopherol an regulativen Prozes-
sen in der Zelle beteiligt.

Cholesterol kann von menschlichen Zellen nur in begrenztem Male synthetisiert werden, Vita-
min E wird von eukariontischen Zellen nicht produziert. Beide Stoffe miissen daher aus dem
extrazelluliren Raum aufgenommen werden. Cholesterol und Vitamin E sind lipophil und wer-
den im Blutplasma in Bindung an Lipoproteine transportiert. Es ist beschrieben, daB3 sowohl
Cholesterol als auch Vitamin E aus High Density Lipoproteinen iiber Scavenger Receptor B I-
vermittelten Selective Lipid Transfer aufgenommen werden kann [20, 51].

Daraus ergibt sich die Frage, ob die beiden Molekiile um den Transport am Rezeptor konkurrie-
ren. Hierdurch konnte bei erhohtem Umsatz von Cholesterol ein zelluldrer Vitamin-E-Mangel
entstehen, der zu einer verstiarkten Apoptoseneigung fithren kann [99]. Denkbar wére auch ein
Ko-Transport beider Substanzen in einem festen Verhéltnis, wodurch Zellen bei verstirkter Vi-
tamin-E-Aufnahme (z.B. Hyperoxie bei Typ II-Pneumozyten [100]) auch mehr Cholesterol auf-
nehmen miiten und so zu ,,Schaumzellen* werden konnten. SchlieSlich kénnten die Zellen auch
in der Lage sein, beide Lipide unabhdngig voneinander ihrem Bedarf entsprechend aufzuneh-

men.

Zur Klirung dieser Fragestellung wurden HepG2-Zellen mit endogenem oder mit unterschied-
lich stark Vitamin-E-angereichertem HDL inkubiert. Wir konnten bei ansteigender Vitamin-E-
Konzentration im HDL eine zunehmende Aufnahme in die Zelle feststellen, wihrend Cholesterol
in gleichbleibender Menge aufgenommen wurde.

Dieses Ergebnis war von der Inkubationszeit unabhéngig: Wir fanden zu verschiedenen Zeit-
punkten keinen Unterschied in der Cholesterolaufnahme aus beiden HDL-Fraktionen, wahrend

die a-Tocopherol-Aufnahme aus Vitamin-E-angereichertem HDL anstieg, aus endogenem HDL
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jedoch konstant blieb. Zusammengenommen weisen diese Resultate darauf hin, da3 der Vitamin-
E-Gehalt im HDL-Donorpartikel die zelluldre Vitamin-E-Aufnahme reguliert.

Diese Erkliarung deckt sich mit den Ergebnissen von Rodriguez [88], die fanden, daB der Selecti-
ve Uptake von Cholesterylestern proportional zu ihrem Gehalt in den Donorpartikeln stattfindet.
Sie vermuteten, da3 der Transport von Lipiden aus dem Inneren des HDL-Partikels in die Zell-
membran durch einen bei der Bindung der Lipoproteine an den Rezeptor entstehenden hydro-
phoben Tunnel stattfindet und vom Konzentrationsgradienten angetrieben wird.

In einem dhnlichen Versuchsansatz haben Greene et al. [89] die Aufnahme von Triglyceriden
(TG) und Cholesterylestern (CE) aus HDL untersucht. Dabei war die Menge des aus in vitro
modifizierten HDL verschiedenen TG- und CE-Konzentrationen aufgenommenen Substrates
abhingig von seinem Anteil im HDL-Partikel, und es ergab sich ein linearer Zusammenhang
zwischen dem TG/CE-Verhéltnis im HDL und dem Verhiéltnis der in die Zelle aufgenommenen
Lipide. Die jeweiligen Anteile der verschiedenen Substrate im HDL spiegeln sich also im Ver-
héltnis ihrer zelluliren Aufnahme wieder. Diese Ergebnisse stimmen mit dem von uns gefunde-
nen linearen Zusammenhang zwischen dem Cholesterol/Vitamin-E-Verhiltnis im HDL und der
zelluldren Aufnahme der beiden Substanzen iiberein.

AuBerdem maBlen Greene et al. eine abnehmende CE-Aufnahme mit steigendem TG-Gehalt des
HDL. Hingegen konnten wir keine Abnahme der Cholesterolaufnahme bei steigender Vitamin-
E-Aufnahme feststellen. Dies ist insofern nicht {iberraschend, als der Selective Uptake von pola-
ren und apolaren Lipiden vermutlich durch verschiedene Mechanismen vermittelt wird [40]. Ein
weiterer moglicher Grund ist, dal das von uns verwendete HDL erheblich weniger Tocopherol
als Cholesterol enthielt (0,67 bis 5,86 Molekiile a-Tocopherol auf 100 Molekiile Cholesterol),
wihrend in dem von Green modifizierten HDL Triglyceride und Cholesterolester in dhnlicher
Menge vorlagen (30 bis 125 Molekiile TG auf 100 Molekiile CE).

In Erweiterung der Ergebnisse von Witt et al. [73] zeigt die vorliegende Arbeit, dafl eine schritt-
weise Erhohung der zelluldren Vitamin-E-Konzentration zu einer schrittweise erniedrigten SR-
BI-Expression in HepG2-Zellen fiihrt. Dabei nahm die Vitamin-E-Aufnahme weiter zu, wihrend
die Aufnahme von Cholesterol gleich blieb, obwohl SR-BI in geringerem Maf3e exprimiert wur-
de. Dieses Ergebnis konnte darauf hinweisen, dafl die Kapazitidt von SR-BI fiir die Aufnahme
von Cholesterol und Vitamin E in HepG2-Zellen sehr hoch ist, so dal3 eine graduelle Abnahme
von SR-BI keine Auswirkungen auf die Menge der aufgenommenen Substrate hat. Diese Vermu-
tung wird durch die Feststellung bestitigt, daB3 die Reduktion der SR-BI-Expression auf 5,5 %
der Kontrollwerte in HepG2-Zellen nur eine Verminderung der Vitamin-E-Aufnahme auf 32 %

und der Cholesterolaufnahme lediglich auf 62 % bewirkt [73].
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Eine andere Erkldrung wire, da3 die Aufnahme beider Lipide in die Zellen durch SR-BI-
unabhidngige Mechanismen vermittelt sein konnte. Diese Annahme scheint durch das Ergebnis
gestlitzt zu werden, dal der Vitamin-E-Gehalt in der Leber von SR-BI-Knockout-M&iusen unver-
andert und der Cholesterolgehalt nur leicht erhoht ist [101, 102]. Jedoch kdonnte dies auch als
vollstdndige Kompensation des SR-BI-Mangels durch andere, unter physiologischen Bedingun-
gen untergeordnete Mechanismen verstanden werden. Fiir diese Argumentation spricht die phy-
siologischerweise hohe hepatische Expression von SR-BI, die mit der entscheidenden Rolle der
Leber fiir die selektive Cholesterolaufnahme und den HDL-Stoffwechsel in vivo korrespondiert

[40].
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5.2 Einfluf} des zelluliren Vitamin-E-Gehalts auf die Expression von PKCa und SR-BI und

auf den Cholesterolefflux

Der FluB3 von freiem Cholesterol (FC) zwischen HDL und Zellen ist bidirektional. In Abhéngig-
keit vom Konzentrationsgradienten zwischen den Zellen und den Donorpartikeln resultiert ein
Netto-Influx bzw. —Efflux von freiem Cholesterol [103, 104]. Wenn Zellen SR-BI exprimieren,
wird der bidirektionale Cholesterolflux beschleunigt [53, 54, 104]. De la Llera-Moy konnten
zeigen, dall SR-BI den Cholesterolefflux iiber einen weiten Bereich von HDL-Konzentrationen
stimuliert, wobei die Konzentrations-Efflux-Kurve einen biphasischen Verlauf mit halbmaxima-
len Effluxraten bei 30 bzw. 1130 pg HDL-Protein/ml aufwies. Die niedrigere Konzentration liegt
im Bereich der Dissoziationskonstante fiir die Bindung von HDL an SR-BI [38, 55]. Diese hoch-
effiziente Komponente des SR-Bl-vermittelten Cholesterolefflux scheint von der HDL-Bindung
an den Rezeptor abhingig zu sein [105, 106]. Jedoch blieb bei héheren HDL- Konzentrationen
trotz Séattigung der SR-BI-HDL-Bindung eine Proportionalitit zum FC-Efflux bestehen. Dies
weist auf die Existenz eines anderen Mechanismus von geringerer Effizienz hin, fiir den die Bin-
dung des Akzeptors an SR-BI kaum relevant ist. Damit konnte auch erklirt werden, da3 SR-BI
den zelluldren Efflux auch zu Phospholipid-Vesikeln stimuliert [54, 55] die keine Bindung mit
dem Rezeptor eingehen. Aulerdem gehen mehrere Autoren davon aus, dal SR-BI Lipiddoméanen
in der Plasmamembran modifiziert und so den Flux von freiem Cholesterol erleichtert [40, 107].
Die in unseren Experimenten verwendete HDL-Konzentration liegt mit 60 pg Protein/ml im Be-
reich des hocheffizienten SR-Bl-vermittelten Cholesterolefflux.

Bei den Experimenten zur Vitamin-E-Aufnahme in HepG2-Zellen fanden wir eine dosisabhin-
gige Downregulation der SR-BI-Expression in HepG2-Zellen mit steigendem Vitamin-E-Gehalt
des angebotenen HDL. Witt et al. [73] konnten zeigen, dal die Anreicherung verschiedener Zell-
typen mit Vitamin E zu einer Erniedrigung der SR-BI-Expression fiihrt, die Protein-Kinase-C,-
vermittelt ist und zu einer reduzierten Aufnahme von Cholesterol und a-Tocopherol fiihrt.

Wir fanden keine signifikanten Unterschiede im Cholesterolgehalt der mit endogenem oder Vi-
tamin-E-reichem HDL inkubierten Zellen. Es zeigte sich jedoch eine hochsignifikante Verringe-
rung der Expression des SR-BI und der PKCa in der Membranfraktion von Vitamin-E-
angereicheten Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Diese zelluldren Verdnderungen waren mit
einer ebenfalls hochsignifikanten Erniedrigung des Cholesterolefflux in die HDL-Partikel assozi-
iert.

Unsere Ergebnisse werden bestitigt durch die grundlegenden Arbeiten von J und Jia, die in den

ersten Arbeiten zum HDL-vermittelten Cholesterolefflux mit stabil SR-BI-transfizierten Miusen
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eine starke Korrelation zwischen der Expression des SR-BI und der Effluxrate in HDL und ver-
schiedene andere Akzeptoren fanden [54, 62]. Lange [108] konnten zeigen, da3 Testosteron eine
Erhohung der SR-BI-Expression und einen gesteigerten Efflux von Cholesterol aus Makropha-
gen bewirkt, und so demonstrieren, dafl auch die Modifikation der SR-BI-Expression durch exo-
gene Substanzen den Cholesterolefflux beeinfluf3t.

Die von uns gefundene starke Erniedrigung der SR-BI-Expression durch Vitamin-E-
Anreicherung der Zelle sollte eine deutliche Abnahme des Cholesterolefflux bewirken, jedoch
fiihrte eine Reduktion des SR-BI-Gehalts in der HepG2-Membran auf 20 % der Kontrolle nur zu
einer Erniedrigung des Efflux auf ca. 80 %. Analog zu den moderaten Auswirkungen einer deut-
lichen SR-BI-Downregulation auf die Cholesterolauthahme konnte auch diese vergleichsweise
leichte Verminderung des Cholesterol-Efflux mit der hohen Kapazitét des Rezeptors erklért wer-
den. Zudem konnte sich der Rezeptor zum Teil nicht in einem voll funktionellen Zustand befun-
den haben oder funktionell inaddquat in der Zelle lokalisiert gewesen sein [73].

Es scheint unwahrscheinlich, dal} der hohe zelluldre Vitamin-E-Gehalt den Efflux von Choleste-
rol gehemmt hat, da die beiden Lipide nicht um denselben Efflux-Mechanismus konkurrieren.
Ein Efflux von Vitamin-E aus Hepatozyten kdnnte im Rahmen der intrazelluldren Bildung von
naszierenden VLDL stattfinden [16], wiahrend Cholesterolefflux aus der Zelle au3er durch SR-BI
auch durch verschiedene andere Mechanismen vermittelt werden kann. Zellen konnen Choleste-
rol ebenso durch freie Diffusion [109] bzw. iiber aktiven Transport durch die Multidrug Trans-
porter  MDR-1 und ABCl aus der Familie der ABC(ATP-binding cassette)-
Transmembrantransporter [110, 111] abgeben. Ebenso kommt ,,Microsolubilization® fiir den
Efflux von zellulirem Cholesterol in Frage [112] - ein neuer Mechanismus, definiert als multi-
molekulare Dissoziation von Cholesterol- und Phospholipidkomplexen aus der Zellmembran in

Anwesenheit von Apo A-I, dem Hauptapolipoprotein von HDL [113].
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5.3 Einfluf} des zelluliiren Cholesterolgehalts auf die Expression von PKCa und SR-BI und

auf den bidirektionalen Cholesterolflux

Wihrend die durch Vitamin-E-Anreicherung der Zellen bewirkte PKC-vermittelte SR-BI-
Downregulation gut dokumentiert ist, sind verschiedene Arbeiten zur Regulation von SR-BI
durch den Cholesterolgehalt der Zelle zu widerspriichlichen Ergebnissen gekommen. Der dritte
Teil dieser Arbeit beschiftigt sich mit dem Einfluf} des zelluldren Cholesterolgehalts auf die Ex-
pression von SR-BI und PKC und den Cholesterolefflux in HepG2-Zellen.

Wie in der Einleitung beschrieben, haben mehrere Studien einen wechselseitigen Zusammen-
hang zwischen dem Plasmacholesterolgehalt und der Expression von SR-BI festgestellt [61, 65,
67, 71, 114]. Diese Ergebnisse fiihrten zu der Annahme, dafl Cholesterol die SR-BI-Expression
in der Leber regulieren konnte. Jedoch ist der direkte Effekt einer Erh6hung des zelluldren Cho-
lesterolgehalts auf die SR-BI-Expression in Leberzellen bislang kaum untersucht worden. Die
Erniedrigung des zelluldren Cholesterolgehalts mit B-Cyclodextrin in Y1-BS1-Zellen fiihrte zu
einer schnellen Erhohung der SR-BI-Expression auf mRNA- und Proteinebene [115]. Dagegen
zeigte die drastische Anreicherung von ovariellen Zellen mit HDL-Cholesterol keinen Effekt auf
die SR-BI-Expression [116]. In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, da3 die Erniedrigung des
zelluldren Cholesterolgehalts die PKC- und SR-BI-Expression in HepG2-Zellen signifikant re-
duziert, wihrend die Erhohung des zelluldren Cholesterolgehalts die SR-BI-Expression nicht
beeinflufit.

Die Cholesterolanreicherung der Zellen war dennoch mit einem Anstieg des Cholesterolefflux
verbunden, weil vermutlich die Kapazitit des verbliebenen funktionellen SR-BI fiir einen gestei-
gerten Efflux entlang dem Konzentrationsgradienten ausreichend war. Hingegen zeigten sich
analog zur unverdnderten SR-BI-Expression keine Unterschiede in der Aufnahme von Choleste-
rol und Vitamin E in Cholesterol-angereicherte Zellen, die offenbar noch nicht vollstindig mit
Cholesterol gesittigt waren. Wenn bei einer Erhohung des zelluldren Cholesterols also die zell-
wirts gerichtete Komponente des bidirektionalen Flusses zunéchst gleich bleibt, die Effluxrate

aber gesteigert ist, verschiebt sich der Netto-Flux von freiem Cholesterol zugunsten des Efflux.

Die Regulation der hepatischen SR-BI-Expression ist von groBem Interesse, weil der Reverse
Cholesterol Transport SR-Bl-vermittelt ist und sich zum Teil in der Leber abspielt. Transfor-
mierte Zellinien wie HepG2 sind hierfiir ein praktisches Modell, da menschliche Hepatozyten in
Zellkultur kaum erhéltlich sind und HepG2-Zellen viele biochemische Eigenschaften menschli-

cher Hepatozyten behalten haben [117, 118, 119]. Wenn die mit HepG2-Zellen erhaltenen Er-
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gebnisse also auf Leberzellen iibertragbar sind, kann man schlu3folgern, dall der zelluldre Vita-
min-E- und Cholesterol-Gehalt die hepatische SR-BI-Expression und somit den bidirektonalen
Cholesterolflul regulieren. Wéhrend es ein direktes feed back zwischen dem Vitamin-E-Gehalt
in den Zellen oder im Plasma und der hepatischen SR-BI-Expression gibt, ist ihre Abhéngigkeit

vom zelluldren Cholesterolgehalt um einiges schwicher.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Der Scavenger Rezeptor BI (SR-BI) ist, zusammen mit seiner splicing-Variante SR-BII, der ein-
zige bislang charakterisierte Rezeptor fiir High Density Lipoproteine (HDL). In zahlreichen ak-
tuellen Arbeiten konnte gezeigt werden, daB3 die Expression von SR-BI einen anthiatherogenen
Effekt hat und fiir die Fertilitdt und den Lipidstoffwechsel von Bedeutung ist. SR-BI wird beson-
ders in Steroidhormon-produzierenden Zellen und Leberzellen stark exprimiert, wo er eine
Schliisselstellung im Reversen Cholesterol Transport einnimmt. In diesem Zusammenhang ist
die Regulation der SR-BI-Expression und der selektiven Aufnahme verschiedener Lipide in der
Leber von besonderem Interesse.

Sowohl Cholesterol, als auch Vitamin E werden {iber den SR-BI-vermittelten Selective Lipid
Transfer aus HDL in Leberzellen aufgenommen. Aus der Aufnahme verschiedener Substrate
iber den gleichen Mechanismus am gleichen Rezeptor ergibt sich die Frage, ob die beiden Pro-
zesse einander beeinflussen. Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen, dall die Aufnahme verschie-
dener Lipidklassen aus HDL von der Lipidzusammensetzung der Donorpartikel bestimmt wer-
den konnte.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dal der Vitamin-E-Gehalt des Donor-HDL die Vita-
min-E-Aufnahme in HepG2-Zellen bestimmt, die gleichzeitige Aufnahme von freiem Choleste-
rol jedoch nicht beeinflufit. Dieses Ergebnis war von der Inkubationszeit unabhédngig. Die
schrittweise Erhohung der zelluldren Vitamin-E-Konzentration fiihrte zu einer schrittweisen
Downregulation der SR-BI-Expression.

Der FluB3 von freiem Cholesterol zwischen Zellen und HDL ist bidirektional. In Abhingigkeit
vom Konzentrationsgradienten zwischen den Zellen und den Donorpartikeln resultiert ein Netto-
Influx bzw. -Efflux von freiem Cholesterol. SR-BI beschleunigt den bidirektionalen Choleste-
rolflux. Wir konnten zeigen, daB3 durch Vitamin-E-Anreicherung der Zellen und dadurch redu-
zierte PKCa- und SR-BI-Expression der Cholesterol-Efflux aus HepG2-Zellen zu HDL als Ak-
zeptorpartikel signifikant erniedrigt wird.

Da frithere Studien einen wechselseitigen Zusammenhang zwischen der SR-BI-Expression und
dem Plasmacholesterolgehalt von Versuchstieren zeigten, wurde vermutet, dal Cholesterol die
Expression von SR-BI in der Leber reguliert. Jedoch erbrachten Experimente, in denen der Cho-

lesterolgehalt auf zelluldrer Ebene manipuliert wurde, widerspriichliche Ergebnisse.
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Diese Arbeit zeigt, dal eine Erhéhung des Cholesterolgehalts von HepG2-Zellen keinen Einflufl
auf die Expression von PKCa und SR-BI und die selektive Aufnahme von Vitamin-E und Cho-
lesterol hat. Der Cholesterolefflux aus Zellen mit erhohtem Cholesterolgehalt ist jedoch signifi-
kant erhdht. Wurden die Zellen an Cholesterol verarmt, resultierte eine Erniedrigung der Expres-
sion von SR-BI und PKCoa. Hieraus ergibt sich die Schlu3folgerung, dal3 die zelluldre Konzent-
ration von Vitamin E und Cholesterol die SR-BI-Expression und den SR-BI-vermittelten

Cholesterolefflux in HepG2-Zellen reguliert.
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