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Einleitung

1 Einleitung

Obwohl in den vergangen 30 Jahren grofde Fortschritte in der Erforschung und
Bekampfung atherosklerotischer Erkrankungen gemacht wurden, stellen diese
nach wie vor die Haupttodesursache in den westlichen Industrienationen dar
(Bericht des Bundesministeriums fur Gesundheit 2005; Braunwald 1997;
Breslow 1997).

Mit der Entdeckung und Charakterisierung des LDL-Rezeptors, sowie der
Regulation des Schlusselenzyms in der Cholesterinbiosynthese, der 3-Hydroxy-
3-methylglutaryl-CoenzymA-Reduktase (HMG-CoA-Reduktase) durch Brown
und Goldstein wurden die Grundsteine in der Aufklarung der Atherogenese
gelegt. Die momentan akzeptierte Theorie sieht die Atherosklerose als
multifaktorielle, entzindliche Erkrankung (Lusis 2000; Ross 1999). Sie grundet
auf den Hypothesen einer ,response to injury“ (Ross 1999) sowie einer
.fesponse to retention” (Schwenke et al. 1989a; Schwenke et al. 1989b),
welche zusammen dem komplexen Erscheinungsbild der Atherosklerose
weitgehend gerecht werden. Als Ausloser wird eine endotheliale Dysfunktion
angesehen, welche durch verschiedene inflammatorische Stimuli zur Infiltration
von Monozyten fuhrt. Die so initierte Schaumzellbildung mit Ablagerung von
Cholesterin und Ca®*-Salzen setzt sich oft unbemerkt fort, bis die im Laufe der
Zeit ausgebildeten ,vulnerable plaques® aufbrechen. Eine dadurch ausgeldste
Thrombusbildung kann letztendlich zum Gefallverschluss mit Herzinfarkt oder

Schlaganfall fuhren.

Die Substanzklasse der Statine, Inhibitoren der HMG-CoA-Reduktase, stellt
momentan das Mittel der Wahl zur dauerhaften Senkung erhéhter LDL-
Cholesterinwerte dar. Wie in zahlreichen epidemiologischen Studien gezeigt
(4S-study 1994; Downs et al. 1998; Nissen et al. 2004), stellt dies einen
bedeutenden Beitrag zur Senkung der Mortalitat in der Atherosklerose dar.
Physiologisch besteht daneben aber auch die Mdoglichkeit des sogenannten
reversen Cholesterintransportes (RCT); hierbei wird Cholesterin aus peripheren

Zellen heraus und nachfolgend Uber HDL; zur Leber transportiert. Die von
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Einleitung

Glomset entwickelte Hypothese des reversen Cholesterintransportes (Glomset
1968) geht von einer initialen Entladung peripherer Zellen hin zu extrazellularen
Lipidakzeptoren wie ApoA-I und HDLs;—Vorstufen aus. Diese Entladung wird im
Wesentlichen durch den ATP-binding-cassette Transporter A1 (ABCA1)
vermittelt, welcher 1999 als defektes Gen in der Tangier Krankheit
charakterisiert wurde (Bodzioch et al. 1999; Brooks-Wilson et al. 1999; Rust et
al. 1999). Mit der Vermittlung des Lipideffluxes stellt ABCA1 den ersten Schritt
im RCT dar und nimmt somit eine zentrale Rolle in der Pathogenese der

Atherosklerose ein.

Im Zuge des Effluxes zellularer Lipide entstehen durch das Einwirken
plasmatischer Enzyme, wie v. a. der Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase
(LCAT), reife HDL-Partikel. Leberzellen kobnnen HDL durch die Expression von
ApoE-Rezeptoren als Holopartikel internalisieren sowie Uber SR-Bl selektiv
Cholesterinester (CE) aus den HDL-Partikeln aufnehmen. Hepatisch
aufgenommes Cholesterin wird anschlieBend zu Gallensauren katabolisiert
oder in unveresterter Form zusammen mit Gallensauren und Phospholipiden in
die Galle sezerniert. Nachfolgend wird Cholesterin entweder fakal
ausgeschieden oder Uber den enterohepatischen Kreislauf wieder vom Darm
aufgenommen. Somit besteht in einer Erhdhung des zellularen Lipideffluxes
und der damit verbundenen Stimulation des RCT ein weiterer Ansatzpunkt in
der Bekampfung der Atherosklerose. Dies wird durch bereits verwendete
Pharmaka wie Nikotinsdure (Niaspan®) erreicht, welche durch eine Erhdhung
der HDL zum RCT beitragt. Der therapeutische Nutzen einer Stimulation des
Lipideffluxes und damit des reversen Cholesterintransportes zeigt sich ferner in
einer Reduktion des Koronararterienvolumens durch die Infusion von ApoA-I
Milano (Navab et al. 2005a; Nissen et al. 2003; Rothblat et al. 2002).

-15 -



Einleitung

1.1 Lipoproteine

In der Entstehung der Atherosklerose spielen Lipoproteine eine bedeutende
Rolle, was sich in der positiven Korrelation der LDL sowie der negativen
Korrelation der HDL zur koronaren Herzkrankheit zeigt (Castelli et al. 1986;
Stamler et al. 1986). Lipoproteine sind Uberwiegend spharische,
makromolekulare Transportpartikel und bestehen aus einer Hulle von
verschiedenen Apolipoproteinen (Apo) und polaren Lipiden, welche
wasserunldsliche Lipide umgeben. Lipoproteine besitzen einen hydrophoben,
hauptsachlich aus Triglyceriden (TG) und Cholesterinestern (CE) bestehenden
Kern, sowie einen diesen Kern umgebenden Lipidmonolayer aus uberwiegend
Phospholipiden und unverestertem Cholesterin. Die in diesem Lipidmonolayer
verankerten amphiphilen Apolipoproteine weisen mit Ausnahme des ApoB eine
hohe Wasserloslichkeit auf und kénnen unter den einzelnen Lipoproteinen

ausgetauscht werden.

LPL
Leber »:DDB LD ApoB | |DL Awg VLDL
ApoE-
Rezeptor ; &._./
; CE
Partikel
Aufnahme
A CETP
SRBI'  selektive _
HL  Cholesterin- 2
ester Aufnahmey PLTp R/

cC,q r A- I
Prap-HDL
{ogy

Cholesterin-
Phospholipid
Efflux

Periphere Zelle

Intestinum /
—

LPL: Lipoproteinlipase

LCAT: Lecithin Cholesterinacyltransferase
CETP: Cholesterinestertransferprotein
PLTP: Phospholipidtransferprotein .
HL: Hepatische Lipase Niere

Abb. 1: Stoffwechsel der Lipoproteine.
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Einleitung

Die Einteilung der Lipoproteine erfolgt aufgrund ihrer Dichte in Chylomikronen,
Very Low Density Lipoproteine (VLDL), Low Density Lipoproteine (LDL),
Intermediate Density Lipoproteine (ILDL) und High Density Lipoproteine (HDL).
Die Hauptklassen kdénnen wiederum in Unterklassen aufgeteilt werden, wobei
v. a. die Unterteilung von HDL in HDL, und HDL3 gebrauchlich ist.

Chylomikronen | VLDL | IDL LDL | HDL, | HDL;

0.93- | 1.006- | 1.019- | 1.063- | 1.125-

Dichte [g/ml] <0.93
1.006 | 1.019 | 1.063 | 1.125 | 1.210

Durchmesser [nm] 75-1200 30-80 | 25-35 | 18-25 | 9-12 5-9

MG [10° Da] 50-1000 10-80 | 5-10 2.3 0.36 | 0.175
Elektrophoretische ol 58 58 8
eine ra- ra- a a
Mobilitat P P
Haupt- B-100, | B-100,
A, B-48,C,E B-100 | A,C | A C
Apolipoproteine C,E | CE
Cholesterin [%] 2 7 9 8 5 4
PL [%] 7 18 19 22 33 25
TG [%] 86 55 23 6 5 3
CE [%] 3 12 29 42 17 13
Apolipoproteine
potipop 2 8 19 22 40 55

[%]

Tab. 1: Physikalische Eigenschaften und Zusammensetzung in Gewichtsprozenten der
humanen Lipoprotein-Klassen nach Havel und Kane (HAVEL et al. 1955).

Chylomikronen, VLDL und IDL zahlen zu den triglyceridreichen, LDL und HDL
hingegen zu den triglyceridarmen Lipoproteinen. Neben der Auftrennung mittels

Ultrazentrifugation kdnnen Lipoproteine auch aufgrund ihrer
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Einleitung

elektrophoretischen Mobilitat in Lipoproteine mit a- und B-Mobilitat unterteilt

werden.

1.1.1 Resorption von Nahrungslipiden

Die Resorption von Nahrungslipiden durch die Enterozyten der Jejunum-
Mukosa erfolgt in Form von mizellar an Gallensalze gebundenem Cholesterin
und freien Fettsauren. Dabei werden taglich bis zu 0,8 g Cholesterin exogen
aufgenommen, wahrend hingegen bis zu 1,2 g durch endogene Biosynthese
entstehen (Stark 2003). Nach Veresterung zu Cholesterinestern durch Acyl-
CoA:Cholesterin-Acyltransferase (ACAT) bzw. zu Triglyceriden werden diese
mit anderen Lipiden, ApoB-48, A-lI, A-ll und A-IV im Endoplasmatischen
Retikulum (ER) zu Chylomikronen zusammengefugt und Uber den Golgi-
Apparat in die Lymphbahn abgegeben (Ros 2000). Uber den Ductus thoracicus
gelangen sie in den Blutkreislauf, wo sie von zirkulierenden HDL ApoC-li
aufnehmen  koénnen. Durch  ApoC-ll  wird die endothelgebundene
Lipoproteinlipase (LaRosa et al. 1970) aktiviert und nachfolgend Triglyceride
wieder zu freien Fettsauren hydrolysiert. Mit dem Verlust an Triglyceriden
verringert sich auch die Affinitat der Chylomikronen zu ApoC-Il, welches somit
im Austausch gegen ApoE auf HDL Ubertragen werden kann. Hierbei entstehen
durch die Abspaltung von Phospholipiden sowie von ApoA-I und ApoA-IV die
sogenannten ,Chylomikronen-Remnants®. Diese cholesterinreichen Remnants
konnen Uber ApoE erkennende Rezeptoren, wie den LDL-Rezeptor und das
LDL-Rezeptor Related Protein (LRP) in Hepatozyten aufgenommen werden.
Ferner ist auch eine Endozytose der Chylomikronen-Remnants uber ,non-

clathrin coated pits“ in Makrophagen (Elsegood et al. 2001) beschrieben.

1.1.2 LDL und andere ApoB-haltige Lipoproteine

LDL stellt mit ca. 80 % den Hauptanteil an frei zirkulierendem Cholesterin dar.
Neben der intestinalen Synthese ist auch die Leber im Stande, ApoB-haltige
Lipoproteine zu sezernieren. So werden am Endoplasmatischen Retikulum (ER)
von Hepatozyten VLDL (mit ApoB-100, E und C) synthetisiert, Uber den Golgi-

Apparat in sekretorischen Vesikeln zur Plasmamembran (PM) transportiert und
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Einleitung

nachfolgend ins Blut abgegeben. Die TG der VLDL kdénnen durch Einwirken
der Lipoproteinlipase in freie Fettsauren gespalten und als solche in Muskel-
und Fettgewebe aufgenommen werden. GroRe VLDL-Remnants mit einem
hohen Anteil an ApoE werden durch Aufnahme Uber den LDL-Rezeptor der
Leber oder Uber den VLDL-Rezeptor extrahepatischer Zellen relativ schnell aus
der Zirkulation entfernt (Yamamoto et al. 1995). Die langer in der Zirkulation
verweilenden kleineren VLDL-Remnants hingegen werden unter weiterem
Verlust an Triglyceriden und ApoE durch fortlaufende Hydrolyse zuerst zu IDL
und schliel3lich zu LDL metabolisiert. Letztere besitzen beinahe ausschlieRlich
ApoB-100 als Apolipoprotein und werden durch dessen Bindung an den LDL-
Rezeptor endozytiert. Der LDL-Rezeptor wird in einem Recycling-Prozess
wieder auf der Zelloberflache exprimiert, wobei die Hydrolyse der
Cholesterinester durch die lysosomale Saure-Cholesterinester-Hydrolase
(ACEH) (Owen et al. 2002). Dabei ist jedoch die zellulare Lipidaufnahme Uber
LDL-Rezeptoren ebenso wie die Cholesterinbiosynthese Uber HMG-CoA-
Reduktase durch einen negativen Feedback-Mechanismus streng geregelt
(Goldstein et al. 1985). Diese Regulation erfolgt durch die Expression von
,Cholesterin-Sensoren“, den Sterol Response Element Binding Proteinen
(SREBP’s). Ist intrazellular zu viel Cholesterin vorhanden, wird die Expression
des LDL-Rezeptors sowie der HMG-CoA-Reduktase vermindert, wodurch es
letztendlich zum Absinken der erhdhten Cholesterinspiegel kommt. Durch
Oxidation (Ox-LDL) oder enzymatische Degradierung (E-LDL) modifizierte LDL
umgehen den  Schutzmechanismus der Zellen, da sie uber
Scavengerrezeptoren, v. a. der CD36-Familie (mit SR-A und SR-BI) und LOX-1
(lectin-like oxidised LDL-receptor-1) (Sawamura et al. 1997) ohne negative
Feedback-Regulation aufgenommen werden — es kommt zur ungehinderten
Akkumulation von Cholesterin. Da zu viel freies Cholesterin (FC) cytotoxisch ist
(Feng et al. 2003), wird es am rauen ER mittels ACAT in Ester Uberfuhrt. Die
hierbei entstehenden Cholesterinester werden zusammen mit Triglyceriden in
Form von cytoplasmatischen Lipidtropfchen (,lipid droplets“) gespeichert, die
Schaumzellen ihr charakteristisches Aussehen verleihen. Dieser Influx

atherogener Lipoproteine fuhrt in  Makrophagen zur ungehinderten
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Akkumulation von Lipiden und damit zur Entstehung von Schaumzellen
(Steinberg et al. 1989).

1.1.3 HDL und ApoA-i

Mit einem Anteil von bis zu funf Molekllen ApoA-I pro reifem a-HDL-Partikel ist
ApoA-| das Hauptapolipoprotein der HDL und spielt auch in deren Genese eine
zentrale Rolle. So akquirieren von der Leber und von intestinaler Mukosa
sezernierte ApoA-l von hepatischen und peripheren Zellen Cholesterin und
Phospholipide (Asztalos et al. 1997; Forte et al. 1993). Durch die sukzessive
Aufnahme von Lipiden entgehen diese HDL-Vorlaufer einer unmittelbaren
renalen Exkretion. Zu welchem Anteil dabei deren Reifung zu HDL-Partikeln
durch extrazellulare oder intrazellulare Lipidierung von ApoA-| stattfindet, ist
Gegenstand der aktuellen Diskussion. Extern zugegebenes ApoA-| induziert an
ABCA1 exprimierenden Zelltypen einen Efflux von Phospholipiden und
Cholesterin, jedoch wurde auch eine Internalisierung von ApoA-I und HDL3 mit
nachfolgender Resekretion von lipidierten Apolipoproteinen beschrieben
(Neufeld et al. 2004; Schmitz et al. 1985b; Takahashi et al. 1999). Somit kann
man zumindest von einer partiellen intrazellularen Lipidierung ausgehen. Die
bei der Lipidierung von ApoA-I entstehenden diskoidalen ,nascent®- oder ,pra-
B“-HDL weisen eine pra-B-Mobilitat auf und kdnnen in drei Subklassen unterteilt
werden. So entwickeln sich lipidarme, 5-6 nm grol3e pra-g4+-HDL durch
sukzessive Lipidaufnahme Uber pra-p,-HDL (12-15 nm) hin zu pra-ps-HDL (15-
25 nm). Mit letzteren findet man neben Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase
(LCAT) auch Cholesterinester-Transferprotein (CETP) assoziiert. Bei der
Inkubation von Fibroblasten mit lipidfreiem ApoA-lI konnte ferner auch eine
Entstehung von a-migrierenden Partikeln beobachtet werden (Zhang et al.
1998). Diese  pra-a-HDL  unterscheiden  sich hinsichtlich ihrer
Phospholipidkomposition sowohl von der Plasmamembran als auch von
plasmatischem HDL (Sviridov et al. 2002). Fur die weitere Reifung der kleineren
as-HDL zu grof3en, lipidreichen spharischen as-HDL ist LCAT involviert, die zur
Veresterung des freien Cholesterins und dem nachfolgenden Einbau der CE

zusammen mit Triglyceriden in den hydrophoben Kern der Lipoproteine fuhrt
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(Sviridov et al. 2002). Durch weitere Cholesterinaufnahme sowie das Einwirken
von Phospholipid-Transferprotein (PLTP), welches die Fusion mit anderen
HDLs-Partikeln oder die Aufnahme von Oberflachenremnants aus
triglyceridreichen Lipoproteinen bewirkt, entwickeln sich aus den HDL3; groRRere
HDL, (Jiang et al. 1996; Lusa et al. 1996).

Zur Entfernung von Lipid- bzw. Proteinkomponenten der HDL aus der
Zirkulation finden sich in der Literatur verschiedene Wege. So kdnnen HDL uber
deren Bindung an ApoE-Rezeptoren als Holopartikel bzw. an noch nicht
bekannte HDL-Rezeptoren hepatisch internalisiert werden (Curtiss et al. 2000).
Ebenso besteht ein SR-Bl vermittelter Mechanismus, bei dem selektiv
Cholesterinester aus den HDL-Partikeln in die Leber aufgenommen werden
(Krieger 1999). Ferner wurde auch eine Bindung von HDL assoziiertem ApoA-I|
an die B-Kette der ATP-Synthase gezeigt (Martinez et al. 2003b). Diese
Stoffwechselwege flihren zur Regenerierung von HDL3 und seinen lipidarmeren
Vorlaufern, welche wiederum im reversen Cholesterintransport als Akzeptoren

fur zellulares Cholesterin fungieren konnen.
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1.2 ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1)

Der ATP-binding cassette transporter A1 stellt ein 2261 Aminosauren (AS)
umfassendes Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 240 kDa dar. Der
murine ABCA1 wurde 1994 von einer Gruppe um Chimini (Luciani et al. 1994)
kloniert, wahrend die Klonierung des humanen Gens 1999 von Langmann et al.
(Langmann et al. 1999) publiziert wurde; humanes ABCA1 besteht typischer
Weise aus zwei transmembranaren Domanen (TMD) mit sechs Helices zur
Substrat-Translokation sowie zwei intrazellularen ATP-bindenden Doménen
(ABC) mit zwei Prolin, Glutamin, Serin und Threonin (PEST)-Sequenzen. 1999
wurde ABCA1 als ursachlich defektes Gen der Tangier-Krankheit (TD) am
Institut fur Klinische Chemie in Regensburg gleichzeitig mit zwei weiteren
Gruppen entdeckt (Bodzioch et al. 1999; Brooks-Wilson et al. 1999; Rust et al.
1999). Die Tangier-Krankheit wurde ursprtinglich 1960 von Fredrickson an zwei
Geschwistern von der Insel Tangier in Chesapeake Bay (Virginia, USA)
beschrieben (Freeman 1999) und ist durch das beinahe vollstandige Fehlen von
plasmatischem ApoA-l und HDL charakterisiert. Im Korper von Patienten mit
Tangier-Krankheit finden sich Schaumzellen, die keinen durch ApoA-I
induzierbaren spezifischen Lipidefflux zeigen. Klinische Symptome der Tangier-
Krankheit aufern sich in vergroRerten, orange gefarbten Mandeln mit
peripheren Neuropathien und Hepatosplenomegalie sowie z. T. mit der
Entwicklung von koronaren Herzkrankheiten (Francis et al. 1995). Durch die
Fehlfunktion in der ABCA1 vermittelten Lipidierung von ApoA-l, dem ersten
Schritt im RCT, ist die Tangier Erkrankung auch als Modell fiur die

Atherogenese interessant.

Die Bedeutung des RCT spiegelt sich ferner in ABCA1-defizienten Mausen
wider, welche durch ein beinahe vollstandiges Fehlen von plasmatischem HDL
sowie durch einen gestorten intrazellularen Lipidtransport und einen damit
verbundenen reduzierten Lipidefflux charakterisiert sind (Orso et al. 2000).
Obwohl auch in ABCA1-defizienten Mausen bereits eine Schaumzellbildung zu
beobachten ist, kommt es erst nach Transplantation von ABCA1-defizientem

Knochenmark in ApoE-defiziente oder LDL-Rezeptor-defiziente Mause zu
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ausgepragten atherosklerotischen Veranderungen (Aiello et al. 2002; Aiello et
al. 2003).

COOH

PEST-Sequenz

Abb. 2: ABCA1. Angegeben sind die ATP-Bindungskassetten (ABC), die PEST-
Sequenz und die transmembrandren Domanen; die Zahlen bedeuten die Positionen der
jeweiligen Aminosauren im Protein.

Eine Uberexpression von ABCA1 in Makrophagen und Hepatozyten dagegen
fuhrt sowohl zu einem Anstieg von lipidarmen pra-B-HDL als auch von reifen
HDL-Partikeln (Singaraja et al. 2002; Vaisman et al. 2001).

1.2.1 Transskriptionelle Regulation

Die Regulation des ABCA1 auf transskriptioneller Ebene umfasst ein ganzes
Netzwerk von Faktoren (Schmitz et al. 2005). So sind vor allem Sterole und
Fettsauren als physiologische Modulatoren des LXR/RXR- und des SREBP-
Signaltransduktionsweges bekannt. Aber auch das Zinkfingerprotein 202
(ZNF202) stellt einen natlrlichen Repressor der ABCA1 und ABCGH1
Genexpression dar (Langmann et al. 2003). Ebenso konnte in glatten
Muskelzellen fur SREBP-2 eine regulierende Wirkung Uber Bindung an den

Promotor des ABCA1 gezeigt werden (Zeng et al. 2004); dabei flhrte eine
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cholesterinfreie Inkubation der Zellen Uber eine Aktivierung von SREBP-2 zu
einem Absinken der mMRNA des ABCA1 und einem gleichzeitigen Ansteigen
der mRNA des LDL-Rezeptors. Daneben konnte auch fur exogene Liganden
wie Retinoide (Langmann et al. 2005), cAMP und PPAR-Liganden, sowie fur
Ostrogene (Srivastava 2002) und bestimmte Pharmaka wie Verapamil (Suzuki
et al. 2004) und Niacin (Rubic et al. 2004) ein stimulierender Effekt auf die
Genexpression des ABCA1 gezeigt werden. Fur Statine sind dagegen ebenso
wie fur Zytokine sehr unterschiedliche Angaben zu finden: Wahrend fur
Pitavastatin (Zanotti et al. 2004), TGF-B (Panousis et al. 2001) sowie fur IL-10
(Rubic et al. 2004) und IL-1B8 (Kronqvist et al. 1999) stimulierende
Eigenschaften beschrieben sind, kommt es unter dem Einfluss von Fluvastatin,
Atorvastatin, Simvastatin und Lovastatin (Sone et al. 2004) sowie von INFy
(Wang et al. 2002a) und TNFa (Khovidhunkit et al. 2003) zu einer
Downregulation der ABCA1-mRNA.

1.2.2 Zellulare Lokalisation und Regulation auf Proteinebene

Neben der intrazellularen Lokalisation im Cytosol und in Endosomen, findet man
ABCA1 in Lubrol-WX resistenten Mikrodomanen der Plasmamembran (Drobnik
et al. 2002). Ferner konnte von Denis (Denis et al. 2004) ein Uberwiegendes
Vorliegen des ABCA1 als Tetramer/Oligomer in der Plasmambran von
humanen Fibroblasten gezeigt werden. Mit einer Halbwertszeit von gut einer
Stunde in murinen Makrophagen unterliegt ABCA1 dabei einem relativ raschen
Turnover (Wang et al. 2002b). Zur proteolytischen Degradation des ABCA1
tragt mafRgeblich die Thiolprotease Calpain bei. Calpain bindet an eine PEST-
Sequenz des ABCA1 (Wang et al. 2003) und spaltet diese. Dieser Effekt kann
durch Proteinkinase A (PKA) verstarkt sowie durch ApoA-I inhibiert werden
(Martinez et al. 2003a; Wang et al. 2003). Die ABCA1 stabilisierende Wirkung
von ApoA-I konnte auch von einer anderen Gruppe gezeigt werden, wenngleich
deren Ergebnisse mit WI-38-Zellen (humanen Fibroblasten-Zelllinie)
diesbezuglich eine Involvierung der Proteinkinase C (PKC) nahelegten
(Martinez et al. 2003a; Yamauchi et al. 2003). Im Gegensatz dazu wurde aber

auch eine Uber PKA vermittelte Phosphorylierung des ABCA1 gezeigt, wobei

-24 -



Einleitung

die hierbei verwendeten murinen Makrophagen mit Mutationen in der Nukleotid-
Bindungsstelle des ABCA1 einen stark verminderten spezifischen
Phospholipidefflux zeigten (See et al. 2002). Ferner wiesen PEST-
Deletionsmutanten des ABCA1 neben einer verringerten Internalisierung auch
Defekte im Cholesterinefflux auf (Chen et al. 2005). Somit Iasst die Vielzahl an
regulierenden Faktoren auf eine wichtige Rolle von ABCA1 bei der zellularen

Cholesterinhomoostase schlief3en.

1.2.3 Zellulare Funktion und Interaktion mit Proteinen

Eine zentrale Funktion des ABCA1 besteht in der Vermittlung des Lipideffluxes
und damit verbundenen intrazellularen Transportvorgangen. Daneben
ermoglicht ABCA1 aber auch die Sekretion von lipophilen Vitaminen (Chen et
al. 2005; Oram et al. 2001; Orso et al. 2000), ApoE (Chen et al. 2005; Von
Eckardstein et al. 2001) und IL-13 (Chen et al. 2005; Hamon et al. 2002).

In Analogie zu anderen Mitgliedern der ABC-Familie wie dem CFTR (cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator, = ABCC7) und dem SUR1
(Sulfonylharstoff-Rezeptor, = ABCC8) wurden auch fur ABCA1 diesen beiden
Proteinen ahnliche Interaktionen und Funktionen vorgeschlagen (Schmitz et al.
2002). Im Gegensatz zum MDR1 (multidrug resistance-Permeabilitats
Glykoprotein 1), einem weiteren Mitglied der ABC-Transporter-Familie, zeigt
ABCA1 jedoch keine ATPase-Aktivitat und fungiert daher eher als
Regulatorprotein im Substrattransport (Szakacs et al. 2001). Fur mehrere
Proteine konnten bereits Interaktionen mit ABCA1 gezeigt werden; so binden
B2- und a1-Synthrophin sowie auch Lin7 Uber eine PDZ-Domane an den C-
Terminus von ABCA1 (Munehira et al. 2004; Schmitz et al. 2002).

Ebenso wurde eine direkte Interaktion des ABCA1 mit der Rho-GTPase cdc42
gezeigt, welche die Filopodienformation und Migration von Makrophagen
(Diederich et al. 2001) sowie den intrazellularen Lipidtransport (Tsukamoto et
al. 2001) kontrolliert. Mit Syntaxin 13 konnte ein weiteres ABCA1-
interagierendes Protein identifiziert werden, das am vesikularen Transport von
ABCA1 zur Plasmamembran im SNARE-Komplex beteiligt ist (Bared et al.
2004).
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Fir Phospholipase C (PLC) und PKC existieren bereits seit langerem
Untersuchungen zum Lipidefflux, welche jedoch kontrare Ergebnisse darlegen.
So konnte fur HDL3 eine Aktivierung der PLC sowie der Phospholipase D (PLD)
(Mollers et al. 1995; Walter et al. 1996) gezeigt werden, was zu einem Anstieg
des PKC aktivierenden Diacylglycerin (DAG) flhrte; in Untersuchungen mit
PKC-Inhibitoren wurde einerseits eine Reduktion des Effluxes (Li et al. 1995; Li
et al. 1997; Mendez et al. 1991) beobachtet, andererseits wurde dadurch kein
Effekt (Oram et al. 1996; Trumbach 1997) auf den Lipidefflux nachgewiesen.
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1.3 Lipidefflux

Der Efflux von Phospholipiden und Cholesterin aus peripheren Zellen stellt den
ersten Schritt im RCT dar und ist damit in der Atherogenese von zentraler
Bedeutung. Wie schon eingangs unter 1.1 und 1.2 beschrieben, besteht die
primare Funktion des ABCA1 in der Vermittlung des spezifischen Lipideffluxes

zu extrazellularem ApoA-I.
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Abb. 3: Retroendozytose-Modell des Lipideffluxes. NCEH: Neutrale Cholesterinester-
Hydrolase, PM: Plasmamembran, SL: Sphingolipide.
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Man geht von einer Internalisierung von ApoA-lI zusammen mit ABCA1 in das
endozytotische Kompartiment aus; ein Teil der Apolipoproteine wird dabei
bereits in frihen Endosomen uber ABCA1 lipidiert, wahrend der andere Teil in
spaten Endosomen oder Lysosomen mit Cholesterin und Phospholipiden
beladen werden kann. Nach erfolgter Lipidierung werden die ApoA-I-Partikel zur
Zelloberflache zurlcktransportiert und als ,nascent HDL® freigesetzt. Dieser
Prozess wird als Retroendozytose bezeichnet und ist bei Patienten mit Tangier-
Erkrankung gestort (Schmitz et al. 1985a), wodurch die dabei zu

beobachtenden niedrigen HDL-Konzentrationen zu erklaren sind.

Neben diesem spezifischen, durch ApoA-l induzierten Efflux existiert mit der
passiven Diffusion von Cholesterin und Phospholipiden aber auch ein von
ABCA1 unabhangiger Mechanismus (basaler Efflux). In humanen Makrophagen
tragt die Sekretion von ApoE zu diesem basalen Efflux mit bei; jedoch korreliert
der basale Efflux nur partiell mit der als weiterem Lipidakzeptor sekretierten
Menge an ApoE (Cignarella et al. 2005). Auch fur ABCG1 und ABCG4 konnte
eine Beteiligung am HDL-induzierten Lipideffluxes gezeigt werden; dieser geht
mit einer Erhdhung der Umverteilung von intrazellularem Cholesterin zur
Plasmamembran einher und fiihrt zu einem nachfolgenden unspezifischen
Austausch mit HDL-Cholesterin (Wang et al. 2004).

Ebenso konnte fur SR-Bl eine HDL-Rezeptorwirkung sowie ein Efflux zu
phospholipidhaltigen Akzeptoren gezeigt werden (Acton et al. 1996; Ji et al.
1997); der SR-BI spezifische Efflux basiert jedoch auf einem bidirektionalem
Austausch von Lipiden, so dass es im Falle einer Interaktion von peripheren
Zellen mit HDL zu einer Beladung peripherer Zellen mit Cholesterin kommt
(Yancey et al. 2000). Dies zeigt sich auch in Untersuchungen der Gruppe um
Tall, die durch Transfektion von SR-BI in ABCA1 exprimierende Zellen eine

Reduktion des spezifischen Effluxes beobachtete (Chen et al. 2000).

Makrophagen besitzen darUber hinaus die Moglichkeit, durch mitochondriale
Oxidation aus  Cholesterin  27-Hydroxycholesterin  und  24(S),25-

Epoxycholesterin (Brown et al. 2000) zu bilden und diese nachfolgend
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unabhagig von extrazellularen Lipidakzeptoren zu sezernieren (Bjorkhem et al.
1999).

1.3.1 Aqueous Diffusion

Die ,Aqueous Diffusion“-Theorie geht auf Georg Rothblat zurtiick und basiert auf
einer Desorption von freiem Cholesterin aus der Plasmamembran mit
anschlieBender Diffusion durch eine angrenzende Wasserschicht zu
extrazellularen Akzeptoren (Johnson et al. 1991). Die Richtung der Diffusion
erfolgt entlang des Konzentrationsgradienten und ist grundsatzlich in beide
Richtungen maoglich. Hierbei stellt an HDL gebundene LCAT die treibende Kraft
fur einen Cholesterinefflux dar, indem LCAT durch Veresterung von freiem

Cholesterin den Konzentrationsgradienten aufrechterhalt.

Bei niedrigen Lipidkonzentrationen im Akzeptor stellt die wassrige Umgebung
eine starke Diffusionsbarriere dar, wobei die Transferrate fast ausschliellich
von der Anzahl an Zusammensté3en von Cholesterin und Akzeptor abhangt.
Bei hoheren Konzentrationen dagegen wird die Desorption von der
Zelloberflache der limitierende Schritt, so dass eine hdhere Aktivierungsenergie
bendtigt wird; dies zeigt sich auch in der temperaturabhangigen Regulation des
basalen Effluxes (Johnson et al. 1991). Die Desorptionsrate wird weiterhin
durch die Packungsdichte der Lipide an der Zelloberflache beeinflusst; so
begunstigen mehrfach ungesattigte Phospholipide sowie ein hohes PC/SPM-
Verhaltniss den Cholesterinefflux (Lund-Katz et al. 1988). Aber auch die
Struktur des Akzeptors tragt mafRgeblich zur Diffusionsrate bei; so konnte bei
gleichen Konzentrationen an Phospholipiden im Akzeptormolekul ein vierfach
schnellerer Efflux zu diskoidalen Komplexen mit ApoA-lI gezeigt werden als zu

SUV’s (small unilamellar vesicles) (Phillips et al. 1998).

1.3.2 ABCA1 spezifische Lipidierung von ApoA-I

ApoA-I induziert durch seine Interaktion mit ABCA1 exprimierenden Zellen
einen sattigbaren Efflux von Cholesterin und Phospholipiden, der zu einer
effizienten Reduzierung der Cholesterinesterspeicher fiihrt. Der induzierte

Lipidefflux kann durch limitierte Proteolyse der Plasmamembran, niedrige
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Temperaturen sowie die Blockade der Golgi-Funktion gehemmt werden und ist
somit abhangig von spezifischen Interaktionen mit der Plasmamembran und
einer intakten Funktion des Golgi-Apparates (Mendez 1995; Mendez 1997).
Man geht dabei heute von einer initialen Bindung von ApoA-l Uber seine
amphiphatischen Helices an ABCA1 aus (Fitzgerald et al. 2004). Dieser
sattigbare, hochaffine (Ky= 7 nM) Komplex zeigte eine Halbwertszeit von ca. 25
Minuten und seine Dissoziation fuhrt zur Freisetzung von cholesterinbeladenem
ApoA-I. Bei der Bindung von ApoA-l an ABCA1 scheint ein linearer Pfeil“ aus
zwei a-Helices mit sauren Aminosauredomanen im ApoA-I-Molekll von
besonderer struktureller Bedeutung zu sein (Forte et al. 1993; Natarajan et al.
2004). Da jedoch auch oral verfugbare ApoA-I-mimetische Peptide aus D-
Aminosauren wie ,D-4F“ (Navab et al. 2005b) an ABCA1 binden und Lipidefflux
induzieren, kann es sich dabei aber nicht um eine Rezeptor-Ligand-Bindung im
klassischen Sinne handeln. Diese synthetischen Apolipoproteine weisen mit
einer zunehmenden Anzahl an Phenylalanin (F) eine verstarkte Bindung an
ABCA1 sowie eine damit einhergehende Induktion des Lipideffluxes auf (Datta
et al. 2004). Wie schon von Schmitz (Schmitz et al. 1985b) vorgeschlagen, wird
ApoA-I nach erfolgter Bindung an die Zelloberflache zusammen mit ABCA1 in
fruhe Endosomen internalisiert (Neufeld et al. 2004). ABCA1 kann dabei sowohl
in frihen Endosomen als auch in der Plasmamembran die Beladung von ApoA-
I mit Cholesterin und Phospholipiden ermoglichen; die lipidierten ApoA-I werden
vesikular an die Plasmamembran zurlcktransportiert und als ,nascent HDL"®
sezerniert. Diese Ergebnisse lassen den vorgeschlagenen ,2-step®-
Mechanismus, in welchem der Efflux von Phospholipiden dem von Cholesterin
vorausgeht und erst in einem sekundaren Schritt der ausgebildete
phosholipidreiche Komplex den Cholesterinefflux induziert (Fielding et al. 2000),
unwahrscheinlich erscheinen. So findet sich in der Literatur auch eine
Publikation einer Gruppe um Oda, welche diesen ,2-step“-Mechanismus
widerlegt (Smith et al. 2004).
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2 Zielsetzung

Am Institut wurde 1999 der der Tangier-Krankeit zugrunde liegende Defekt im
ABCA1-Gen und dem damit verbundenen Fehlen eines Lipideffluxes zu ApoA-I
veroffentlicht (Bodzioch et al. 1999).

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollte das dabei bereits etablierte,
radioaktive Effluxsystem mit Fibroblasten auf Monozyten/Makrophagen
ubertragen werden. Als Ausgangsmaterial dienten von freiwilligen Spendern
mittels Leukapherese gewonnene Monozyten, welche zu Makrophagen

differenziert und mit enzymatisch modifiziertem LDL beladen wurden.

Zu einer naheren Charakterisierung des Lipideffluxes sollten die beiden
Zellsysteme mit einer massenspektrometrisch basierten Quantifizierung
verschiedener Lipidgehalte in Zellen und Effluxmedien eingehend untersucht
und verglichen werden. Dabei sollte neben den Unterschieden einzelner
Lipidspezies hinsichtlich ihres prozentualen Anteils in Zellen und Medien auch
die Frage geklart werden, ob durch ABCA1 bestimmte Lipide/Lipidspezies
spezifisch nach aulden transportiert werden.

AnschlieBend  sollte  sowohl mit  Fibroblasten als  auch mit
Monozyten/Makrophagen der Einfluss von Sphingolipiden sowie von K*-Kanal-
Inhibitoren und Modulatoren purinerger Rezeptoren auf den spezifischen

Lipidefflux und die Lipidhomdostase untersucht werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung eines Lipidefflux-Systems mit primaren,

humanen Monozyten/Makrophagen

Am Institut existierten bereits Vorarbeiten, das an humanen Fibroblasten
etablierte Efflux-Modell mit "“C-Cholesterin und *H-Cholin auf Monozyten zu
ubertragen. Dazu wurden 150.000 Monozyten in 6-Lochplatten mit 50 ng/ml M-
CSF zu Makrophagen differenziert und nachfolgend mit 5 ug/ml *C-Cholesterin
und ®H-Cholin gelabeltem E-LDL beladen. Da dies in der Entladung mit ApoA-I
immer wieder zu stark schwankenden und damit unbefriedigenden Ergebnissen
im spezifischen Lipidefflux fuhrte, sollten bestimmte Einflussfaktoren untersucht

und somit das System optimiert werden.

3.1.1 Abhangigkeit des Effluxes von Zellzahl und Beladung

Durch mehrere Waschschritte im Verlauf der Experimente kam es immer wieder
zu unterschiedlich hohen Verlusten an Zellen. Daher wurde zuerst versucht,
dies durch eine groliere Anzahl an ausgesaten Monozyten bzw. mit einer

steigenden Konzentration an E-LDL im Beladungsmedium zu kompensieren.

Es zeigte sich, dass mit 150.000 sowie mit 250.000 ausgesaten Monozyten ein
relativ niedriger Cholesterinefflux (FC) zu beobachten war (Abb. 4); fur
Phospholipide (PL) ergab sich bei 150.000 ausgesaten Monozyten mit beinahe
8 % ein sehr hoher spezifischer Efflux, der jedoch mit steigender Anzahl an
Monozyten wieder abfiel. Im Bereich von 500.000 bis 1.000.000 an ausgesaten
Monozyten ergab sich ein hinreichender spezifischer Lipidefflux von ca. 5 %,

welcher jedoch eine groRere Standardabweichung aufwies.
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ApoA-I spezifischer Efflux [%]

0 T T T T

150000 M 250000 M 500000 M 1000000 M
(n=2) (n=2) (n=4) (n=5)

Abb. 4: Abhangigkeit des Cholesterin- und Phospholipid- Effluxes von der Anzahl
ausgesater Monozyten. Die Versuche wurden mit einer Beladung von 40 ug/ml E-LDL
Uber 24 Stunden durchgefiihrt; M gibt die Anzahl ausgesater Monozyten an. Die
dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung (SD) von n unabhangigen
Experimenten.

Bei einer Aussaat von 1.000.000 Monozyten war immer wieder zu beobachten,
dass sich ein Groldteil der Monozyten nicht absetzen konnte. Somit wurden in
den weiteren Experimenten 750.000 Monozyten ausgesat. Darauf aufbauend
wurde versucht, den spezifischen Lipidefflux durch eine Beladung mit

unterschiedlichen Konzentrationen an E-LDL weiter zu optimieren.

Aus Abbildung 5 ist ersichtlich, dass in diesen beiden Experimenten alle funf
verwendeten E-LDL-Konzentrationen zu einem relativ niedrigen spezifischen
Efflux von Cholesterin fuhrten (2 % - 3 %). Die Beladung im Bereich von 20
pg/ml bis 40 ug/ml E-LDL ergab gegenuber 5 ug/ml E-LDL v. a. fir PL einem
hoheren spezifischen Efflux; aber auch fur FC war in diesem
Konzentrationsbereich ein hoherer spezifischer Efflux zu beobachten. Daneben
wies der spezifische Lipidefflux bei einer Beladung mit 40 ug/ml E-LDL die
geringsten Standardabweichungen auf. Die Beladung der Zellen mit 60 pg/ml
sowie mit 80 pyg/ml E-LDL fuhrte v. a. fur FC zu einem Abfallen des spezifischen

Lipideffluxes.  Somit wurde im  Folgenden die Beladung der
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Monozyten/Makrophagen in den Efflux-Experimenten mit 40 pg/ml E-LDL
vorgenommen, zumal damit auch eine Vergleichbarkeit mit anderen am Institut

durchgefuhrten Experimenten gegeben war.

Spezifischer Efflux [%]

0 T
5ug E-LDL 20pg E-LDL 40pg E-LDL 60pg E-LDL 80pg E-LDL

Abb. 5: Abhangigkeit des Cholesterin- und Phospholipideffluxes von der
Beladung. Die Versuche wurden in zwei unabhdngigen Experimenten an jeweils
750.000 ausgesaten Monozyten durchgefiihrt. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte
Standardabweichung (SD) von zwei Experimenten.

Zusammenfassend fuhrte die Beladung von 750.000 ausgesaten Monozyten
mit 40 uyg/ml E-LDL zu einem optimalen Ergebnis hinsichtlich des spezifischen
Lipideffluxes. Dabei wurde ein spezifischer Lipidefflux von 3-4 % flr Cholesterin
und 4-5% fur Phospholipide erreicht, der jedoch auch eine gewisse

Schwankungsbreite aufwies.

3.1.2 Einfluss des Entladungsmediums auf den spezifischen Efflux

In den Efflux-Experimenten an Fibroblasten enthielt das Entladungsmedium
jeweils 0,2 % BSA. Da von Fibroblasten ein héherer Wert fur den spezifischen

Efflux erhalten wurde, wurde versucht, diese Inkubation mit BSA im
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Entladungsmedium auch auf das Monozyten/Makrophagen-Modell zu

ubertragen.
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Abb. 6: Abhingigkeit des spezifischen Cholesterin- und Phospholipideffluxes von
der dem Entladungsmedium zugesetzten BSA-Menge. Als Kontrolle (100 %
spezifischer Efflux) dienten Werte aus Medien, denen kein BSA zugesetzt wurde. Die
dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung (SD) der jeweiligen Anzahl
(n) an unabhangigen Experimenten.

In den Experimenten zeigte sich durchgehend eine hemmende Wirkung von
BSA auf den spezifischen Lipidefflux, welcher Uberwiegend auf einer Anhebung
des basalen Effluxes beruhte. So fuhrte bei Makrophagen schon der Zusatz von
0,1 % BSA zum Entladungsmedium zu einem Absinken des spezifischen
Effluxes von Cholesterin und Phospholipiden auf 60 % der Kontrolle. Dies
zeigte sich auch beim Zusatz von 0,2 % BSA, wobei hier nur noch ein Absinken

des spezifischen Effluxes auf 78 % der Kontrolle zu beobachten war (Abb. 6).

3.1.3 Abhangigkeit des Lipideffluxes von Monozyten-Spendern

Im Gegensatz zur Inkubation von Fibroblasten wurden im Modell mit primaren,
humanen Monozyten in den Experimenten jeweils Zellen von unterschiedlichen

Spendern verwendet, was eine zusatzliche Variable im Lipidefflux darstellte. Im
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Folgenden wurden die an zwei aufeinander folgenden Tagen gewonnenen
Monozyten unter Verwendung gleicher Materialchargen hinsichtlich des

Effluxes von Cholesterin und Phospholipiden verglichen (Abb. 7).

HE FC, basal
[ FC, ApoA-I
10 l - I PL, basal
T 1 PL, ApoA-I
8 -
S
X 6
é T
L
4 -
) '
0 . [ I
Spender 1 Spender 2

Abb. 7: Abhangigkeit des Cholesterin- und Phospholipideffluxes von
verschiedenen Monozyten-Spendern. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte +
Standardabweichung (SD) aus einem Experiment mit 3-fach Bestimmung.

Bei der identischen Beladung der Monozyten/Makrophagen von zwei
verschiedenen Spendern zeigten sich sowohl im basalen als auch im
spezifischen Lipidefflux deutliche Unterschiede. So ergab sich fur Spender 1 ein
spezifischer Cholesterinefflux von 5,3 % (4,1 % basal) gegenuber 3,1 % (2 %
basal) fur Spender 2. Ebenso deutliche Differenzen waren im spezifischen
Phospholipidefflux mit 5,3 % (4,7 % basal) fur Spender 1 gegenuber nur 2,9 %
(7,5 % basal) fur Spender 2 zu beobachten.

3.1.4 Abhangigkeit des Lipideffluxes von Plasmaspendern

Mit der Expression von Scavengerrezeptoren haben Makrophagen die
Mdglichkeit, unkontrolliert modifiziertes LDL aufzunehmen. Im Gegensatz zu
Fibroblasten werden Monozyten/Makrophagen mit modifiziertem LDL beladen.
Die Inkubation von Makrophagen mit enzymatisch modifiziertem LDL fuhrt zwar

einerseits zu einer starkeren Beladung mit Lipiden, andererseits verzichtet man
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dadurch auf eine definierte Beladung mit Cholesterin, da LDL von
verschiedenen Plasmaspendern verwendet wird. Dieser Einflussfaktor von
Plasmaspendern auf den Lipidefflux zeigte sich in Experimenten an Monozyten
eines Spenders (Abb. 8) durch Beladung der Zellen mit jeweils 40 ug/ml E-LDL

von drei verschiedenen Plasmaspendern (E-LDL 1 bis E-LDL3).

14 - I FC basal
[ FC ApoA-|
. I PL basal
12 1 PL ApoA-I
10 ~ o
SIEE
x
=
= J
T 6
4 -
2 -
O -
E-LDL 1 E-LDL 2 E-LDL 3

Abb. 8: Abhangigkeit des Cholesterin- und Phospholipideffluxes von
verschiedenen Plasmaspendern. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte =+
Standardabweichung (SD) aus einem Experiment mit 3-fach Bestimmung.

Eine Beladung von Monozyten mit E-LDL von verschiedenen Spendern
innerhalb eines Versuchsansatzes zeigte in Abhangigkeit vom verwendeten E-
LDL sowohl Schwankungen im basalen (3,13 % bis 4,96 % fur Cholesterin und
4,72 % bis 5,62 % fur Phospholipide) als auch im ApoA-l stimulierten Efflux
(7,45 % bis 12,49 % fur Cholesterin und 7,44 % bis 10,2 % fur Phospholipide).
Daraus ergaben sich fur FC mit 4,3 % bis 7,5 % sowie fur PL mit 2,7 % bis

5,5 % auch groRRere Unterschiede im spezifischen Lipidefflux.
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3.2 Etablierung einer ESI-MS/MS-basierten Analytik des
Lipideffluxes

Eine Analytik des Lipideffluxes mittels Massenspektrometrie liefert umfassende
und zugleich detaillierte Informationen, z. B. Uber die einzelnen Lipidklassen
sowie Fettsaure-Muster der Lipide. In Vorarbeiten von Dr. Liebisch wurde die
Quantifizierung der zellularen Lipide um eine Cholesterinbestimmung erganzt
sowie auf Medien ausgeweitet, was die Berechnung des prozentualen
Lipideffluxes ermdglicht. Ebenso kann durch die Verwendung deuterierter
Spezies die Biosynthese sowie der Stoffwechsel der einzelnen Lipide

betrachtet werden.

3.2.1 Vergleich des Lipideffluxes zwischen MS und radioaktivem Label

Um die Vergleichbarkeit der beiden Methoden darzustellen, wurden
Monozyten/Makrophagen in einem parallelen Versuchsansatz einerseits mit
C-Cholesterin und ®H-Cholin, andererseits fiir die Quantifizierung mittels MS

ungelabelt inkubiert.

207 I Basal 20 7
1 ApoA-I T
15 A 15
= T
X
E 10 10
=
L
5 A 5
0 . . - 0 r , .
14-*C- Label FC (MS) 3-*H- Label PC+SPM (MS)

Abb. 9: Vergleich des Cholesterin- und Phospholipideffluxes zwischen
radioaktivem Label und MS in Monozyten/Makrophagen (n=1). In der MS-Analytik
wurden die Werte fur PC und SPM zu PL zusammengefasst, was den nach aul3en
transportierten *H-Cholinwerten entspricht. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte +
Standardabweichung (SD) aus einem Experiment mit 3-fach Bestimmung
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Abb. 10: Vergleich des Cholesterin- und Phospholipideffluxes zwischen
radioaktivem Label und MS in Monozyten/Makrophagen (n=8). Die dargestellten
Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung (SD) aus acht unabhangigen
Experimenten jeweils mit 3-fach Bestimmung.

Aus Abbildung 9, welche Werte aus einem Experiment (n=1) mit Schaumzellen
darstellt, ergab sich hinsichtlich beider Methoden eine gute Vergleichbarkeit
sowohl des basalen als auch des ApoA-l spezifischen Effluxes. In der MS-
Analytik zeigten sich dabei geringflgig hdohere Werte fur den spezifischen
Lipidefflux; dies leitete sich aus den etwas niedrigeren Werten flr basalen
Lipidefflux ab.

Vergleicht man die beiden Methoden Uber mehrere Experimente (n=8) hinweg,
setzt sich dies bei deutlich groleren Standardabweichungen fort, siehe
Abbildung 10. Dabei zeigten sich im Vergleich der beiden Methoden mit der
MS-Analytik leicht erhdhte Werte im Cholesterinefflux sowie etwas erniedrigte
Werte im PL-Efflux. Fur Fibroblasten ergaben sich in mehreren, hier nicht
abgebildeten Experimenten ahnliche Ergebnisse, welche jedoch etwas weniger

starken Schwankungen unterlagen.

In den obigen Abbildungen 9 und 10 zeigte sich sowohl im basalen als auch im
spezifischen PL- und FC-Efflux bei Monozyten/Makrophagen eine gute

Korrelation der beiden Methoden.
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3.2.2 Effluxmodell mit Fibroblasten

3.2.2.1 Vergleich der Lipidmuster von Zellen und Entladungsmedien

Mit Hilfe der MS koénnen aus einer Probe neben Phosphatidylcholin (PC),
Sphingomyelin (SPM) und FC weitere Lipidspezies, wie
Phosphaditylethanolamin (PE), Phosphatidylserin (PS), Lyso-PC (LPC),
Ceramid (Cer) und CE, sowohl in Zellen als auch in Medien quantifiziert

werden.

70 7 I Zellen (total: 411,8 nmol/mg)
65 - [ Medien, basal (total: 12,1 nmol/mg)

60 4 I Medien, ApoA-| - K (total: 28,9 nmol/mg)

55
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3 |
.- S R .

PC SPM PE PS LPC CE FC

Anteil am Gesamtlipid [mol%]

Abb. 11: Hauptlipide in Fibroblasten und Medien. Die dargestellten Werte sind
Mittelwerte + Standardabweichung (SD) aus einem Experiment mit 3-fach Bestimmung.
In Klammern ist jeweils die Gesamtmenge der analysierten Lipide der Fraktion/mg
Zellprotein angegeben.

Fibroblasten zeigten =zellular einen sehr hohen Anteil an unverestertem
Cholesterin (FC, ca. 60 %), dagegen aber nur gut 10 % CE und knapp 20 %
PC. Im basalen, BSA-haltigen Medium fiel der bis Uber 30 % grof3e Anteil an
LPC auf, welcher nur basal, d.h. nicht aufgrund einer Stimulation mit ApoA-I
nach aul3en transportiert wird. Subtrahiert man die basale von der durch ApoA-|
nach auflen transportierten Menge an Lipid, erhalt man die tatsachlich auf

Induktion durch ApoA-| spezifisch transportierte Lipidmenge; diese setzte sich
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zu jeweils knapp 45 mol % aus FC und PC, sowie zu ca. 10 mol % aus SPM

Zusammen.

Wahrend PS, das noch zu beinahe 5 % in basalen Medien nachgewiesen
werden konnte, nahmen PE, LPC und CE in spezifisch nach aulten
transportierten Medien (ApoA-I — K, K = Kontrolle) nur einen verschwindend

geringen Anteil am Gesamtlipid ein.

PL/TC PC/SPM CE/FC
Zellen 0,5+0,3 2,8+0,4 0,15+ 0,05
Basale Medien 0,9+0,2 1,3+£0,2

Spezifische Medien | 0,9+0,2 3,8+£0,7

Tab. 2: Verhdltnisse der Lipidspezies in Fibroblasten und Medien. “PL" stellt die
Summe der Werte fur PC, SPM, PE, PS und LPC dar. ,TC* bezeichnet die Summe von
FC und CE. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung (SD) aus
drei unabhangigen Experimenten mit 3-fach Bestimmung.

In Fibroblasten ergab sich ein mehr als sechsfacher Uberschuss von freiem
Cholesterin gegenuber CE. Vergleicht man die Verhaltnisse von Phospholipiden
und TC in Zellen gegenilber spezifisch nach auf3en transportierten Medien, so
ergab sich mit 0,5 in Zellen ein niedrigeres PL/TC-Verhaltnis als mit 0,9 in
Medien. Dabei fiel der Uberschuss von PC gegeniiber SPM (2,8-fach) in Zellen
ebenso auf wie das beinahe ausgeglichene PC/SPM-Verhaltnis von 1,3 in
basalen Medien. Letzteres steigerte sich jedoch in spezifisch nach aul3en

transportierten Medien auf einen annahernd vierfachen Uberschuss von PC.

3.2.2.2 Speziesprofil von Phosphatidylcholin

Zur naheren Charakterisierung des Effluxes wurde die Zusammensetzung von
Zellen und Medien bezlglich der PC-Spezies analysiert. Aus den Werten
,Medien, ApoA-lI — K* in Abbildung 12 A) sowie v. a. aus Abbildung 12 B) ist
abzulesen, ob eine bestimmte Spezies spezifisch nach Induktion durch ApoA-I

nach auf3en transportiert wird (positive Werte in Abb. 12 B).
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Abb. 12: PC-Spezies in Zellen und Medien. Dargestellt sind die prozentualen Anteile
der einzelnen PC-Spezies am Gesamt-PC (A) sowie die Anderung des ApoA-I
spezifischen Effluxes (ApoA-I — K) der einzelnen PC-Spezies bezogen auf den gesamten,
ApoA-I spezifischen PC-Efflux (100 %) (B). Der PC-Efflux betrug 14,5% = 0,7 %.
Spezies, die weder in Fibroblasten noch in Monozyten/Makrophagen einen Anteil von
5 % erreicht hatten, wurden nicht abgebildet. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte +
Standardabweichung (SD) aus einem Experiment mit 3-fach Bestimmung.

In der obigen Abbildung 12 wies die PC-Spezies 34:1 den hochsten Anteil in
Zellen und Medien auf (Abb. 12 A) und verzeichnete dabei eine Steigerung von

uber 40 % (Abb. 12 B) gegenuber dem gesamten ApoA-l spezifischen PC-
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Efflux. Insgesamt wurden in Fibroblasten mit den Spezies PC 32:1, 34:1 und
36:1 Uberwiegend einfach ungesattigte PC-Spezies spezifisch via ABCA1
transportiert. Dies zeigte sich am deutlichsten fur die Hauptspezies PC 34:1 in
einem Anstieg des prozentualen Anteils von 26,9 % in Fibroblasten auf 31,6 %
im ApoA-l spezifischen Medium (Abb. 12 A) sowie einer damit verbundenen
Steigerung des ApoA-l spezifischen Effluxes um 41,2 % gegenuber dem
gesamten ApoA-l spezifischen PC-Efflux (Abb. 12 B). Die zweifach
ungesattigten PC-Spezies PC 34:2 und PC 36:2 hingegen, welche mit 7 % und
12,9 % zu den Hauptspezies zahlten, zeigten wie auch die mehrfach
ungesattigten Spezies PC 36:3/4 und PC 38:5 in den spezifisch nach aul3en
transportierten Medien einen geringeren prozentualen Anteil als zellular (Abb.
12 A) sowie einen reduzierten Efflux im Vergleich zum gesamten ApoA-I
spezifischen PC-Efflux (Abb. 12 B). Der Anteil einfach ungesattigter PC-Spezies
am gesamten ApoA-l spezifischen PC-Efflux um 33,7 % % 10,6 % erhoht,
wahrend sich Anteil mehrfach ungesattigter PC-Spezies um 22,0 % + 15,8 %

reduzierte.

3.2.2.3 Speziesprofil von Sphingomyelin
Wie aus Abbildung 13 ersichtlich, stellte SPM 16:0 mit knapp 45 % die

dominierende Spezies im SPM-Muster sowohl der Zellen als auch der Medien
dar (Abb. 13 A), zeigte dabei aber nur eine marginale Steigerung des ApoA-I
spezifischen Effluxes gegeniber dem gesamten ApoA-l spezifischen SPM-
Efflux (Abb. 13 B). Die Spezies SPM 14:0, SPM 16:1 und SPM 24:2 hatten zwar
in Fibroblasten einen zellularen Anteil von knapp unter 5 % (Abb. 13 A), wiesen
aber mit einem Anstieg von ca. 50 % (SPM 14:0 und 16:1) sowie von ca. 80 %
(SPM 24:2) gegenuber dem gesamten ApoA-l spezifischen SPM-Efflux einen
deutlich erhdohten ApoA-l spezifischen Efflux auf. Die Spezies 24:1 und 24:0
hingegen fanden sich in Zellen zu etwas hoheren Anteilen als in Medien (Abb.
13 A) und stellten auch im ApoA-| spezifischen Efflux mit -23,7 % (SPM 24:1)
sowie mit -77,3 % (SPM 24:0) einen niedrigeren prozentualen Anteil dar als der
gesamte ApoA-| spezifische SPM-Efflux (Abb. 13 B).
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Abb. 13: SPM-Spezies in Fibroblasten und Medien. Der ApoA-l spezifische SPM-
Efflux in dem dargestellten Experiment betrug 54 % % 0,3 %. Durchfiihrung und
Berechnung analog Abbildung 12.

3.2.2.4 Speziesprofil der Cholesterinester

Bei der Entladung von Zellen mit HDL3; konnte eine partielle Beladung der

Zellen mit Cholesterin beobachtet werden; weiter war es aufgrund des grofl3en
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Cholesteriniberschusses im Entladungsmedium nicht mdglich, plausible Werte
fur den HDLj; spezifischen Efflux zu messen. In Folge dessen wurden im
gleichen Ansatz Fibroblasten zusatzlich zur Inkubation mit 10 pg/ml
ethanolischer Cholesterinlésung ('2C) gleichzeitig mit 5 pg/ml "*Cs-Cholesterin
beladen, um eine eventuelle Beladung durch HDL3; nachzuvollziehen. In
Abbildung 14 wurde zunachst die prozentuale zellulére Verteilung von ?C-CE
und "*C;-CE gezeigt.

Anteil am Gesamt-"°CE [%]
Anteil am Gesamt-">CE [%]

Q N Q S N QS > © 0 N N Q S N K
P @ @ @ S ® @ @ @ @&
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Abb. 14: Prozentuale Verteilung der CE-Spezies in Fibroblasten. Die Fibroblasten
wurden unter Zusatz von 5 ug/ml '*Cs-Cholesterin mit 10 pg/ml ethanolischer
Cholesterinldsung  beladen; die dargestellten Werte sind Mittelwerte +
Standardabweichung (SD) aus einem Experiment mit 6-fach Bestimmung.

Aus der obigen Abbildung ist der beinahe identische prozentuale Einbau von
Fettsauren in die CE von natirlichem '>C-Cholesterin (**CE, links) sowie von
3Cs-Cholesterin ("*CE, rechts) ersichtlich, wobei CE 16:0 mit ca. 40 % in
Fibroblasten die dominierende Spezies darstellte. Bei der Veresterung von *Cs-
FC wurde im Gegensatz zu "?C-FC ein geringerer Anteil von CE 18:2 gefunden,
wahrend CE 18:1 und CE 18:0 einen etwas hoheren Anteil aufwiesen. Ferner
stellten die CE-Spezies mit den FS 18:1 und 18:0 mit 18 % bzw. 15 % neben
CE 16:0 die Hauptspezies dar. Kumulativ ergab sich mit 3,85 nmol/mg ein
knapp halb so groRer Einbau von 'Cs-Cholesterin in CE gegeniiber den
natlirlichen '°C-Spezies (8,79 nmol/mg). Betrachtet man die zellularen CE-
Verhaltnisse nach Entladung mit ApoA-l im Vergleich zum beladenen Zustand,

stellten sich kaum Unterschiede in der prozentualen Verteilung der einzelnen
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Spezies dar; nach Entladung der Fibroblasten mit 100 ug/ml HDL; fiel jedoch
die starke prozentuale Zunahme der >C-CE 18:2 (von 4,9 % auf 15,5 % der
Gesamt-CE) auf.

Dies wurde in der Darstellung der absoluten Menge der entsprechenden CE-
Spezies nach der Entladung mit ApoA-I/HDL3 (vgl. Abbildung 15) noch

deutlicher.
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Abb. 15: Anteil verschiedener CE-Spezies in Fibroblasten. Im Anschluss an die in
Abbildung 14 beschriebene Beladung wurden die Zellen durch Zugabe von 10 ug/ml
ApoA-I bzw. 100 pg/ml HDL; tGber 20 h entladen. Zur Entfernung von anhaftendem HDL;
wurden die Zellen vor der Aufarbeitung drei Mal mit PBS gewaschen. Die dargestellten
Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung (SD) aus einem Experiment mit 6-fach
Bestimmung.

Hierbei zeigte sich eine durchgehende Abnahme der dargestellten CE-Spezies
sowohl auf Entladung mit ApoA-l als auch mit HDL3; diese fiel mit einer
Reduktion von 1,5 nmol/mg auf weniger als 0,6 nmol/mg durch HDL; fur 3C,-
CE 16:0 am deutlichsten aus, wobei die Entladungseffekte von HDL3 im
Gegensatz zu ApoA-l bei den ?C-CE-Spezies weniger deutlich ausgepragt
waren. Fur CE 18:1 kehrte sich dieser Entladungseffekt durch HDL3 bei den
naturlichen CE-Spezies um, so dass nur noch eine leichte Verringerung der
zellularen CE beobachtet werden konnte. Bei CE 18:2 hingegen kam es zu
einer Verdopplung auf ca. 1 nmol/mg Zellprotein gegeniuber nicht entladenen
Kontrollzellen und somit fur diese CE-Spezies zu einer deutlichen Beladung
durch HDLs.

Dabei stellten jedoch CE 18:1 (17,9 %) und v. a. CE 18:2 (48,9 %) auch den
prozentual hochsten Anteil der CE-Spezies im HDL;-Partikel dar (vgl. Tab. 3).
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CE16:11 |[CE16:0 |CE18:2 |CE18:1 |CE18:0
LDL 50+£09% |98%£0,8% | 559%3,3% | 151£1,3% | 6,2%0,6%
E-LDL 52+06% |97£09% |53,2£59% | 14,9£1,6% | 59%0,3%
HDL; 81%1,1% | 11,2£0,6% | 48,9£3,8% | 17,921,0% | 0,9+0,1%

Tab. 3: Anteil der Cholesterinester in verschiedenen Lipoproteinklassen. Die dargestellten
Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung (SD) aus drei unabhangigen Experimenten mit 3-
fach Bestimmung.

3.2.3 Lipidmuster im Effluxmodell an Monozyten/Makrophagen

Nachfolgend ist die wunter 3.2.2 beschriebene Charakterisierung des
Lipideffluxes mit Hilfe der MS-basierten Analytik fur Monozyten/Makrophagen

dargestellt.

3.2.3.1 Vergleich der Lipidmuster von Zellen und Entladungsmedien

Am Modell E-LDL-beladener Monozyten/Makrophagen zeigte sich zellular mit
ca. 60 % der sehr hohe Anteil an Cholesterin, wovon gut 20 % als CE und 40 %
unverestert vorlagen. Mit 20 % am zellularen Lipid stellte PC den dritten
Hauptbestandteil dar, wogegen SPM, PE, PS und LPC jeweils einen Anteil von
weniger als 10 % an den gemessenen Lipiden aufwiesen. Im basalen Medium
fiel mit Uber 20 % der hohe, basal nach auf3en transportierte Anteil an CE auf,
welcher aber nur basal, d.h. nicht aufgrund einer Stimulation mit ApoA-I nach
aullen transportiert wird. PC und FC hingegen wurden zwar basal ins Medium
transportiert, jedoch vergroRerte sich ihr prozentualer Anteil im spezifisch nach
aullen transportierten Medium von 11 % auf 18 % (PC) bzw. von 54 % auf 65 %
(FC).

SPM wies in Zellen und Medien jeweils einen Anteil von ca. 10 % auf. PS und
PE wurden kaum (= 3 %) ins Medium abgegeben, stellten aber mit etwas

weniger als 5 % auch nur einen kleinen Anteil am zellularen Gesamtlipid dar.
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I Zellen (807 nmol/mg)
65 A 1 Medien, basal (14,2 nmol/mg)
60 - B Medien, ApoA-I - K (20,2 nmol/mg)

Anteil am Gesamtlipid [mol %]
w
a

0 - .
PC SPM PE PS LPC CE FC

Abb. 16: Hauptlipide in Monozyten/Makrophagen und Medien. Die dargestellten
Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung (SD) aus einem Experiment mit 3-fach
Bestimmung. In Klammern ist jeweils die Menge an Gesamtlipid der Fraktion/mg
Zellprotein angegeben.

LPC dagegen war zu einem verschwindend geringen prozentualen Anteil in

Zellen und Medien von beladenen Monozyten/Makrophagen vorhanden.

PL/TC PC/SPM CE/FC

Zellen 0,7+0,05 2,2+0,05 0,6+0,3

Basale Medien 0,3 +0,05 1,2+0,1 0,3+0,2

Spezifische Medien 0,4+0,1 1,8+0,1

Tab. 4: Verhéltnisse der Lipidspezies in Monozyten/Makrophagen und Medien.
Bezeichnungen analog Tab. 2. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte =

Standardabweichung (SD) aus drei unabhangigen Experimenten mit 3-fach Bestimmung.

Monozyten/Makrophagen zeigten in den spezifisch nach aul3en transportierten
Medien einen annahernd zweifach hdheren Cholesteringehalt (,total
cholesterol“, TC) gegentber PL, wobei mehr als doppelt so viel PC als SPM

vorlag. Hinsichtlich der zellularen Lipidverhaltnisse war in Schaumzellen mit
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einem PL/TC-Verhaltnis von 0,7 ein leichter Uberschuss an Cholesterin zu
beobachten; hierbei zeigte sich zellular sogar ein zweifach héherer PC-Gehalt
gegenuber SPM. In den basalen Medien lag bei einem mehr als dreifachen
Uberschuss von TC gegeniiber PL ein beinahe ausgeglichenes PC/SPM-
Verhaltnis von 1,2 vor. Letzteres steigerte sich in spezifischen Medien auf einen

knapp zweifachen Uberschuss von PC.

3.2.3.2 Speziesprofil von Phosphatidylcholin
Das in Abbildung 17 dargestellte Muster der PC-Spezies wies PC 34:1 und PC

34:2 als Hauptkomponenten sowohl in Monozyten/Makrophagen als auch in
Medien aus, wobei sich deren prozentualer Anteil von zellular ca. 19 % auf
20,3 % (PC 34:2) bzw. von 18,3 % auf 22,1 % (PC 34:1) in den ApoA-I
spezifisch nach aulden transportierten Medien erhdhte (Abb. 17 A). Dabei wurde
auch eine Erhdhung des ApoA-l spezifischen Effluxes um 18,3 % (PC 34:2)
sowie um 56,7 % (PC 34:1) bezogen auf den gesamten ApoA-l spezifischen
Efflux beobachtet. Ein ahnliches Verhalten konnte bei den PC-Spezies PC 32:1,
PC 32:0 und der alkylierten Spezies PC-O-34:1 beobachtet werden, fur welche
sich ein hoherer prozentualer Anteil in Medien als in Zellen (Abb. 17 A) sowie
eine Steigerung des ApoA-l spezifischen PC-Effluxes um 51,2 % (PC 32:1),
28,1 % (PC 32:0) und 26,9 % (PC-0O-34:1) errechnete (Abb. 17 B). Dagegen
zeigten sich fur die weiteren Hauptspezies in Monozyten/Makrophagen, PC
36:3 (18,1 %) und PC 36:2 (14,3 %), zellular héhere Werte als in ApoA-l
spezifisch nach aufien transportierten Medien (12,4 % bzw. 11,6 %) sowie in
basalen Medien (ca. 11 % fur beide PC-Spezies). Ferner konnte sowohl fur die
Spezies PC 36:3 mit -23,2 % als auch fur PC 36:2 mit -20,7 % ein deutlich
erniedrigter Anteil am ApoA-l spezifischen Efflux gegenliber dem gesamten
ApoA-l spezifischen PC-Efflux beobachtet werden. Insgesamt zeigten die
langkettigeren PC-Spezies (mit den zu geringeren prozentualen Anteilen
vorhandenen Spezies PC 36:4, 36:1, 38:5 und 38:4) ein kontrares Verhalten
gegenuber den kurzkettigeren PC-Spezies (PC mit 32 und 34 C-Atomen, Abb.
17 A).
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Abb. 17: PC-Spezies in Monozyten/Makrophagen und Medien. Der PC-Efflux in dem
dargestellten Experiment betrug 6,1 % + 0,3 %. Berechnung analog Abbildung 12.

Dies verdeutlichte sich flr die dargestellten PC-Spezies mit 32 und 34 C-
Atomen, fur welche in Abbildung 17 B) ein erhdhter ApoA-I| spezifischer Efflux
gefunden wurde - im Gegensatz zu den PC-Spezies mit 36 und 38 C-Atomen,
fur welche ein erniedrigter ApoA-l spezifischer Efflux beobachtet wurde. Der

Anteil einfach ungesattigter PC-Spezies steigerte sich um 27,6 % + 23,5 %,
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wahrend sich der Anteil mehrfach ungesattigten PC-Spezies am gesamten
ApoA-| spezifischen PC-Efflux um 20,6 % = 11,0 % erniedrigte.

3.2.3.3 Speziesprofil von Sphingomyelin
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Abb. 18: SPM-Spezies in Monozyten/Makrophagen und Medien. Der SPM-Efflux in
dem dargestellten Experiment betrug 3,4 % * 0,4 %. Berechnung analog Abbildung 12.

Das Spezies-Muster fur SPM zeigte in Monozyten/Makrophagen mit ca. 40 %
SPM 16:0 in Zellen und Medien als dominierende Spezies (Abb. 18 A), welche
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im ApoA-| spezifischen Medium mit +2,3 % jedoch nur einen leicht hdheren
Anteil aufwies als der gesamte ApoA-I spezifische SPM-Efflux (Abb. 18 B). In
Monozyten/Makrophagen stellten die Dihydrospezies Dihydro-SPM 16:0 mit ca.
20 % den zweithdchsten prozentualen Anteil der SPM-Spezies dar. Dihydro-
SPM 16:0 wies dabei ebenso wie SPM 24:1 in den ApoA-lI spezifisch nach
aullen transportierten Medien einen etwas geringeren prozentualen Anteil auf
als in Zellen (Abb. 18 A), was sich ferner in einem erniedrigten ApoA-I
spezifischen Efflux von -6,7 % (Dihydro-SPM 16:0) sowie von -21,1 % (SPM
24:1) aullerte (Abb. 18 B). Die Spezies SPM 14:0, SPM 16:1, SPM 22:0 und
SPM 24:0 stellten zwar in Monozyten/Makrophagen einen zellular etwas
geringeren Anteil von knapp 5 % dar (Abb. 18 A), wiesen aber mit ca. +50 %
(SPM 14:0 und 16:1), +61,8 % (SPM 22:0) und +12,4 % (SPM 24:0) einen
deutlich hoheren ApoA-lI spezifischen Efflux auf als der gesamte ApoA-I
spezifische SPM-Efflux.

3.2.3.4 Effluxprofil der PC- und SPM-Spezies unter Verwendung von

deuteriertem Cholin

Aufgrund der gréReren Mengen an PC, SPM und Cholesterin im HDL;-Partikel
ist eine Bestimmung des HDL3 spezifischen Effluxes (HDL3 — K) nicht moglich.
Dies kann jedoch unter Verwendung deuterierter Spezies, die nicht im HDLs-
Partikel vorkommen, umgangen werden. Zur Bestimmung des HDL;
spezifischen Effluxes wurden somit die Monozyten/Makrophagen zusatzlich zur
Beladung mit E-LDL mit 50 pug/ml Dg-Cholin inkubiert und der spezifische Efflux
fur ApoA-lI und HDL3; bestimmt. Die 24-stindige Inkubation mit Dg-Cholin
bewirkte dabei einen umgehenden Einbau in Dg-PC (74,5 % + 21 % des
gesamten PC) sowie in Dg-SPM (26,2 % + 11,9 % des gesamten SPM). Ferner
stellte sich neben dem ApoA-| spezifischen Efflux (4,6 % % 0,7 % fur De-PL)
auch der HDL; spezifische Efflux (5,0 % + 0,5 % fur Dg-PL) in einem ahnlichen
Rahmen dar wie der mittels Radioaktivitat ermittelte Efflux (5,8 % + 1,5 % fur
ApoA-l - K und 6,2 % = 1,2 % fur HDL3 — K). Die gebildeten Dg-PC und Do-
SPM-Spezies zeigten dabei ein den naturlich vorkommenden PC- und SPM-

Spezies weitgehend identisches Verteilungsmuster.
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Abb. 19: Deuterierte PC und SPM-Spezies in Monozyten/Makrophagen und
spezifischen Medien. Zusatzlich zur Berechnung analog Abbildung 12 wurden auch die
prozentualen Anteile der einzelnen PC- und SPM-Spezies am Gesamt-PC/SPM (A) in
HDL; spezifischen Medien sowie die Anderung der einzelnen PC- und SPM-Spezies
bezogen auf den gesamten, HDL; spezifischen PC-Efflux (B) dargestellt.
Ahnlich den Verhéltnissen der Experimente aus den Abbildungen 17 und 18,
stellten sich auch in diesem Ansatz die Spezies Dg-PC 34:2 (24,4 %) und Do-PC
341 (14,2%) sowie Do-SPM 16:0 (40,2%) als Hauptspezies in
Monozyten/Makrophagen dar (Abb. 19 A). Ebenso zeigte sich fur die einfach
ungesattigten PC-Spezies Dg-PC 32:1 (52,6 %) und Dgo-PC 34:1 (46,1 %) ein
erhohter Anteil am ApoA-l spezifischen Efflux (Summe der einfach
ungesattigten Dg-PC-Spezies: 41,9 % + 16,4 %), wahrend fur mehrfach
ungesattigte Dg-PC-Spezies um -21,2 % £ 9,3 % erniedrigter Anteil am ApoA-I
spezifischen Efflux zu beobachten war. Bezlglich des HDL3 spezifischen
Effluxes ergab sich flr die deuterierten PC-Spezies ein uneinheitliches Bild:
Wahrend die Hauptspezies Do-PC 34:2 einen erhohten HDL; spezifischen Efflux
(+25,9 %) aufwies, ergab sich fur die zweite Hauptspezies Dg-PC 34:1 ein um -

21,6 % erniedrigter Anteil am HDL; spezifischen Efflux. Abgesehen von Do-PC
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36:4 (+17,3 %), zeigten die langkettigeren Spezies Dg-PC 36:3/2 und Dg-PC
38:5/4 einen durchgehend erniedrigten HDL; spezifischen Efflux (ca. 60 % -
80 %). Dahingegen stellte sich bezuglich der SPM-Spezies mit einer vierfachen
Erhéhung fur Dg-SPM 14:0 sowie einer mehr als sechsfachen Erhéhung fur De-
SPM 16:1 ein sehr deutliches Bild dar, zumal sich auch fur die Spezies Dg-SPM
16:0 und Dg-Dihydro-SPM 16:0 ein leicht erhdhter HDL3 spezifischer Efflux (7 %
- 24 %) ergab. Dahingegen wiesen die Spezies Dg-SPM 24 einen reduzierten
Anteil am HDL; spezifischen Efflux von ca. -80 % bis -30 % auf.

3.2.3.5 Speziesprofil der Cholesterinester
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Abb. 20: CE-Spezies in Monozyten/Makrophagen. Durchfiihrung analog Abbildung
10.

Aus Abbildung 20 ist der beinahe identische Einbau der abgebildeten FS in '*C-
Cholesterin sowie von ">Cs-Cholesterin in Monozyten/Makrophagen ersichtlich;
bei der Beladung mit E-LDL konnte in Monozyten/Makrophagen mit mehr als
25 % eine verstarkte Bildung von CE 18:2 und 18:1 beobachtet werden. CE
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18:2 und CE 18:1 stellten auch die Hauptspezies in LDL und E-LDL (vgl.
Tabelle 3) dar. Den drittgréoten Anteil am CE-Pool stellte CE 20:4 mit ca. 15 %;
CE 16:1, die Hauptspezies in Fibroblasten, wies in Monozyten/Makrophagen

einen Anteil von ca. 13 % am CE-Pool auf.

Wie schon aus Abbildung 16 ersichtlich, waren im Effluxmodell mit
Monozyten/Makrophagen CE in Medien zu detektieren. Nachfolgend wurde in
einem Experiment unter Verwendung einer zusatzlichen Beladung mit 3C,-
Cholesterin die bei der Entladung durch ApoA-l und HDL3 nach auf’en
transportierte Menge an 3C4-CE sowie deren Spezies-Muster in Makrophagen

und den jeweiligen nach aulden transportierten Medien untersucht.

HE Makrophagen (49,2 nmol/mg)
[ 1 Medien, basal (0,31 nmol/mg)
1 Medien, ApoA-I - K (0,32 nmol/mg)
I Medien, HDL, - K (1,89 nmol/mg)
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Abb. 21: CE-Spezies in Monozyten/Makrophagen und Medien. Durchfiihrung analog
Abbildung 10. In Klammern ist jeweils die Menge an Cholesterinestern der Fraktionen pro
mg Zellprotein angegeben. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte =+
Standardabweichung (SD) aus einem Experimenten mit 6-fach Bestimmung.

Ahnlich wie in anderen Versuchen (vgl. Abbildung 20) ergab sich in diesem
Experiment ein zellulares Verteilungsmuster der CE-Spezies, in welchem CE
18:2 mit 32,4 % die Hauptspezies der abgebildeten CE darstellte (Abb. 21). CE
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18:2 wies mit 34,5 % in basalen Medien sowie mit 28,0 % in ApoA-I spezifisch
nach aullen transportierten Medien einen den zelluldaren Verhaltnissen
vergleichbaren prozentualen Anteil auf; in HDL3; spezifisch nach aul3en
transportierten Medien erreichte CE 18:2 sogar einen Anteil von 49,4 % + 5,7 %
der dargestellten CE-Spezies. Gleichzeitig kam es bei der Entladung mit HDL;
zu einem Anstieg an LPC (ca. 2,5-fach) im Entladungsmedium. Dabei stellten
aber auch CE 18:2 (mit knapp 50 % der CE) und PC 34:2 (ca. 35 % der PC)

prozentual den Haupteil der jeweiligen Spezies im HDL3-Partikel.

Die beiden weiteren zellularen Hauptspezies CE 18:1 (26 %) und 20:4 (16 %)
dagegen machten in ApoA-l spezifischen Medien nur noch einen Anteil von
22 % bzw. 12 % und in HDL3; spezifischen Medien sogar nur noch einen Anteil
von 16 % bzw. 10 % aus. CE 16:1 zeigte in ApoA-I spezifischen Medien einen
Anstieg auf knapp 17 %, wahrend es sich in HDL3 spezifischen Medien von
zellular 13 % auf 10 % verringerte. CE 16:0, das in Fibroblasten mit ca. 40 %
die Hauptspezies darstellte, verzeichnete sowohl fur ApoA-I- als auch fir HDL;
spezifische Medien einen Anstieg von 5 % in Makrophagen auf ca. 12 % in

diesen beiden Medien.
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3.3 Modulation des Lipideffluxes durch Sphingolipide und
Rolle der PKC

Aus Vorarbeiten am Institut mit Fibroblasten sowie aus der Literatur (Mendez et
al. 1991; Trimbach 1997) gab es Hinweise auf einen PKC- und Efflux

modulierenden Einfluss von Sphingolipiden.

3.3.1 Einfluss von Sphingolipiden auf den Lipidefflux

Der Einfluss der Sphingolipide sollte zuerst an Fibroblasten und
Monozyten/Makrophagen (6.3.3) im Effluxmodell Gberprift und nachfolgend
anhand von Expressionsdaten der PKC-Isoformen mittels Western-Blot naher

untersucht werden.
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Abb. 22: Modulation des spezifischen Lipideffluxes durch Sphingolipide in
Fibroblasten. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen (SD)
aus drei unabhangigen Experimenten mit 3-fach Bestimmung.

Flr Cg-Ceramid (Cer) zeigte sich die konzentrationsabhangige (3-30 uM)
Absenkung des spezifischen Lipideffluxes auf ca. 55 % der Kontrolle. Dieser

Effekt war bei Sphingosin (Sph, 2-10 uM) noch starker ausgepragt und erreichte
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bei 10 uM Konzentration nur noch knapp 40 % der jeweiligen Kontrollen. Auch
die Zugabe von Sphingosin-1-Phosphat (S1P) (SpP, 2-10 uM) sowie des
Sphingosinkinase-Inhibitors Dimethylsphingosin (DMS, 10 pM) ergab eine
Hemmung des spezifischen Lipideffluxes, welche jedoch nur gut 60 % betrug.
Niedrigere Konzentrationen an DMS hatten keinen modulierenden Einfluss auf
den spezifischen Lipidefflux, jedoch zeigten sich bei Konzentrationen Uber 10

MM zelltoxische Effekte.

Die aus den Efflux-Experimenten mit Fibroblasten erhaltenen Ergebnisse
konnten im Modell mit Monozyten/Makrophagen nur bedingt bestatigt werden.

Vor allem flr Ceramid ergaben sich kontrare Resultate.
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Abb. 23: Modulation des spezifischen Lipideffluxes durch Sphingolipide in
Monozyten/Makrophagen. Die  dargestellten  Werte sind  Mittelwerte
Standardabweichungen (SD) von 3 unabhangigen Experimenten mit 3-fach Bestimmung.

Im Gegensatz zu Fibroblasten zeigte sich in Monozyten/Makrophagen mit Cer
(3-30 uM) ein konzentrationsabhangiger Anstieg sowohl des Cholesterin- als
auch des Phospholipideffluxes. Ebenso ergaben sich fur Sph und S1P

unterschiedliche Ergebnisse; wahrend fir Sph im FC-Efflux noch eine
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konzentrationsabhangige Hemmung zu beobachten war, schien sich der
hemmende Effekt fir S1P (SpP, 2 uM und 4 uM) bei héheren Konzentrationen
(10 uM) wieder aufzuheben. DMS (10 uM) zeigte auch in Schaumzellen mit bis

zu ca. 60 % der Kontrolle eine deutliche Hemmung des Lipideffluxes.

3.3.2 Proteinexpression der PKC-Isoformen in Fibroblasten und
Monozyten/Makrophagen

Aufgrund der teilweise kontraren Ergebnisse im Lipidefflux an Fibroblasten und
Monozyten/Makrophagen wurde zunachst untersucht, ob dies eventuell in einer

Expression unterschiedlicher PKC-Isoformen begrindet sein kénnte.
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Abb. 24: PKC-Expressionsmuster humaner Fibroblasten (F1 und F2). Nach
elektrophoretischer Auftrennung der homogenisierten Zellen und dem Transfer wurden
die Membranen in 10 gleich grof3e Stlicke geschnitten und tber Nacht mit dem jeweiligen
Primarantikdrper inkubiert. Dargestellt sind jeweils Ausschnitte der Blots zwischen 97 und
66 kDa.

Aus den in Abbildung 24 gezeigten Ausschnitten der Western-Blots ist
ersichtlich, dass in humanen Fibroblasten PKC & die am starksten exprimierte
Isoform darstellte. FUr Spender ,F1“ lielen sich daneben die ahnlich stark
exprimierten Isoformen von PKC B, € und { detektieren, welche in Fibroblasten

von ,F2“ deutlich schwacher exprimiert sind als PKC 6.

-59-



Ergebnisse

M1: B B Y 6 13 n 4 I a J

M2: B Bu Y S € n 4 ! a 5

[ 4
»
F =

M3: Bi Bu N 8 € n 4 ! a 5

Abb. 25: PKC-Expressionsmuster verschiedener Monozyten-Spendern (M1, M2
und M3) in Cytosol (C)- und Membranfraktionen (M) von mit 40 pg/ml E-LDL-
beladenen Makrophagen. Von beiden Fraktionen der beladenen Zellen wurden jeweils
200 pl in die Geltaschen gegeben; nach dem Transfer wurden die Membranen in 10
gleich groRe Sticke geschnitten und Uber Nacht mit dem jeweiligen Primarantikdrper
inkubiert. Dargestellt sind jeweils Ausschnitte der Blots zwischen 97 und 66 kDa.

Wie in Fibroblasten, ergab sich auch in Schaumzellen von Monozyten fur PKC
Bi und C ein spenderabhangiges Expressionsmuster. PKC ) hingegen lief3 sich

in humanen Fibroblasten nicht im Western-Blot nachweisen.

Im Modell fir E-LDL beladene Monozyten/Makrophagen waren vier Isoformen
detektierbar (vgl. Abbildung 25). Die dominierende Isoform stellte PKC & dar,
wobei man jedoch keine uUberwiegende Lokalisation (im Cytosol oder an der
Membran) zuordnen konnte. In Abhangigkeit vom Monozyten-Spender ergaben
sich teilweise unterschiedlich starke Banden flr die jeweiligen Isoformen B, By
und ¢ bezuglich deren Lokalisation im Cytosol (inaktiv) im Gegensatz zu

Membran (aktivierte Form). Insgesamt lie3 diese Lokalisation aber nur bei
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Spender ,M 2“ auf ein Vorliegen der Isoformen B, By und & in der
membrangebundenen, aktivierten Form schlieRen, wahrend dies bei den
Monozytenspendern ,M 1“ und ,M 3“ aber nicht zu beobachten war. Fir PKC ¢
war eine durchgangige Lokalisation (M 2 und 3, M 1 nur mit geringer
Expression) im Cytosol (inaktiver Zustand) zu beobachten. Weitere, bzw. die in
Fibroblasten gefundene Isoform PKC ¢ (s. Abbildung 24) konnten in

Schaumzellen nicht nachgewiesen werden.

3.3.3 Modulation der PKC-Expression

Im Anschluss an die obigen Ergebnisse wurde die in der Literatur beschriebene
Downregulation der PKC durch PMA (Hardy et al. 1995) durch Inkubation von
Fibroblasten Uber 48 Stunden im Efflux-Modell untersucht. Parallel zum Lipid-
Efflux wurde jeweils die zellulare Protein-Expression der Isoformen PKC 9, €,

und B, im Western- Blot untersucht.

Sowohl die beiden ,neuen“ PKC-Isoformen & und ¢ also auch die ,atypische®
Isoform ¢ wiesen nach Inkubation der Fibroblasten mit 400 nM PMA eine

deutlich geringere Menge an Protein auf.

PKC d PKC ¢ PKC ¢
PMA: -+ .4 .+

Abb. 26: Einfluss von PMA auf das PKC-Expressionsmuster in der Effluxphase.
Die Fibroblasten wurden nach der Beladung mit Cholesterin Uber 48 h + PMA (400 nM)
inkubiert und nachfolgend mit 10 pg/ml ApoA-l entladen. Aufgetragene Menge pro
Tasche: 10 pg Zellprotein. Dargestellt sind Ausschnitte des Blots zwischen 97 und 66
kDa der jeweiligen Isoform.

Die Bedeutung fir den Lipidefflux zeigte sich in den parallel durchgeflhrten
Efflux-Experimenten, in welchen ein Absinken des spezifischen Effluxes auf
47,3 % £ 9,8 % fur FC sowie auf 51,3 % + 4,9 % fur PL (jeweils in 3-fach

Bestimmung) zu beobachten war. Der basale Efflux war dabei nur leicht
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erniedrigt. Dieser hemmende Effekt auf den Lipidefflux zog sich konstant Gber
mehrere Experimente (n=10) hinweg durch und =zeigte sich auch in
Monozyten/Makrophagen (n=3; spezifischer Efflux: 56,2 % + 19,3 % fur FC,
59,8 % + 12,9 % fur PL) bei einer gleichzeitigen Downregulation von PKC By
und 8. FUr die unter 3.3.2 beschriebenen Sphingolipide wurde kein

modulierender Einfluss auf die Expression der PKC-Isoformen festgestelit.
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3.4 Effekte von K*-Kanal-Inhibitoren im Lipidefflux-System

In Analogie zum Sulfonylharnstoff-Rezeptor (SUR) der ABC-Transporterfamilie
wurde der Einfluss von verschiedenen K*-Kanal-Inhibitoren auf den fiir ABCA1
charakteristischen  ApoA-l spezifischen Lipidefflux und den damit
zusammenhangenden zellularen Veranderungen an Fibroblasten sowie am

entsprechenden Modell fiur Monozyten/Makrophagen untersucht.

3.4.1 Modulation des spezifischen Lipideffluxes

Eingangs wurde der Einfluss verschiedener K*-Kanal-Inhibitoren auf den Efflux
von '“C-Cholesterin und ®H-Cholin-markierten PL zuerst in Fibroblasten und
nachfolgend am Modell mit Monozyten/Makrophagen untersucht. Wurde der
spezifische Efflux mittels Massenspektrometrie analysiert, wurden die Werte fur
PC und SPM in Medien sowie Zellen addiert und als spezifischer Efflux der
Phospholipide ,PL“ deklariert.

3.4.1.1 Einfluss auf Fibroblasten
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Abb. 27: Modulation des spezifischen Effluxes durch K'-Kanal-Inhibitoren (1) in
Fibroblasten. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen (SD)
von drei bzw. der gegebenenfalls angegebenen Anzahl (n) an unabhangigen
Experimenten mit 3-fach Bestimmung.
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Die ausgepragtesten Effekte an Fibroblasten (Abb. 27) ergaben sich flr den
unspezifischen  K'-Kanal-Inhibitor ~ 4-Aminopyridin  (4-AP), welcher im
Konzentrationsbereich von 1 - 10 mM ein annahernd konzentrationsabhangiges
Absenken des spezifischen Effluxes auf 22 % fur Cholesterin und ca. 15 % flr
Phospholipide zeigte. Ein weiterer in der Literatur beschriebener unspezifischer
K*-Kanal-Inhibitor, ~ Tetraethylammoniumchlorid  (TEA), hemmte den
spezifischen Lipidefflux um ca. 50 %. Hingegen zeigten Kaliumchlorid (KCI 50-
200 mM) als auch die Hemmer von spannungsabhangigen K'-Kanalen,
Charybdotoxin (CTX) und Iberiotoxin (ITX), Inhibitoren von BK (broad
conductance)-K*-Kandlen sowie  Apamin, ein Inhibitor von SK (small
conductance)-K*-Kanalen, in den angegebenen Konzentrationen keine
modulierenden Effekte auf den spezifischen Lipidefflux. Glibenclamid (Glibencl.,
1 - 100 puM) als Hemmer von spannungsabhangigen, ATP-sensitiven K'-
Kanalen zeigte erst in hdheren Konzentrationen eine leichte Absenkung des

spezifischen Lipideffluxes auf ca. 75 %.
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Abb. 28: Modulation des spezifischen Effluxes durch K'-Kanal-Inhibitoren (2) in
Fibroblasten. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen (SD)
von drei bzw. der gegebenenfalls angegebenen Anzahl (n) an unabhangigen
Experimenten mit 3-fach Bestimmung.
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Die in Abbildung 28 dargestellten Effekte von GIRK-Inhibitoren auf den
spezifischen Lipidefflux zeigten in Fibroblasten sowohl fir SCH-23390 als auch
fur U-50488 in den angegebenen Konzentrationen eine Hemmung des
spezifischen Lipideffluxes auf ca. 50 % der Kontrolle. Das ebenfalls als GIRK-
Inhibitor beschriebene Tertiapin blieb in den angegebenen Konzentrationen

ohne modulierenden Einfluss auf den spezifischen Lipidefflux.

3.4.1.2 Einfluss auf Monozyten/Makrophagen

Die unter 3.4.1.1 beschriebenen Effekte der K*-Kanal-Inhibitoren in Fibroblasten
konnten im Modell mit Monozyten/Makrophagen nur bedingt bestatigt werden
(Abb. 28). Bei der Modulation des spezifischen Lipideffluxes von Schaumzellen
zeigten sich wie auch schon in den Efflux-Experimenten mit Sphingolipiden

teilweise kontrare Ergebnisse bei hoheren Standardabweichungen.
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Abb. 29: Modulation des spezifischen Effluxes durch K'-Kanal-Inhibitoren(1) in
Monozyten/Makrophagen. Die  dargestellten  Werte sind Mittelwerte
Standardabweichungen (SD) von drei bzw. der gegebenenfalls angegebenen Anzahl (n)
an unabhangigen Experimenten mit 3-fach Bestimmung.

4-AP (10 mM) zeigte in Makrophagen nur fur PL eine Hemmung des
spezifischen Effluxes, wohingegen es fur Cholesterin sogar zu einem Anstieg
auf 150 % der Kontrolle kam. Niedrigere Konzentrationen von 4-AP blieben
ohne Effekte. Fir KCI und Apamin ergaben sich ebenfalls diskrepante

Ergebnisse im Lipidefflux; so hemmten KCI (560 mM) als auch Apamin (50 nM)
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den PL—Efflux um ca. 60 % und 50 %, 100mM KCI jedoch stimulierte den
Phospholipidefflux auf 150 %, wahrend 150 nM Apamin den PL-Efflux auf
120 % der Kontrolle steigerte. Hinsichtlich des spezifischen Effluxes von FC
blieben beide Substanzen in den jeweiligen Konzentrationen ohne
modulierenden Effekt. TEA zeigte wie auch Bariumchlorid (BaCl), CTX und ITX
in Monozyten/Makrophagen keinen Effekt auf den Lipidefflux. Wahrend
Glibenclamid in den Konzentrationen 1 yM und 10 ygM kaum einen Einfluss auf
den spezifischen Lipidefflux aufwies, zeigte sich bei einer Konzentration von
100 pM ein Absenken des spezifischen Lipideffluxes auf 65 % (FC) sowie auf
32 % (PL) der jeweiligen Kontrollen.

Die unter 3.4.1.1 fur Fibroblasten beschriebenen Effekte der GIRK-Inhibitoren
konnten im Modell mit Monozyten/Makrophagen (Abb. 29) nur teilweise

bestatigt werden.
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Abb. 30: Modulation des spezifischen Effluxes durch K'-Kanal-Inhibitoren (2) in
Monozyten/Makrophagen. Die  dargestellten  Werte  sind Mittelwerte £
Standardabweichungen (SD) von drei bzw. der gegebenenfalls angegebenen Anzahl (n)
an unabhangigen Experimenten mit 3-fach Bestimmung.
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SCH-23390 bewirkte in den angegebenen Konzentrationen ein leichtes
Absenken des spezifischen Lipideffluxes, wahrend U-50488 (100 uM) den PL-
Efflux auf ca. 150 % steigerte.Tertiapin zeigte wie bereits im Modell mit
Fibroblasten (vgl. Abb. 27) auch an Monozyten/Makrophagen keinen

modulierenden Einfluss auf den spezifischen Lipidefflux.

3.4.2 Modulation der zellularen Cholesterinkonzentration wahrend der
Entladungsphase

Bei der ndheren Analyse des Lipideffluxes der K*-Kanal-Inhibitoren mit Hilfe der
MS fielen die teilweise stark erniedrigten Werte fir CE auf. So wurde
nachfolgend die Veranderung des zellularen Cholesteringehaltes nach der 20-

stundigen Effluxphase untersucht.

3.4.2.1 Fibroblasten

I CE [mol % an zelluldrem Lipid]

[ FC [mol % an zellularem Lipid]
1 CE/FC-Verhéltnis
|
U-50488 (100pM) ==
H——
U-50488 (25uM) z
— ]
SCH-23390 (200uM) - —
H
SCH-23390 (50uM) 1 5=
}_{
4-Ap (2,5mM) o
HE
}_{
4-Ap (1mM) —
.|

-100 -80 -60 -40 -20 0 20 40
[% der Kontrolle]
Abb. 31: Modulation des zelluldren Lipidgehaltes wahrend der Entladungsphase

durch K*-Kanal- Inhibitoren in Fibroblasten. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte +
Standardabweichungen (SD) aus einem Experiment mit 3-fach Bestimmung.

Wie aus Abbildung 31 ersichtlich, fuhrten alle in diesem Experiment

eingesetzten Substanzen zu einer Abnahme des zellularen CE-Pools und damit
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zu einer Reduktion des CE/FC-Verhaltnisses; diese Effekte waren bei 4-AP (1
mM und 2,5 mM), welches auch wie unter 3.4.1.1 beschrieben im Lipidefflux in
Fibroblasten den starksten hemmenden Einfluss gezeigt hatte, mit mehr als
-50 % am starksten ausgepragt. In beiden Konzentrationen kam es jeweils

gleichzeitig zu einem leichten Anstieg an FC durch 4-AP.

Fir die GIRK-Inhibitoren SCH-23390 und U-50488 ergab sich in den
angegebenen Konzentrationen eine weniger deutliche Absenkung des CE-
Gehaltes mit einer gleichzeitigen Reduktion von FC. Dabei war lediglich fur
SCH-23390 ein konzentrationsabhangiges Verhalten bezlglich des

Cholesteringehaltes zu beobachten.

3.4.2.2 Monozyten/Makrophagen

I CE [mol % an zelluldrem Lipid]
[ FC [mol % an zellularem Lipid]

[ CE/FC-Verhltnis
o
U-50488 (200uM) —
+—
T
U-50488 (25uM) —
+—
—_—
SCH-23390 (200uM) - E—
+—
—_————
SCH-23390 (50uM) - E—
+H
P
4-Ap (5mM) —
+—
e
4-Ap (1mM) —H
N
T T T T T T T

-100 -80 -60 -40 -20

o
N
o
N
o

[% der Kontrolle]

Abb. 32: Modulation des zelluldren Lipidgehaltes wahrend der Entladungsphase
durch K*-Kanal- Inhibitoren in Monozyten/Makrophagen. Die dargestellten Werte sind
Mittelwerte + Standardabweichungen (SD) aus einem Experiment mit 3-fach
Bestimmung.

An der Variation der jeweiligen Dreifachwerte war die starkere
Schwankungsbreite der Makrophagen gegenuber dem Modell mit humanen
Fibroblasten ersichtlich. Es zeigte sich auch hier in Monozyten/Makrophagen,

welche bei einem CE/FC-Verhaltnis von 0,9 einen bedeutend gréReren Anteil
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an CE bilden als Fibroblasten, eine durchgangige Reduktion des CE/FC-
Verhaltnisses; dieses beruhte auf einer verminderten Menge an CE sowie
einem durchgangigen leichten Anstieg von FC (bis auf 25 %) gegenuber

Kontrollzellen.

Far SCH-23390 (50 uM und 200 uM) sowie fur U-50488 (25 uM und 200 uM)
ergaben sich bei einer Reduktion des CE/FC-Verhaltnisses um 35-40 % der
Kontrolle in Abhangigkeit von der Konzentration kaum Unterschiede. 4-AP
dagegen zeigte eine annahernd konzentrationsabhangige Absenkung des

CE/FC-Verhaltnisses auf ca. 65 % bei einer Konzentration von 5 mM.

3.4.3 Modulation zellularen Cholesterinkonzentrationen wahrend der

Beladungsphase

Nachdem sich in der 20-stindigen Entladungsphase schon deutliche
Unterschiede bezuglich des zellularen Cholesteringehaltes ergeben hatten,
wurde nachfolgend auch der Einfluss der K*-Kanal-Inhibitoren auf die dem
Efflux vorangehende Beladungsphase untersucht. Hierzu wurden die Zellen

wahrend der Beladung fur 24 Stunden mit dem jeweiligen Inhibitor inkubiert.

3.4.3.1 Fibroblasten

Unter dem Einfluss der eingesetzten K'-Kanal-Inhibitoren konnten die
Fibroblasten weniger CE ausbilden, wodurch es zu einem deutlichen Absinken
des CE/FC-Verhaltnisses kam; 4-AP bewirkte schon bei 100 uM eine Reduktion
des CE-Pools um ca. 30 % bei einem gleichzeitigen Anstieg des freien
Cholesterins auf knapp Uber 10 % der Kontrolle. Dieser Effekt war bei SCH-
23390 und v. a. bei U-50488 im Vergleich zu den Efflux-Experimenten (siehe
Abbildung 28) niedrigeren Konzentrationen mit einer Reduktion des CE-
Gehaltes auf knapp 40 % (SCH-23390, 100 uM) bzw. auf 60 % (U-50488, 50

MM) der Kontrollen noch deutlicher ausgepragt.
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I CE [mol % an zellularem Lipid]
[ FC [mol % an zellularem Lipid]
[ CE/FC-Verhéltnis

U-50488 (50uM) 1 -

SCH-23390 (100uM) -

4-Ap (100uM)

-100 -80 -60 -40 -20 0 20 40

[% der Kontrolle]

Abb. 33: Modulation des zelluliren Lipidgehaltes durch K'-Kanal-Inhibitoren
wéahrend der Beladungsphase in Fibroblasten. Die dargestellten Werte sind
Mittelwerte + Standardabweichungen (SD) aus einem Experiment mit 3-fach
Bestimmung.

3.4.3.2 Monozyten/Makrophagen

Die in diesem Experiment eingesetzten Konzentrationen lagen im oberen
Bereich der in der Literatur angegebenen. Die Monozyten/Makrophagen zeigten
hierbei eine deutlich ausgepragte Reduktion des CE-Pools und damit auch des
CE/FC-Verhaltnisses; ebenso kam es fur die eingesetzten Substanzen zu

einem Anstieg an unverestertem Cholesterin (FC) auf ca. 25 % der Kontrollen.

4-AP  bewirkte  wahrend der 24-stindigen Beladungsphase ein
konzentrationsabhangiges Abfallen des CE/FC-Verhaltnisses um knapp 60 %
(2,5 mM) bzw. 85 % (5 mM); das CE/FC-Verhaltnis fiel bei der parallel zur
Beladung durchgeflihrten Inkubation der Zellen mit den GIRK-Inhibitoren SCH-
23390 (250 uM) und U-50488 (200 uM) um mehr als 80 % ab.
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I CE [mol % an zellularem Lipid]
[ FC [mol % an zellularem Lipid]
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Abb. 34: Modulation zelluldrer Lipidverhiltnisse durch K*-Kanal-Inhibitoren
wahrend der Beladungsphase in Monozyten/Makrophagen. Die dargestellten Werte
sind Mittelwerte + Standardabweichungen (SD) aus einem Experiment mit 3-fach
Bestimmung

3.4.4 Vergleich von K*-Kanal-Inhibitoren mit dem ACAT-Inhibitor S-58035
im Lipidefflux-System

Die obigen Ergebnisse der Be- und Entladungsexperimente legten dar, dass die
verwendeten K*-Kanal-Inhibitoren hinsichtlich der CE-Bildung ein Verhalten
ahnlich einem ACAT-Inhibitor zeigten. Somit wurde in einem Experiment an
Monozyten/Makrophagen der direkte Vergleich der K'-Kanal-Inhibitoren mit
dem in der Literatur haufig verwendeten ACAT-Inhibitor S-58035 auf die

Beladungs- und Effluxphase untersucht.

Der ACAT-Inhibitor S-58035 fuhrte durch die Reduktion des CE-Pools um mehr
als 40 % verbunden mit einem gleichzeitigen Anstieg von FC um knapp 40 %
zu einem Absinken des CE/FC-Verhaltnisses um ca. 60 % der Kontrollen. 4-AP
zeigte diesbezuglich einen ahnlichen Effekt, welcher bei einem Anstieg von FC
auf knapp 20 % zu einem noch ausgepragteren Abfallen des CE/FC-
Verhaltnisses um ca. 75 % gegenuber den Kontrollzellen flihrte. Diese

Verringerung des CE/FC-Verhaltnisses zeigte sich durch die Inkubation mit den
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GIRK-Inhibitoren SCH-23390 und U-50488 weniger deutlich. So fuhrte SCH-
23390 konzentrationsabhangig zu einem Absinken des CE/FC-Verhaltnisses
um ca. 15 % (100 pyM) und beinahe 40 % (200 uM) gegenuber Kontrollen.

I CE [mol % an zellularem Lipid]

[ FC [mol % an zelluldrem Lipid]
1 CE/FC-Verhaltnis

)_{
S-58035 5ug - b
—
S I
SCH-23390 (200uM) A —
HE
]
SCH-23390 (100pM) —
)_{
)_{
U-50488 (100uM) - i
—
)_{
4-Ap (5mM) I
—
ApoA-| (10g) -
poA-l (10ug) -
S — -
-100 -80 -60 -40 -20 0 20 40

[% der Kontrolle]

Abb. 35: Vergleich des Einflusses von K'-Kanal-Inhibitoren mit S-58035 auf die
Beladung von Monozyten/Makrophagen. Die Makrophagen erhielten parallel zur 24-
stlindigen Inkubation mit 40 pg/ml E-LDL die angegebene Menge/Konzentration der
Substanz. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen (SD) aus
einem Experiment mit 3-fach Bestimmung.

U-50488 (100 uM) verminderte das CE/FC-Verhaltnis um ca. 45 %. ApoA-l, das
zur Induktion des spezifischen Effluxes verwendet wird, bewirkte in diesem
Beladungsansatz ein um 10 % verringertes CE/FC-Verhaltnis gegenuber
Kontrollzellen; dieses war lediglich auf die Reduktion des CE-Pools
zurtuckzufihren, wahrend der FC-Gehalt gegeniber den Kontrollzellen

unverandert blieb.

In der Entladungsphase (Abb. 36) induzierte ApoA-l (10 ug/ml) als Kontrolle
einen spezifischen Efflux von 7,89 % (FC) und 5,31 % (PL). Dieser wurde durch
die gleichzeitige Inkubation der Zellen mit S-58035 (5 ug), SCH-23390 (200
uM), U-50488 (100 uM) und dem Kaliumkanal-Offner Pimarinsaure (PimA, 200
nM) nur unwesentlich moduliert. Durch eine 24-stundige Vorinkubation der

Makrophagen mit diesen Substanzen, welche in der Beladungsphase

-72 -



Ergebnisse

gleichzeitig mit E-LDL zugegeben worden waren, anderte sich der spezifische
Efflux drastisch. So bewirkte der ACAT-Inhibitor S-58035 einen Anstieg des
spezifischen Effluxes auf 138,7 % + 31,0 % fur PL bzw. 305 % £ 77,5 % fur FC.
Im Gegensatz zu S-58035 fuhrte die Vorinkubation der Zellen mit den GIRK-
Inhibitoren SCH-23390 und U-50488 zu einer geringfligigen Hemmung des
spezifischen Lipideffluxes; diese wurde jedoch auch in einem vergleichbaren
Ausmal} durch Inkubation der Schaumzellen in der Effluxphase mit den beiden
GIRK-Inhibitoren erreicht.

400 ~

I FC (7,89%)
1 PC+SPM (5,31%)

300 .

200

150 - l

100 - T

50 - i
0 .
\(\.

Spezifischer Efflux [% der Kontrolle]

Abb. 36: Vergleich des Einflusses von K'-Kanal-Inhibitoren mit S-58035 auf den
spezifischen Efflux in Monozyten/Makrophagen. Die mit ,Vorink.“ gekennzeichneten
Makrophagen wurden parallel zur 24-stiindigen Beladungsphase mit 40 ug/ml E-LDL mit
der angegebenen Menge/Konzentration der Substanz inkubiert. AnschlieRend wurde die
Effluxphase  eingeleitet. Die  dargestellten  Werte sind  Mittelwerte £
Standardabweichungen (SD) aus einem Experiment mit 3-fach Bestimmung.
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Durch die Vorinkubation der Schaumzellen mit 4-AP (5 mM) war ein Abfallen
des spezifischen Effluxes auf 45 % fur FC sowie auf 62 % fir PL der Kontrolle

zu beobachten.

3.4.5 Einfluss von Modulatoren purinerger Rezeptoren auf den Lipidefflux

In der Literatur ist in verschieden Zellen eine Regulation von K'-Kanalen,
insbesondere GIRK-Kanalen, durch purinerge Rezeptoren beschrieben
(Luscher et al. 1997; Shankar et al. 2004). Nachfolgend wurde ein moglicher
Einfluss von Modulatoren purinerger Rezeptoren auf den spezifischen

Lipidefflux an Fibroblasten und Monozyten/Makrophagen untersucht.

Fibroblasten Makrophagen
[c] FC PC SPM FC PC SPM
ATP oM | 118 31,5 287
(P2 Agorist) 100uM
51 1,7 31,5 28,7
2-Me-S-ATP 5uMvl -20,5 5,8
(P2 Agoriist) 10uM 5,1 2.6
10uM 102 | 234 | -194
Bz-ATP (P2<Agonist) sopm | -135 [ -107 | -106 11,1 194
100uM 476 | 492
ADP 1M 465 | 85 9.8
(P2Y-Agonist) oM | 275 | 301 -10,5 81 9,8
100uM 288 | 167 | -145
B-S-ADP_(P2Y-Agonist) | 1oum | 98 0.2 94 | | 32 3,0
2-Me-S-ADP 10uM 122 | -182
(P2Y-Agonist) 1ouMm | 392 206 13,6 27 17
Suramin 100pM 362 | 438 435 | 376
(P2-Antagonist) 100uM | 430 166 | 454
200uM | 14,4 6,8 -10,0
VRS-2179 (P2Y-Antagonist) | 100pm | 57 | 195 | 125 | | 822 | 363 | -198
o3um | 24 5,3
Clopidogrel 0,3M -38,5 13,9
(P2Y12 Antagonist) 1M 408 | 445 | -145
1M 1,2 2.7 415 | 360 15,1
3uM 127 | 241

Abb. 37: Einfluss von P2-Modulatoren auf den Lipidefflux in Fibroblasten und
Monozyten/Makrophagen. Die hell-roten bzw. -griinen Felder bedeuten eine Hemmung
(-) bzw. Steigerung des spezifischen Effluxes bis zu 50 % der Kontrolle; dunkel-rote bzw.
-grine Felder bedeuten eine Hemmung Steigerung bzw. Steigerung des spezifischen
Effluxes um mehr als 50 % der Kontrolle.

Die unspezifischen Agonisten an P,-Rezeptoren ATP und 2-Methyl-ATP zeigten

in den angegebenen Konzentrationen uneinheitliche, relativ schwache
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modulierende Eigenschaften. Dabei war weder durch P,X- noch durch PyY-
spezifische Liganden eine einheitiche Hemmung oder Steigerung des
Lipideffluxes zu beobachten. Lediglich der unspezifische P>-Antagonist Suramin
zeigte eine deutliche und in Makrophagen auch konzentrationsabhangige

Hemmung des Lipideffluxes.

Fir MRS-2179, einen P,-Y-Antagonisten mit einer gewissen Spezifitat fur P,Y4,
ergaben sich sowohl in Monozyten/Makrophagen als auch in Fibroblasten teils
stimulierende, teils hemmende Effekte. Clopidogrel, das in Plattchen Uber eine
Hemmung von P2Yq> wirkt, zeigte bei einer Konzentration von 0,3 uM in
Makrophagen stark hemmende Effekte auf den spezifischen Cholesterinefflux;
jedoch scheint dieser Effekt nicht konzentrationsabhangig zu sein und zeigte
sich auch nicht fur den PC- und SPM-Efflux.
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4 Diskussion

4.1 Lipidefflux von Monozyten/Makrophagen und Fibroblasten

4.1.1 Etablierung eines Effluxsystems mit primaren, humanen Monozyten

Mit der Identifizierung von ABCA1 als ursachlich defektem Gen in Patienten mit
Tangier-Krankheit rlickte zunehmend die Erforschung des damit verbundenen
ApoA-I| spezifischen Lipideffluxes in den Vordergrund. Das in der Literatur am
haufigsten verwendete Zellsystem zur Untersuchung des Lipideffluxes stellen
humane Fibroblasten dar (Bodzioch et al. 1999; Brooks-Wilson et al. 1999; Rust
et al. 1999). Aus Hautstanzen gewonnene Fibroblasten sind weitgehend einfach
zu kultivieren und Uber mehrere Passagen hinweg verfluigbar, lassen sich aber
nicht so stark mit Lipiden beladen wie Makrophagen. Dagegen werden
Makrophagen als lipidbeladene Schaumzellen in atherosklerotischen Lasionen
gefunden, womit von freiwilligen Spendern durch Elutriation gewonnene
Monozyten/Makrophagen das  Zellsystem darstellen, welches den

physiologischen Vorgangen am nahesten kommt.

Am Institut existierten bereits Vorarbeiten mit 150.000 pro 6-Lochplatte
ausgesaten Monozyten, welche mit 5 yg/ml E-LDL beladen wurden; da dies
immer wieder zu stark schwankenden und damit unbefriedigenden Ergebnissen
fuhrte, wurde dieses System hinsichtlich der Anzahl an ausgesaten Monozyten
sowie der Menge an E-LDL optimiert. Im Gegensatz zu Ox-LDL bewirkt E-LDL
eine ausgepragtere Transformation der Makrophagen zu Schaumzellen
(Kapinsky et al. 2001). Durch Variation der Anzahl an ausgesaten Monozyten
sowie der Menge an E-LDL wurden die fur einen maoglichst hohen spezifischen
Lipidefflux optimalen Bedingungen herausgearbeitet. Hierbei konnte mit
750.000 ausgesaten Monozyten nach einer Beladung mit 40 ug/ml E-LDL fur 24
Stunden ein spezifischer Lipidefflux von 3-4 % fur Cholesterin und 4-5 % flr
Phospholipide erreicht werden. Mit der Inkubation von Monozyten
verschiedener Spender mit E-LDL eines Plasmaspenders sowie der Inkubation

von Monozyten eines Spenders mit E-LDL verschiedener Plasmaspender
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konnte gezeigt werden, dass die dabei auftretenden Schwankungen durch die
individuell unterschiedlichen Spender sowohl von Monozyten als auch von
Plasma/E-LDL zu erklaren sind. Dies kann zum Teil als Erklarung fur
Abweichungen zu den in der Literatur beschriebenen Werten fur den Lipidefflux
herangezogen werden. Ferner dienen die Unterschiede zwischen
verschiedenen Monozyten- und Plasmaspendern auch als Begrindung fir die
in Monozyten/Makrophagen beobachteten hohen Standardabweichungen in der

Modulation des spezifischen Effluxes im Vergleich von mehreren Experimenten.

Die Uberwiegende Anzahl der Experimente zum Lipidefflux wird mit murinen
Makrophagen wie J774, peritonealen Makrophagen der Maus oder aber mit der
humanen Makrophagen-Zelllinie THP1 durchgefuhrt; die dabei verwendeten
Makrophagen verhalten sich aber im Vergleich zu primaren humanen
Monozyten/Makrophagen stark unterschiedlich hinsichtlich des Lipideffluxes

sowie dessen Regulation (Kiss et al. 2005).

Ferner verwenden die wenigen mit primaren humanen Monozyten agierenden
Arbeitsgruppen (Brown et al. 2000; Cullen et al. 1997; Langer et al. 2002; Wong
et al. 2004) unterschiedliche Protokolle zur Beladung sowie zur Entladung,
wodurch sich auch unterschiedliche und nur bedingt vergleichbare Angaben
zum Lipidefflux ergeben; so findet man in Veroffentlichungen zum Lipidefflux
teilweise nur Angaben zum Lipidgehalt in Zellen und Medien (Langer et al.
2002) oder es wird der Wert fur den spezifischen Lipidefflux nicht angegeben
(Kiss et al. 2005). In einer Arbeit von Wong et al. mit aus ,Buffy-Coats®
isolierten Monozyten, welche mit ethanolischer Cholesterinlosung beladen
wurden, wird ein basaler Efflux von ca. 6,5 % sowie ein ApoA-l induzierter
Efflux von ca. 9 % angegeben (Wong et al. 2004). Diese Gruppe verwendete 25
pg/ml ApoA-I mit 0,1 % BSA im Effluxmedium; dadurch erscheint ein niedriger
Wert von 2,5 % fur den spezifischen Efflux plausibel, da wie unter 3.1.2
beschrieben, auch im Rahmen dieser Dissertation ein hemmender Effekt von
BSA auf den spezifischen Efflux von Schaumzellen gezeigt werden konnte.
Ferner wurde der basale Cholesterinefflux ohne einen Lipidakzeptor im
Entladungsmedium mit ca. 12 % nach 24 Stunden beschrieben (Rodriguez et

al. 2002), welcher sich nach 48 Stunden auf knapp 40 % erhdhte; wie auch von
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Zhang et al. beschrieben, korreliert der basale Efflux dabei mit der sezernierten
Menge an ApoE (Zhang et al. 1996) und stellt somit einen bedeutenden Anteil
am Gesamtefflux dar. Ebenfalls sehr hohe Werte fur den basalen Efflux (8-
10 %) von primaren, humanen Makrophagen finden sich in einer vor kurzem

erschienenen Publikation (Cignarella et al. 2005).

4.1.2 Massenspektrometrische Charakterisierung des Lipideffluxes

Wie eingangs beschrieben, finden sich in der Literatur zum Lipidefflux mehrere
quantitative Aussagen, jedoch wird nur wenig zur Art der nach aulien
transportierten Lipide angegeben. Lediglich fur zellulare Lipide finden sich
Angaben in der Literatur (vgl. unten). Eine MS-basierte Analytik des
Lipideffluxes ist, wie unter 3.3.1 gezeigt, hinsichtlich der Quantitat gut mit den
Ergebnissen mit radioaktivem Label vergleichbar. Sie ermdglicht dariber hinaus
nicht nur eine Unterscheidung zwischen den einzelnen Lipidspezies, sondern
gibt darGber hinaus auch Einblicke in die Speziesprofile der jeweiligen Lipide.
Dabei ist anzumerken, dass mit Hilfe der verwendeten MS-Analytik die in
Schaumzellen beschriebenen hydroxylierten FC/CE-Spezies nicht mit erfasst
wurden: Fir diese Oxysterole konnte gezeigt werden, dass sie v. a. basal (ohne
ApoA-l) mit teilweise mehr als 75 % in grollerem Umfang nach aullen
transportiert werden als auf Stimulation durch ApoA-lI oder HDL3; (Westman et
al. 1998); auf diesem Weg extrahepatisch gebildete hydroxylierte
Cholesterinspezies nehmen dabei ungefahr einen Anteil von 4 % der im
menschlichen Koérper produzierten Gallensauren ein (Lund et al. 1996). Eine
Erweiterung der  bestehenden Quantifizierung auf  hydroxylierte
Cholersterinspezies wurde eine sinnvolle Erganzung darstellen und konnte

damit deren Anteil am Lipidefflux aufzeigen.

Mit Hilfe der massenspektrometrischen Quantifizierung konnte in den Medien
beider Zellmodelle nach Stimulation durch ApoA-l ein spezifischer Efflux von
PC, SPM und FC beobachtet werden. Ferner wurden zwar von beiden Zelltypen
basal auch PS, PE und LPC nach aulen transportiert, jedoch lie® sich deren
Menge nicht durch eine Zugabe von ApoA-I erhdhen. Daruberhinaus wurden

die grundlegenden Unterschiede von Schaumzellen und beladenen
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Fibroblasten sowohl im Lipidmuster von Zellen und Medien als auch im
jeweiligen Speziesprofil von PC, SPM und Cholesterin aufgezeigt: So stellten
sich Fibroblasten als ein Zellsystem mit einem PL/TC-Verhaltnis von 0,5 in
Zellen sowie von 0,9 im Effluxmedium dar, welches im Vergleich zu
Monozyten/Makrophagen bedeutend weniger CE bildete (FC/CE-Verhaltnis:
6,2). PC 34:1 (ca. 25 %), SPM 16:0 (ca. 50 %) sowie CE 16:0 (ca. 40 %)
wurden dabei in cholesterinbeladenen Fibroblasten als stark dominierende
Hauptspezies detektiert. Basale Medien von Fibroblasten enthielten ferner zu
ca. 30 % LPC, welches in basalen Medien (ohne BSA) von Schaumzellen nicht
detektiert werden konnte. Dadurch erscheint ein LPC-bindender Effekt von BSA
wahrscheinlich; da ferner die Zugabe von BSA zum Entladungsmedium im
Modell mit Monozyten/Makrophagen einen hemmenden Einfluss auf den
spezifischen Lipidefflux gezeigt hatte (vgl. 3.1.2), kdnnte Uberlegt werden, den

Anteil von BSA auch im Entladungsmedium von Fibroblasten zu reduzieren.

Im Gegensatz zu Fibroblasten wiesen Schaumzellen einen ca. zweifachen
Uberschuss von Cholesterin gegeniiber Phospholipiden (PL/TC: 0,6 in Zellen
und 0,4 in Medien) auf, wobei jeweils doppelt soviel PC als SPM sowie auch FC
als CE vorlagen. Dabei kam es auch mit einer Beladung von 40 ug/ml E-LDL zu
ausgewogeneren Speziesprofilen fur PC, SPM und CE als in Fibroblasten;
zusatzlich zu PC 34:1 waren auch PC 34:2 und 36:3 zu gleichen Anteilen als
Hauptspezies in Schaumzellen vorhanden, wobei jedoch etwas hohere
Schwankungen zwischen den einzelnen Experimenten zu beobachten waren.
Zwar bildete SPM 16:0 mit einem Anteil von gut 40 % auch im Modell mit
Monozyten/Makrophagen die Hauptspezies, jedoch wiesen hier Dihydro-SPM
16:0 sowie SPM 24:1 einen bedeutend hdheren Anteil von ca. 20 % auf als in
cholesterinbeladenen Fibroblasten. Ferner waren in Monozyten/Makrophagen
CE 18:2 und CE 18:1 die Hauptspezies der Cholesterinester, wahrend CE 16:1

mit knapp 15 % nur den viertgroRten Anteil darstellte.

Diese Ergebnisse stehen dabei nur teilweise im Einklang mit den wenigen
vergleichbaren Daten aus der Literatur: So zeigten mit Cholesterin beladene
Fibroblasten unter Zusatz eines ACAT-Inhibitors ein relativ hohes PC/FC-

Verhaltnis von 1, wiesen aber auch PC 34:1 sowie SPM 16:0 als Hauptspezies
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der entsprechende Lipide aus (Blom et al. 2001). Dies kdnnte durch eine in
diesem Versuchsansatz Uber freies Cholesterin gesteigerte PC-Biosynthese
(Shiratori et al. 1994) erklart werden, zumal auch in anderen Zelllinien durch die
Zugabe eines ACAT-Inhibitors ein hoheres PC/FC-Verhaltnis gefunden wurde
(Tabas et al. 1996).

Fir Effluxmedien von Fibroblasten wurde durch Dinnschichtchromatographie
ein PC/FC-Verhaltnis von 0,4 bei einem 4,5-fachen Uberschuss von PC
gegenuber SPM in mit Cholesterin beladenen Fibroblasten gefunden (Gillotte-
Taylor et al. 2002), was sehr gut mit den unter 3.3.2 gezeigten Ergebnissen
Ubereinstimmt. In einer anderen Arbeit dagegen wurden fir humane
Makrophagen CE 16:0 und CE 20:4 als Hauptspezies beschrieben, wahrend
CE 18:1 und CE 18:2 in weitaus geringeren Konzentrationen gemessen wurden
(Cullen et al. 1997); eine Erklarung dafur kdnnte die unterschiedliche Beladung
mit 80 pg/ml Ac-LDL unter Verwendung von BSA-haltigem Medium sein. So
stellt neben den zellspezifischen Unterschieden auch die Art der Beladung
einen grundlegenden Unterschied zwischen den in der vorliegenden
Dissertation verwendeten Zellmodellen dar. Dies aul3erte sich im dargestellten,
unterschiedlichen prozentualen Anteil der einzelnen Spezies von CE, PC und
SPM zwischen Schaumzellen und Fibroblasten, und war auch in Medien zu
beobachten. Dartber hinaus zeigte sich in beiden Zellmodellen fur einfach
ungesattigte PC-Spezies, insbesondere fur die PC-Hauptspezies PC 34:1, in
ApoA-l spezifischen Medien ein deutlich héherer prozentualer Anteil als in
basalen Medien. Durch die Verwendung von deuteriertem Cholin wurde ferner
eine massenspektrometrisch basierte Bestimmung des HDL3; spezifischen
Effluxes unter Einbeziehung der einzelnen PC- und SPM-Spezies in
Monozyten/Makrophagen aufgezeigt. Wahrend sich fur die Dg—PC-Spezies im
HDL; spezifischen Efflux ein im Vergleich zum ApoA-| spezifischen Efflux stark
unterschiedliches und uneinheitliches Bild darstellte, ergab sich fur die Spezies
Do—SPM 14:0 eine vierfache sowie flir Dg—SPM 16:1 sogar eine sechfache
Erhéhung des HDL; spezifischen Effluxes. Insgesamt wurde durch Verwendung
von deuteriertem Cholin der ApoA-I spezifische Efflux von einfach ungesattigten

PC-Spezies mit der Hauptspezies PC 34:1 sowie der erniedrigte ApoA-I|
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spezifische Efflux von mehrfach ungesattigten PC-Spezies bestatigt; fur die
ubrigen deuterierten als auch nicht deuterierten PC- und SPM-Spezies dagegen
lieRen sich weder bezuglich des ApoA-I spezifischen Effluxes noch bezuglich
des HDL; spezifischen Effluxes einheitliche Zuordnungen treffen. Somit konnte
man lediglich fir PC 34:1 von einem praferentiellen Efflux durch ABCA1
ausgehen. Passend dazu wurde sowohl in Schaumzellen als v. a. auch in
Fibroblasten ein signifikant erhohter Anteil ungesattigter PC-Spezies in
Membranmikrodomanen beschrieben, die in den Lipidefflux involviert sind
(Drobnik et al. 2002).

Durch die zusitzliche Beladung der Zellen mit '>Cs-Cholesterin wurde auch
eine massenspektrometrische Quantifizierung von Cholesterin in Zellen und
Medien wahrend der Entladungsphase mit HDL; ermdoglicht. Dabei konnte in
Fibroblasten vor allem fiir "?CE 18:2 eine Zunahme des prozentualen Anteils
am zelluldren "?CE-Pool von 5 % auf 15 % (bei einem Anstieg von 0,4 nmol/mg
auf ca. 1 nmol/mg) beobachtet werden. Fiir die weiteren Spezies '°CE 16:0,
18:1 und 18:0 dagegen zeigte sich durch ApoA-I und HDL3 eine weitgehende
Entladung, wobei diese fiir ’CE 16:0 sowie 18:0 mit HDL3 starker ausgepragt
war als mit ApoA-l und sich nur fiir "?CE 18:1 in gleichem AusmaR fiir ApoA-|
und HDLj3 darstellte. Dagegen kam es fur alle 3Cs-markierten CE durch HDL3

im Zuge der Effluxphase zu einer starkeren Reduktion als durch ApoA-I.

Bei der Entladung von Schaumzellen konnte ferner ein geringer Anteil an ">C-
CE im Effluxmedium detektiert werden; dieser betrug im basalen Medium ca.
0,3 nmol/mg und steigerte sich mit ApoA-I auf 0,6 nmol/mg sowie mit HDL; auf
2,2 nmol/mg. Dabei zeigte sich gegenuber dem zelluldren Anteil bei der
Entladung in den spezifischen Medien mit ApoA-l v. a. eine Anreicherung von
3C-CE 16:0 und 16:1, wahrend es bei der Entladung mit HDL; zu einem
starken Anstieg von 3C-CE 18:2 kam. Da sich LCAT an HDLs; (Glomset 1968)
assoziiert findet, sind die hohen Werte fiir "°C-CE in HDL;-Medien zu erkléren
und stehen im Einklang mit den in den Effluxmedien gemessenen erhdhten
Werten fur LPC sowie fur die in HDL; zu ca. 50 % naturlich vorkommenden
'2CE 18:2. Wie auch unter 3.2.3.1 fir "CE angefiihrt, betrug der Anteil der CE

ca. 20 % am Gesamtlipid des basalen Effluxmedium. Im Gegensatz zu
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Schaumzellen wurden in Fibroblasten keine CE im spezifischen Effluxmedium
gefunden. Daflir kdnnen folgende Erklarungen in Betracht gezogen werden:
Makrophagen besitzen im Gegensatz zu Fibroblasten zusatzlich die
Maglichkeit, Apolipoproteine zu produzieren und nachfolgend zu sezernieren.
So konnte in Makrophagen auch fur ApoE eine Stimulation des FC-Effluxes
gezeigt werden (Zhang et al. 1996), wobei dafir ein thermodynamisch
begunstigter ,Mikrosolubilisations-Prozess“ vorgeschlagen wurde. Uber einen
Efflux von CE dagegen ist wenig bekannt, jedoch wurde in Medien von
Liposarkom-Zellen ein durch ApoE induzierter Efflux von CE beschrieben
(Vassiliou et al. 2004). Von den Autoren wurde dabei eine Beteiligung von
ABCA-1 vorgeschlagen, fur welchen zudem auch eine den Efflux erhohende
Interaktion mit ApoE gezeigt worden war (Remaley et al. 2001). Da in
Makrophagen ferner flir ApoA-l eine Stimulation der ApoE-Sekretion
beschrieben wurde (Kockx et al. 2004), scheint ein Beitrag von ApoE zum

Gesamtefflux in Monozyten/Makrophagen naheliegend.
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4.2 Einfluss von Sphingolipiden auf den Lipidefflux und Rolle
der PKC

4.2.1 Modulation des spezifischen Lipideffluxes durch Sphingolipide

Sphingomyelin und dessen Metabolite Ceramid, Sphingosin (Sph) und
Spingosin-1-Phosphat (S1P) sind als bioaktive Molekule beschrieben, welchen
eine signifikante Rolle in kardiovaskularen Erkrankungen zukommt (Levade et
al. 2001). So akkumulieren Glykosyl- und Laktosylceramide in
atherosklerotischen Plaques und stimulieren zudem die Proliferation von glatten
Muskelzellen (Chatterjee et al. 1997); fur modifizierte LDL (Auge et al. 1998)
sowie fur verschiedene Wachstumsfaktoren und Zytokine (Coroneos et al.
1995) konnte eine aktivierende Wirkung auf den Sphingomyelin-Zyklus mit der
Bildung von verschiedenen Sphingolipid-Metaboliten gezeigt werden.
Desweiteren wurde flir Ceramid und Sphingosin ein Einfluss auf die
Zellproliferation und Apoptose (Coroneos et al. 1995; Hisano et al. 1999; Ohta
et al. 1995; Spiegel et al. 1996) sowie auf die Zelladhasion, Migration, den
Gefalltonus und lonenstrome beschriecben (Levade et al. 2001). Fur
Sphingosin, das vielfach als PKC-Inhibitor (IC5,=10 uM) eingesetzt wird, konnte
wie auch fur andere PKC-Inhibitoren bereits ein hemmender Effekt auf den
Efflux gezeigt werden (Li et al. 1995; Mendez et al. 1991).

Der endogen durch Sphingosinkinase (SpK) gebildete Metabolit S1P flhrte bei
der Inkubation mit Fibroblasten und Schaumzellen zu einer Hemmung des
spezifischen Lipideffluxes auf ca. 70 % der Kontrollen. In einem &ahnlichen
Ausmaly bewirkte auch DMS, ein Inhibitor der SpK, eine Hemmung des
spezifischen Lipideffluxes. Somit scheint der hemmende Effekt hauptsachlich
durch Sph zu Stande zu kommen, wenngleich ein von der SpK-Hemmung
unabhangiger Effekt auf den spezifischen Lipidefflux durch DMS bzw. durch
S1P nicht ausgeschlossen werden kann. Auch der in Fibroblasten beobachtete
hemmende Effekt von Ceramid, aus welchem endogen durch Ceramidase
ebenfalls Sph gebildet werden kann, spricht fur eine inhibitorische Wirkung von
Sph auf PKC.
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Abb. 38: Ceramid-Metabolismus

Passend zu diesen Ergebnissen konnte flr Cer auch eine Aktivierung einer
durch Calpain vermittelten Proteolyse der PKC (Tanabe et al. 1998) gezeigt
werden; da auch ABCA1 durch Calpain degradiert wird, kann Cer somit von

zwei Seiten inhibitorisch auf den Lipidefflux einwirken.

Im Gegensatz dazu zeigte sich jedoch in Monozyten/Makrophagen fur Ceramid
im Bereich von 3 yM bis 30 uM eine konzentrationsabhangige Stimulation des
spezifischen Lipideffluxes; dies wurde zusammen mit einer gesteigerten
Expression von ABCA1 an der Zelloberflache von CHO-Zellen beschrieben
(Witting et al. 2003), wobei in dieser Arbeit fur Cer lediglich eine Stimulation des

Cholesterineffluxes zu ApoA-I gezeigt wurde, ohne dabei auf den basalen Efflux
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von Cer einzugehen. Da ABCA1 in den beiden unterschiedlichen Zelltypen in
verschiedenen Membranmikrodomanen vorkommt (Drobnik et al. 2002), kdnnte
man fur Cer in Monozyten/Makrophagen auf einen zusatzlichen, dem Sph

ubergeordneten Effekt auf den Lipidefflux schliel3en.

Im Gegensatz zur PKC-Hemmung durch Sph ist fur Cer auch eine
stimulierende Wirkung auf bestimmte PKC-Isoformen beschrieben (Huwiler et
al. 2000). Ferner entstent bei Umsetzung von Cer zu SPM mittels
Sphingomyelin-Synthase Diacylglycerol (DAG), ein Aktivator der PKC. DAG
konnte somit zur Stimulation des Lipideffluxes fuhren, was mit den gefundenen
Daten in Schaumzellen Ubereinstimmt. Ebenso kdénnte die stimulierende
Wirkung von Cer auf den Lipidefflux auch mit einer bereits in CHO-Zellen
beschriebenen Hemmung der ACAT (Ridgway 1995) in Verbindung gebracht
werden, welche nachfolgend zu einem gesteigerten Efflux aus einem durch die
ACAT-Hemmung erhdhten Pool an FC fuhrt. Denkbar ware aber auch eine
durch Ceramid induzierte Aktivierung der Adenylatcyclase (Bosel et al. 1998),
welche uber eine Erhdhung von cAMP mit Aktivierung der PKA eine Steigerung
des Lipideffluxes bewirkt (Kiss et al. 2005).

Somit scheint die Wirkung von Sphingolipiden auf den spezifischen Lipidefflux
weiterhin unklar. Aufgrund der in der Arbeit dargestellten Daten konnte man
sich eine Aufsummierung der Effekte von Cer und Sph mit einem in
Abhangigkeit vom Zelltyp unterschiedlichen Ceramid-Metabolismus vorstellen.
So kame es durch Zugabe von Cer in Fibroblasten mittels Ceramidasen
verstarkt zur Bildung von Sph, welches wiederum Uber eine Inhibierung der
PKC den Lipidefflux hemmt. Im Gegensatz dazu wurde es in Schaumzellen zu
keiner raschen Ceramidspaltung kommen und damit die stimulierende Wirkung

von Cer auf den spezifischen Lipidefflux im Vordergrund stehen.

4.2.2 Modulation der PKC-Expression

FUr beide Zellmodelle wurde mit PKC [, By, ¢ und & ein ahnliches
Expressionsmuster der PKC-Isoformen dargelegt, wobei zusatzlich in
Fibroblasten PKC ¢ exprimiert wurde. Die in humanen Monozyten darlber

hinaus beschrieben PKC-Isoformen a, y, € und n (Monick et al. 1998) konnten
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unter Verwendung gleicher Primarantikorper wie in der angegebenen
Publikation nicht gefunden werden. Ferner konnte im Rahmen der vorliegenden
Dissertation weder in Fibroblasten noch in Monozyten/Makrophagen eine
praferentielle membrangebundene Lokalisation festgestellt werden, so dass
man auch nicht von einer Aktivierung der PKC bzw. einer bestimmten Isoform
wahrend der Effluxphase mit ApoA-lI ausgehen kann. Dabei muss allerdings
bedacht werden, dass neben der membrangebundenen Form auch andere
aktivierte Formen fur PKC gefunden wurden (Steinberg 2004). Wahrend die in
den Experimenten zum spezifischen Lipidefflux (vgl. 3.3.1) eingesetzten
Sphingolipide nur einen geringen Einfluss auf die Expression der PKC-
Isoformen in der Effluxphase zeigten, wurde durch PMA in beiden Zellmodellen
eine starke Downregulation der am hochsten exprimierten Isoformen erreicht.
Da diese Downregulation mit einem Absinken des spezifischen Lipideffluxes
durch PMA auf ca. 50 % der Kontrollen verbunden war, kann man davon
ausgehen, dass die Lipidefflux-Prozesse eng mit dem Vorhandensein einer

ausreichenden Menge an PKC verknupft sind.

Zusammenfassend konnte ein Einfluss von Sphingolipiden auf die Regulation
des spezifischen Lipideffluxes gezeigt werden, wobei neben einer Uberwiegend
hemmenden Wirkung der Sphingolipide jedoch fur Ceramid ein zelltyp-
spezifisches Verhalten zu beobachten war. Lediglich fur PMA konnte die
Hemmung des spezifischen Lipideffluxes mit einer gleichzeitigen
Downregulation der am starksten exprimierten PKC-Isoformen in Verbindung
gebracht werden. Dieses Verhalten war jedoch fiur keines der verwendeten
Sphingolipide zu beobachten. Mit den dargestellten Ergebnissen kann somit
nicht geklart werden, ob die hemmende Wirkung auf den spezifischen
Lipidefflux auf einer Inhibition von PKC oder anderen Effekten der Sphingolipide
beruht. Ob die hemmende Wirkung auf den Lipidefflux durch eine bestimmte
PKC-Isoform vermittelt wird, kdnnte eventuell durch Experimente mit siRNA fur

die jeweiligen Isoformen geklart werden.

- 86 -



Diskussion

4.3 Einfluss von K*-Kanal-Inhibitoren auf den Lipidefflux

4.3.1 Modulation des spezifischen Lipideffluxes

In Analogie zum Sulfonylharnstoff-Rezeptor (SUR) der ABC-Transporterfamilie
wurde in der vorliegenden Dissertation zuerst der Einfluss von verschiedenen
K*-Kanal-Inhibitoren auf den fiir ABCA1 charakteristischen, ApoA-| spezifischen
Lipidefflux untersucht. Dabei zeigte lediglich Glibenclamid, als Inhibitor von
ATP-sensitiven K*-Kanélen, in hoheren Konzentrationen (100 yM) sowohl in
Fibroblasten als auch in Monozyten/Makrophagen eine einheitliche Hemmung
des spezifischen Lipideffluxes um ca. 50 %. Die konzentrationsabhangige
Hemmung des Lipideffluxes durch Glibenclamid (1 - 1000 uM) wurde schon von
mehreren Gruppen beschrieben (Favari et al. 2004; Fielding et al. 2000;
Nieland et al. 2004). Dagegen konnte fur Glibenclamid in verschiedenen Zellen
aber auch eine Stimulation der PKC-Aktivitat (Cooper et al. 1990; Davidson et
al. 1991; Farese et al. 1991) dargelegt werden, welche eine Stimulation des
Effluxes erwarten lieRe. 4-AP und TEA, beides unspezifische Inhibitoren von
K’-Kanélen, zeigten nur in Fibroblasten eine konzentrationsabhingige
Hemmung des Lipideffluxes; dagegen zeigte sich fur diese beiden Substanzen
in  Monozyten/Makrophagen ein stark schwankendes Bild mit teilweise
stimulierendem Einfluss auf den spezifischen Efflux. Die anderen eingesetzten
K*-Kanal-Inhibitoren Apamin, Charybdotoxin und Iberiotoxin wiesen ebenso wie
das als GIRK-4-spezifischer Inhibitor beschriebene Tertiapin (Jein et al. 1998)
keinen modulierenden Effekt auf den Lipidefflux auf. Die unspezifischen GIRK-
Inhibitoren SCH-23390 (200 uM) und U-50488 (100 uM) zeigten hingegen
wieder nur in Fibroblasten eine Hemmung des spezifischen Lipideffluxes auf ca.
60 % der Kontrollen, wahrend sich in Schaumzellen ein uneinheitliches Bild mit
teilweise sogar stimulierenden Effekten darstellte. Aus diesen Untersuchungen
auf den spezifischen Lipidefflux lasst sich auf eine starker ausgepragte
hemmende Wirkung von K*-Kanal-Inhibitoren in Fibroblasten schlieRen als in
Monozyten/Makrophagen. Dabei ist anzumerken, dass sich die Effekte teilweise
erst bei sehr hohen Inhibitor-Konzentrationen zeigten, diese sind jedoch auch in
ahnlicher Weise in der Literatur zu finden (Qiu et al. 2002; Shankar et al. 2004).
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Wie schon im Verhalten der Sphingolipide zu beobachten war, zeigten sich
auch mit K*-Kanal-Inhibitoren im Modell mit Monozyten/Makrophagen deutlich
hohere Schwankungen in der Modulation des spezifischen Lipideffluxes als mit

Fibroblasten.

4.3.2 Modulation des zellularen Cholesteringehaltes

Deutlichere und einheitlichere Effekte zwischen Fibroblasten und Schaumzellen
zeigten sich im Einfluss der K'-Kanal-Inhibitoren auf die zellularen
Konzentrationen an FC und CE. In beiden Zellmodellen konnte sowohl wahrend
der Beladungs- als auch der Effluxphase durch Zugabe von 4-AP, SCH-23390
und U-50488 eine deutlich geringere Menge an Cholesterinestern (teilweise
weniger als 20 % der Kontrollen) detektiert werden. Gleichzeitig kam es zu
einem leichten Anstieg von unverestertem Cholesterin, was sich in einer
starken Verminderung des CE/FC-Verhaltnisses niederschlug. Ein ahnliches
Verhalten von K'-Kanal-Inhibitoren wurde bereits fiir THP1-Makrophagen
beschrieben (Nobusawa et al. 2000). Dabei zeigte sich der CE-vermindernde
Effekt jedoch nur fur Glibenclamid, wahrend 4-AP und TEA keinen Effekt
zeigten. Dies erscheint umso Uberraschender, als 4-AP in der vorliegenden
Dissertation schon in Konzentrationen von 100 uM eine deutliche Reduktion der
CE bewirkte.

Obwohl das oben beschriebene Verhalten Parallelen zu ACAT-Inhibitoren
aufweist, konnte dies durch Inkubation von Monozyten/Makrophagen mit dem
ACAT-Inhibitor S-58035 in der Beladungs- und Effluxphase nicht bestatigt
werden. Die K'-Kanal-Inhibitoren zeigten in der Beladungsphase weitgehend
ein dem ACAT-Inhibitor &ahnliches Verhalten, wobei es jedoch durch Inkubation
der Makrophagen mit S-58035 zu einer hdheren intrazellularen Konzentration
an FC kam. Wahrend die Zugabe von S-58035 zum Effluxmedium keinen
modulierenden Effekt zur Folge hatte, kam es durch die alleinige Zugabe des
ACAT-Inhibitors zum Beladungsmedium in der nachfolgenden Entladungsphase
zu einer Stimulation des spezifischen Lipideffluxes auf gut 300 % flr
Cholesterin und ca. 140 % fur PL. Dagegen wiesen die verwendeten GIRK-
Inhibitoren SCH-23390 und U-50488 bezuglich der Zugabe zur Beladungs-
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bzw. Effluxphase kein unterschiedliches Verhalten auf: Beide Substanzen
zeigten jeweils eine in gleichem Ausmall hemmende Wirkung auf den
spezifischen Lipidefflux. Fur 4-AP kam es durch die Vorinkubation
(Beladungsphase) sogar zu einer starker hemmenden Wirkung auf den

spezifischen Lipidefflux (Entladungsphase).

4.3.3 Einfluss von P,-Modulatoren auf den spezifischen Lipidefflux

Neben den Parallelen zu ATP-sensitiven K*-Kanalen sind sowohl ABCA1 (Nofer
et al. 2004) als auch Syntaxin 13 (Bared et al. 2004; Falcon-Perez et al. 2002;
Li et al. 2004) Konstituenten des Adapter Protein-3 (AP-3) Pathways. Dieser
vermittelt in der Plattchenaktivierung die Sekretion der ,Dense Granules®
(Shankar et al. 2004) und ist ferner am synaptischen Vesikeltransport (Lin et al.
2000) sowie der Insulinsekretion aus den -Zellen im Pankreas beteiligt (Nevins
et al. 2005). Ferner wird auch die ATP-Regulation des CFTR durch purinerge
Rezeptoren reguliert. In diesen Prozessen spielen GIRK-Kanale und damit
deren Ubergeordnete G-Proteinrezeptoren eine wichtige Rolle (Dorsam et al.
2004; Luscher et al. 1997; Shankar et al. 2004). So werden bei der ,Dense
Granule“-Sekretion aus Plattchen Uber P,Y2-Rezeptoren GIRK4-Kanale
aktiviert, wobei die G-Protein By-Untereinheit direkt mit der zytosolischen
Doméne von GIRK-4 interagiert (Kunkel et al. 1995). Eine Inhibierung von
GIRK-4 erfolgt durch eine Reihe von Neurotransmittern, die Uber Pertussis
Toxin (PTX)-insensitives G-Protein (Gg/11) zu einer Aktivierung der
Phospholipase C (PLC) fuhren (Kobrinsky et al. 2000; Lei et al. 2001). Dies hat
die Hydrolyse von PIP, und damit iber DAG eine Aktivierung der Proteinkinase
C (PKC) zur Folge, welche GIRK-1 und GIRK-4 inhibitorisch phosphoryliert
(Mao et al. 2004).

Somit wurde im Anschluss an die bereits erwahnten Effekte von GIRK-
Inhibitoren auf den spezifischen Lipidefflux und den zellularen FC- und CE-
Gehalt auch eine modgliche Regulation des spezifischen Lipideffluxes durch
Agonisten und Antagonisten an purinergen Rezeptoren untersucht. Die
unspezifischen Agonisten von Py-Rezeptoren ATP und 2-Methyl-ATP
(Burnstock et al. 2000; Lazarowski et al. 2003; Ralevic et al. 1998) zeigten
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ebenso wie MRS-2179, das als spezifischer Inhibitor von P,Y beschrieben ist
(Leon et al. 2003; Marteau et al. 2004), uneinheitliche und nur geringfigig
modulierende Eigenschaften. Dabei war weder durch P,X- noch durch PyY-
spezifische Liganden eine einheitiche Hemmung oder Steigerung des
Lipideffluxes zu beobachten. Lediglich der unspezifische P,-Antagonist Suramin
zeigte eine deutliche und in Makrophagen auch konzentrationsabhangige
Hemmung des Lipideffluxes. Fur das polyanionische Suramin, welches auch
zur Behandlung der Trypanosomen-Infektion bedingten Schlafkrankheit
zugelassen ist (Germanin®), muss man dabei jedoch von einer allgemein
hemmenden Wirkung auf G-Protein-gekoppelte Rezeptoren ausgehen
(Hohenegger et al. 1998). Da ferner aber die verwendeten P,-Agonisten kaum
stimulierende Effekte auf den Lipidefflux aufwiesen, scheint eine Wirkung von
Suramin Uber einem P2-Antagonismus eher unwahrscheinlich. Clopidogrel, das
in Plattchen spezifisch Uber eine Hemmung von P2Yq, wirkt (Dorsam et al.
2004), zeigte bei einer Konzentration von 0,3 pM in Makrophagen stark
hemmende Effekte auf den spezifischen Cholesterinefflux; jedoch scheint
dieser Effekt nicht konzentrationsabhangig zu sein und zeigte sich auch nicht
fur den Phospholipidefflux. Darlber hinaus waren in Fibroblasten keine

modulierenden Effekte auf den spezifischen Lipidefflux zu beobachten.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sowohl durch K'-Kanal-
Inhibitoren als auch durch P,-Modulatoren ein regulierender Einfluss auf den
spezifischen Lipidefflux zu beobachten ist. Welche K*-Kanale bzw. purinergen
Rezeptoren dabei jedoch eine stimulierende oder hemmende Wirkung auf den
Lipidefflux ausuben, konnte eventuell in Effluxexperimenten mit siRNA geklart
werden. Die deutlicheren Effekte von K'-Kanal-Inhibitoren, insbesondere von
GIRK-Inhibitoren, &auf3erten sich in stark verminderten zellularen
Konzentrationen an Cholesterinestern. Diese fuhrten jedoch durch Zugabe in
der Beladungsphase nicht wie der ACAT-Inhibitor S-58035 zu einer deutlichen

Stimulation des spezifischen Lipideffluxes.
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5 Material und Methoden

5.1 Chemikalien

5.1.1 Losungsmittel (LM)

Wenn nicht anders angegeben, wurden die LM mit analytischer Qualitat von
Merck, Darmstadt bezogen und entionisiertes Wasser aus einer

Wasserentsalzungsanlage MilliQ (Millipore, Bredford MA, USA) verwendet.

5.1.2 Radiochemikalien

['“C]-Cholesterin  und [*H]-Cholinchlorid stammte von Amersham, Bad
Homburg. Als Szintillations-Cocktail wurde Ultima Gold von Perkin Elmer,

Rodgau-Jugesheim verwendet.

5.1.3 Lipidstandards

Der interne Standard D7- Cholesterin wurde mit einer Reinheit grof3er als 98 %
von Cambridge Isotope Laboratories, Andover MA, USA, *Cs- Cholesterin
(Reinheit >99 %) von Medical Isotopes, Pelham NH, USA und CE- Standards in
hochster analytischer Reinheit von Sigma erhalten. Ammoniumacetat und
Acetylchlorid stammten von Fluka, Buchs, Schweiz. Alle anderen Standards

waren von Avanti Polar Lipids, USA mit einer Reinheit groRer als 98 %.

5.1.4 Beladungs-/Lipidefflux-Modulatoren

ApoA-I (human, rekombinant) stammte von Calbiochem, Bad Soden, CTX, ITX,
Tertiapin und Apamin von Alomone, Jerusalem, Israel. Alle anderen hier nicht

aufgeflhrten Substanzen wurden von Sigma, Taufkirchen bezogen.
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5.2 Verbrauchsmaterial und Gerate

5.21

Materialien und Zusatze zur Zellkultur

Dulbecco’s modified Eagles Medium DMEM mit 4,5 g/l Glutamin
(BIOCHROM AG, Berlin) mit 3,7 g/l NaHCO3, 4,5 g/l D-Glucose, 1,028
g/l N-Acetyl-L-alanyl-L-glutamin

Makrophagen Serum freies Medium M-SFM (Gibco BRL, Eggenstein)
RPMI Medium (Gibco BRL, Eggenstein)
M-CSF, recombinant, human (R&D Systems, Wiesbaden)

Nichtessentielle Aminosauren MEM (Gibco BRL, Eggenstein), 5 ml / 500

mi

Fotales Kalberserum FCS (PanSystems, Aidenbach), 50 ml / 500 ml

wenn nicht anders angegeben

Rinderserumalbumin BSA (Sigma, Taufkirchen) 7,5 % sterile Losung in
PBS

Trypsin (0,5 g/l) EDTA (0,2 g/l) (Sigma, Taufkirchen)
Dulbecco’s phosphate buffered saline PBS (Gibco BRL, Eggenstein)

Natriumdodecylsulfat SDS, 0,2 % (2 g/l) (Roth, Karlsruhe)

KulturgefaBe

Gewebekulturflaschen 75 cm? Wachstumsflache (Nunc, Wiesbaden)
6-Lochplatten mit 3,5 cm Durchmesser; 9,6 cm? (Sarstedt, Newton, USA)
12-Lochplatten mit 2,25 cm Durchmesser; 4,0 cm? (Falcon, Wiesbaden)

Gewebekultur-Petrischalen: 8,7 cm Durchmesser; 60 cm? (Falcon,
Wiesbaden)
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5.3 Zellkultur

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden unter einer Sterilbank (Laminair Flow,
Heraeus) durchgefihrt. Die verwendeten Zellen wurden in Kulturflaschen mit
dem angegebenen Medium bei 37°C, 5% COx-Gehalt und 95 %

Luftfeuchtigkeit in einem Begasungsbrutschrank (Heraeus, Osterode) kultiviert.

5.3.1 Einfrieren und Auftauen von Fibroblasten

Fibroblasten, die langfristig in flissigem Stickstoff gelagert werden sollten,
wurden zunachst bei 1200 U/min pelletiert und in einer Konzentration von ca.
1x10° Zellen/ml in kaltem Einfriermedium (40 % RPMI 1640; 50 % FCS; 10 %
Dimethylsulfoxid) resuspendiert. Anschliefend wurden Aliquots zu 1,8 ml in
Kryo-Réhrchen gefillt, bei -80 °C tiefgefroren und nach einigen Tagen in
fliussigen Stickstoff Uberfuhrt. Fir langere Aufbewahrungszeiten wurden die
Zellen unter Zusatz von 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) in flussigem Stickstoff

bei -196 °C eingefroren.

Sollten die tiefgefroren Zellen erneut in Kultur genommen werden, wurde die
Zellsuspension aufgetaut, in wenig Medium gewaschen und in frisches

Kulturmedium Uberfihrt.

5.3.2 Vitalitatsprifung

Mittels Trypanblau-Farbung wurde die Anzahl nicht mehr lebender Zellen mit
Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Dazu wurden 100 ul einer
Zellsuspension 1:1 mit Trypanblau-Losung versetzt. Trypanblau ist ein saurer
Farbstoff, dessen Anion an Zellproteine bindet. Das Trypanblau dringt durch
defekte Zellmembranen toter Zellen in das Cytosol und farbt diese Zellen
tiefblau. In einer Neubauer-Zahlkammer wurde die Zahl lebender sowie an
abgestorbenen Zellen, die sich durch Trypanblau-Losung anfarben liel3en,
mikroskopisch ermittelt. Ergab sich dabei fur abgestorbene Zellen ein Anteil

grolRer 5 % der Gesamt-Zellzahl, wurde die Substanz als zelltoxisch deklariert.
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5.3.3 Mycoplasmentest

In regelmaliigen Abstanden wurden samtliche Zelllinien mit Hilfe des

Mycoplasmen Detection Kits auf einen Mycoplasmenbefall untersucht.

5.3.4 Kultur von primaren Hautfibroblasten

Aus Hautstanzen von freiwilligen Spendern wurden in DMEM mit 20 % FCS
Primarkulturen von Fibroblasten herangezogen. Nach Ausbildung eines
Monolayers wurden die anhaftenden Zellen mit Trypsin/EDTA abgelost, die
damit gewonnenen Fibroblasten 1 : 3 gesplittet und in DMEM mit 10 % FCS bis
zur erneuten Konfluenz kultiviert. Medienwechsel oder Waschschritte wurden
ausgefuhrt, indem die Zellen in sterilen Falcon-Réhrchen 5 min bei 1000 bis
1200 U/min zentrifugiert und anschlie®end das Zellpellet in der entsprechenden
Ldosung resuspendiert wurde. Fur die Experimente wurden ausschliel3lich
Passagen zwischen 3 und 18 verwendet, die in einer Dichte von 40.000
Fibroblasten/Loch in 12-Lochplatten ausgesat wurden. Fir Experimente mit
MS-Analytik wurden 80.000-100.000 Fibroblasten/Loch in 6-Lochplatten

ausgesat.

5.3.5 Kultur von humanen Monozyten

Die Monozyten wurden von freiwiligen Spendern mittels Leukapherese
gewonnen und durch Gegenstromelutriation bis zu einer Reinheit grof3er als
95 % aufgereinigt; die Kontrolle dabei erfolgte durch FACS-Analyse. Soweit
nicht anders angegeben, wurden die erhaltenen Monozytenkonzentrate in MSF-
Medium mit 50 ng/ml M-CSF ausgesat und Uber 4 Tage zu Makrophagen
ausdifferenziert. AnschlieRend wurde das Medium fur die eintagige
Beladungsphase durch frisches Medium unter Zusatz von 40 ug/ml E-LDL
ersetzt. Die Entladung erfolgte in lipidfreiem RPMI Medium unter Zusatz von 50

ng/ml M-CSF Uber einen Zeitraum von 18 - 20 Stunden.
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5.4 Lipoproteine

5.4.1 Sequentielle Ultrazentrifugation

Ausgehend von rekalzifiziertem Plasma mit einer Dichte von 1,006 g/ml erhalt
man durch mehrere Ultrazentrifugationsschritte die  entsprechenden
Lipoproteinklassen im Uberstand (Tabelle 1, nach Havel et al., 1955). Nach
jedem Zentrifugationsschritt (18 — 48 h bei 4 °C) werden die Unterstande durch
Zugabe von KBr auf die neue Dichte eingestellt.

Der nach der letzten Zentrifugation verbleibende Uberstand wird als Lipoprotein

defizientes Serum (LPDS) bezeichnet.

Lipoprotein- | Dichtebereich | Zentrifugalkraft | Rotationsgeschw. | Dauer

Fraktion [g/ml] [o] [U/min] [h]
VLDL < 1,006 250.000 58.000 18
IDL 1,006 — 1,019 250.000 58.000 24
LDL 1,019 - 1,063 250.000 58.000 24
HDL 1,063 — 1,21 180.000 48.000 48
HDL, 1,063 — 1,125 180.000 48.000 36
HDL; 1,125-1,210 180.000 48.000 48
Gesamt 1,006 - 1, 21 180.000 48.000 48

Tab. 5: Lipoproteinpraparation durch sequentielle Ultrazentrifugation (Rotor 70 TI)

5.4.2 Dialyse der Lipoproteinfraktionen

Um KBr wieder zu entfernen, wurden die erhaltenen Lipoproteinfraktionen in

autoklavierte Dialyseschlauche aus regenerierter Zellulose mit einer
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Trenngrenze (MWCO) von 12.000 — 14.000 g/mol (Serva, Heidelberg) dreimal
2 h gegen Puffer A und dreimal 2 h gegen Puffer B dialysiert.

Puffer A (10-fach): 450 g NaCl, 5,6 g EDTA ad 5000 ml H;O.
Puffer B (10-fach): 450 g NaCl ad 5000 ml H,O.

Beide Pufferlésungen wurden mit 0,1 M NaOH auf ph 7,4 eingestellt und zur

Lagerung zehnfach konzentriert angesetzt.

5.4.3 Analytik der Lipoproteinfraktionen

Nach der Dialyse wurden die Lipoproteinfraktionen steril filtriert (PorengrofRe
0,45 um) und der Proteingehalt nach Lowry (LOWRY et al. 1951) mit BSA als
Standard bestimmt. Die Qualitdt der Fraktionen wurde mittels dem
Elektrophorese-System Rapidophor (LipoScript, Test-Kit Lipidophor All in 12,
Immuno AG, Wien, Osterreich) Uberprift. Hierbei wurden die
Lipoproteinfraktionen auf einem albuminhaltigen  Agarmedium ihrer
elektrophoretischen Mobilitdt entsprechend aufgetrennt; die anschlieRende

Pazipitation mit Polyanionen ermoglicht eine quantitative Auswertung.

5.4.4 Praparation von E-LDL

Die enzymatische Modifikation des LDL erfolgte in leicht abgeanderter Form
nach einer Vorschrift von Bakhdi (Bhakdi et al. 1995). Hierzu wurde LDL mit
PBS auf eine Konzentration von 2 mg/ml und nachfolgend 5 ml dieser Losung
mit 160 pug Trypsin und 320ug Cholesterinesterase (Boehringer, Ingelheim) fur
48 Stunden unter leichtem Schatteln bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Das

somit erhaltene E-LDL wies eine milchige Tribung auf.
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5.5 Beladungs- und Lipidefflux-Phase

Abhangig vom Zelltyp und der Fragestellung wurden verschiedene Label-,
Beladungs- und Aufarbeitungsmethoden verwendet. Fur Messungen mittels MS
wurden die Fibroblasten oder Monozyten/Makrophagen ohne Isotopenzugabe

bzw. mit 10 ug/ml *Cs-Cholesterin und/oder 50 ug/ml Dg-Cholin inkubiert.

5.5.1 Untersuchung der Beladungsphase

Um den Einfluss potentiell modulierender Substanzen auf die Beladung der
Zellen zu untersuchen, wurden die Fibroblasten oder Makrophagen direkt im
Anschluss an die 24-stindige Beladungsphase aufgearbeitet und mittels MS

analysiert.

5.5.2 Lipidefflux von Fibroblasten

FiUr die parallele Messung von Cholesterin- und Phospholipidefflux wurde in
Anlehnung an ein Protokoll von Mendez (Mendez et al. 1996) mit 'C-
Cholesterin und ®H-Cholin gelabelt. Dazu wurden pro Loch 40.000 Fibroblasten
in 12-Lochplatten ausgesat und 2 Tage in DMEM mit 10 % FCS kultiviert.
AnschlieRend wurde das Medium gewechselt und die Fibroblasten fur 3 Tage in
DMEM mit 10 % FCS und 1,5 pCi/ml '*C-Cholesterin inkubiert; nach Waschen
mit PBS mit 0,2 % BSA wurden die Zellen mit 15 yg/ml Cholesterin in DMEM
mit 0,2 % BSA Uber 24 h beladen. Danach wurde mit Medium gewaschen und
fiir weitere 24 Stunden mit 10 pCi/ml *H-Cholin in DMEM mit 0,2 % BSA
inkubiert.

Vor der Efflux-Phase wurde das Medium abgenommen und zur Entfernung an
der Zelloberflache anhaftender radioaktiver Lipide zweimal mit 1 ml PBS mit
0,2 % BSA gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen mit 1,0 ml frischem
DMEM + 0,2 % BSA und den verschiedenen Modulatoren inkubiert. Nach einer
Stunde erhielt ein Teil zur Induktion des Effluxes zusatzlich 10 ug/ml ApoA-|

oder 100 yg/ml HDL3 als Lipidakzeptoren.
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5.5.3 Lipidefflux mit Monozyten/Makrophagen

Wie unter 5.3.5 beschrieben wurden die gewonnenen Monozyten in der jeweils
angegebenen Anzahl in 6-Lochplatten ausgesat und differenziert. Falls nicht
anders angegeben, erfolgte die Beladung der Makrophagen mit 40 pg/ml E-LDL
bei gleichzeitiger Zugabe von 1,5 uCi/ml "*C-Cholesterin und 10 uCi/ml *H-
Cholin. Die Chase-Phase wurde wie unter 5.5.2 angegeben eingeleitet, wobei
als Efflux-Medium lipidfreies RPMI mit 50 ng/ml MCSF verwendet wurde.
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5.6 Aufarbeitung und Lipidextraktion

Nach Ende der Effluxphase zu Untersuchungen des Lipideffluxes wurde das
Medium abgenommen und bei 800 g fur 10 min zentrifugiert, um abgeloste
Zellen abzutrennen. Davon wurden 800 pl fUr die Lipidextraktion abgenommen;
in den Beladungsexperimenten wurde dieser Schritt ausgelassen. Die Zellen
wurden nach Abnehmen des Mediums mit 0,5 ml 0,2 % SDS mindestens 10
min bei 37 °C lysiert und nachfolgend in Spitzbodenglaser Uuberfuhrt.
Anschlie®end wurde mit 0,5 ml Wasser nachgewaschen und die vereinigten

Zellextrakte fur die Lipidextraktion verwendet.

5.6.1 Lipidextraktion

Die Gesamtlipidextraktion erfolgte nach einer Methode von Bligh und Dyer
(BLIGH et al. 1959) und wurde ausschlief3lich in Glasgefallen durchgefihrt um
Lipidverluste weitgehend zu vermeiden. Die entsprechenden Volumina der
oben beschriebenen Zellextrakte und Medien wurden mit 3 ml einer Mischung
aus Methanol und Chloroform (2/1) aufgefullt und gut durchmischt. Nach einer
Stunde wurde durch Zugabe von je 1 ml Chloroform und Wasser die
Phasentrennung herbeigefihrt. Daraufhin wurde gevortext und zur
Vervollstandigung der Phasentrennung fir 15 min bei 3000 g zentrifugiert. Die
hierbei erhaltene, untere Chloroform-Phase wurde mit einer Pasteur-Pipette
moglichst exakt abgenommen und in Szintvials Uberfuhrt. Aus diesen wurde
sodann mit Hilfe einer Gefriertrocknungszentrifuge (Christ, Osterode) das

Ldsungsmittel abgezogen.

5.6.2 Analytik mit Szintilationszahler

Nachfolgend wurden die unter 5.6.1 erhaltenen Ruckstande in 100 yl Methanol
aufgenommen, gevortext und mit 3 ml Szintcocktail Ultima Gold (Canbarra-
Packard, Dreieich) versetzt und in einem B-FlUssigszintilations-Zahler (Wallach
1410, Berthold, Minchen) vermessen. Dieses Gerat kann die Aktivitat
verschiedener Isotope trennen und somit die beiden B-Strahler "™C-Cholesterin

und 3H-Cholin voneinander unterscheiden.
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5.6.3 Analytik mittels ESI-MS/MS

Fir die MS-basierte Analytik wurden die Zellextrakte sowie die Medien mit den
internen Standards der jeweiligen Lipide versetzt und der oben beschriebenen
Lipidextraktion unterworfen. Die hieraus erhaltenen Proben wurden in einer 10
mM Ammoniumacetat-Losung in Methanol/Chloroform (3:1) aufgenommen;
davon wurden 20 pl mit Hilfe eines HTS PAL-Autosamplers (Zwingen, Schweiz)
uber eine binare Pumpe (Agilent1100, Waldbronn) in den mit einer Elektospray-
lonenquelle ausgestatteten Triple-Quadrupol-Massenspektrometer Quattro
Ultima (Micromass, Manchester, England) injiziert. Die Elektrospray-lonisation

der Lipide erfolgte dabei im Positiv-lonen-Modus (ESI+):

Lipid Scan Literatur

PC, SPM PIS m/z 184 | (Liebisch et al. 2004)

LPC PIS m/z 184 | (Liebisch et al. 2002)

PE NL m/z 141 | (Brugger et al. 1997)

PS NL m/z 185 | (Brugger et al. 1997)

Cer PIS m/z 264 | (Liebisch et al. 1999)
FC, CE

PIS m/z 369 | (Liebisch et al. 2005)
(Acetylierung)

Tab. 6: Etablierte Methoden zur massenspektrometrischen Quantifizierung von Lipiden.

PIS: Parent ion scan, NL: Neutral loss scan.

De-Cholin enthaltendes PC und SPM wurde im PIS (m/z 193), *Cs-FC und
3C4-CE im PIS (m/z 372) analysiert. Die fur die Quantifizierung der einzelnen
Lipide notwendigen Gerateeinstellungen und internen Standards wurden aus
Vorarbeiten von Dr. Liebisch Gbernommen (Liebisch et al. 1999; Liebisch et al.
2002; Liebisch et al. 2004). Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der von
der Firma mitgelieferten Software (Micromass, Manchester, England) sowie
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einem von Dr. Liebisch programmierten Excel-Makro. "*Cs-FC und '*Cs-CE
wurden unter Verwendung eines Korrekturfaktors hinsichtlich des Isotopen-

Overlaps von naturlich vorkommendem FC und CE quantifiziert.
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5.7 Berechnung des Lipideffluxes

5.7.1 Lipidefflux

Fur die Berechnung des Effluxes des jeweiligen Lipides wurden die unter 5.6.1
und 5.7 erhaltenen Werte fur Medien durch die Summe der Werte fir Zellen
und Medien dividiert und als Efflux in Prozent ausgedrickt; bei der MS-
basierten Analyse des Cholesterineffluxes wurde die Summe der zellularen
Werte fur FC und CE verwendet.

5.7.2 Spezifischer Lipidefflux

Zur Berechnung des spezifischen Effluxes wurden die Effluxwerte der
Kontrollzellen von den Effluxwerten der mit ApoA-l stimulierten Zellen

subtrahiert und dieser Wert als spezifischer Efflux in Prozent bezeichnet.

FUr eine Modulation des spezifischen Effluxes dieser Kontrolle wurden die
Effluxwerte der Zellen mit der jeweiligen Substanz von den Zellen mit der
Substanz und ApoA-I subtrahiert; anschlieRend wurde dieser Wert auf den
spezifischen Effluxwert bezogen und als Modulation des spezifischen Effluxes

in Prozent der Kontrolle ausgedruckt.
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5.8 Proteinanalytik

5.8.1 Messung der Proteinkonzentrationen

Die Proteinkonzentrationen der Zellhomogenisate wurde mit einem BCA zwei
Komponenten Kit (Uptima/lnterchim, Montlucon, Frankreich) bestimmt. Die
Quantifizierung erfolgte mit einem ELISA Reader MR 5000 (DYNATECH
Laboratories, Denkendorf) bei 500 nm. Als Standards wurde Rinderserum-

Albumin (BSA) im Konzentrationsbereich 25 — 1500 pg/ml verwendet.

5.8.2 Subzellulare Fraktionierung

In Anlehnung an ein Protokoll von Huang et al. (Huang et al. 1999) wurden die
Zellen in cytosolische und membranare Fraktionen aufgetrennt. Dazu wurden
die Zellen nach zweimaligem Waschen mit kaltem PBS fur 10 Minuten mit 1 ml
Extraktionspuffer (20 mM Tris, 2mM EDTA, 5mM EGTA, 10mM
Mercaptoethanol, 5 pg/ml Leupeptin und 5 pg/ml Aprotinin) auf Eis inkubiert.
Zur Auftrennung wurden die erhaltenen Zelllysate homogenisiert und 10
Minuten bei 100.000 g zentrifugiert. AnschlieBend wurde mit Hilfe einer Pipette
die cytosolische Fraktion (Uberstand) von der Plasmamembran-Fraktion (Pellet)
abgetrennt. Das Pellet wurde in 500 ul Suspensionspuffer (10 mM Tris, 5 mM
MgCl;, 5 mM Mercaptoethanol, 5 pg/ml Leupeptin und 5 pg/ml Aprotinin)
aufgenommen und mit Hilfe eines Sonifyers (Soniprep 150, MSE, Crawley,

England) homogenisiert.

5.8.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteine wurden elektrophoretisch nach ihrem Molekulargewicht in 4-12 % Bis-
Tris-Fertiggelen (Invitrogen) aufgetrennt (Laemmli 1970). Die Elektrophorese
wurde bei 0,8 mA/cm? durchgefiihrt und anschlieRend das Gel auf eine

Nitrozellulosemembran transferiert.
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5.8.4 Coomassie-Farbung

Zur Detektion der Proteine wurde eine Farbung mit Coomassie-Blau
durchgefuhrt. Dazu wurden Gele oder Membranen zunachst fur 5 bis 10 min in
Farbelosung (0,25 % Coomassie Blue R250/L, 45 % Methanol, 10 %
Essigsaure) gelegt und anschlieRend in Entfarbelésung (40 % Methanol, 10 %

Essigsaure) gewaschen, bis die Proteinbanden deutlich sichtbar waren.

5.8.5 Western Blot

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden im ,semi-dry-Verfahren®
auf PVDF-Membranen transferiert (Towbin et al. 1979). Dazu wurden je drei
Whatman-Papierstiicke in der entsprechenden Gelgréfie in den Transferpuffern
A (0.3 M Tris Base, pH 10,4; 20 % Methanol), B (25 mM Tris Base, pH 10,4;
20 % Methanol) und C (4 mM e-Amino-n-Capronsaure, pH 7,6; 20 % Methanol)
getrankt. Zunachst wurden je drei Whatman-Papiersticke A und B auf die
Anodenplatte der Blotapparatur gelegt. Die Nitrozellulosemembran wurde mit
Methanol befeuchtet, in Puffer B gespult und auf Whatman-Papierstiicke B
gelegt. AnschlieRend wurde das Gel aufgelegt, mit drei Lagen Whatman-Papier
C bedeckt und die Apparatur mit der Kathodenplatte geschlossen. Dabei muss
darauf geachtet werden, dass der Aufbau Iuftblasenfrei ist, um einen
vollstandigen, flachendeckenden Proteintransfer zu ermdéglichen. Der Transfer
wurde mit 0,8 mA/cm? Gelflache fiir 45-60 min durchgefuhrt. Die auf die PVDF-
Membran geblotteten Proteine wurden anschlielend mit Hilfe spezifischer
Antikorper detektiert, welcher wiederum mit einem sekundaren, Meerrettich-
Peroxidase (HRP)-markierten Antikorper nachgewiesen wird. In beiden Fallen
wurde die Membran nach dem Proteintransfer in 0,1 % PBS-Tween mit 1 %
(w/v) Magermilchpulver fur 30 min blockiert und anschliel3end fur 1 Stunde mit
den entsprechenden Antikorpern in der angegebenen Konzentration inkubiert.
Nach flinfmaligem Waschen der Membran mit PBS-Tween und einmaligem
Waschen mit PBS, wurde die Membran mit dem sekundaren Antikérper
versetzt. Vor der Detektion wurde die Membran funfmal mit PBS-Tween und
mindestens einmal mit PBS gewaschen. Die Detektion des HRP-gekoppelten

Antikoérpers erfolgte mit dem ECL-Western-Blot-System (Amersham). Die
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Nachweisreaktion beruht auf einer Chemolumineszenz-Reaktion, die durch die
HRP-katalysierte Oxidation eines Substrats (Luminol) hervorgerufen wird. Diese
Lichtemission kann anschlieBend auf einem Rontgenfiim (Hyperfim-ECL)

sichtbar gemacht werden.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde das fur Fibroblasten bereits
etablierte System des spezifischen Lipideffluxes mit Apolipoprotein A-lI (ApoA-I)
auf von freiwilligen Spendern gewonnene Monozyten Ubertragen. Optimale
Ergebnisse im spezifischen Lipidefflux wurden dabei nach einer viertagigen
Differenzierung mit M-CSF, mit einer Zellzahl von 750.000 ausgesaten
Monozyten sowie einer Beladung mit 40 ug/ml an enzymatisch modifiziertem
LDL (E-LDL) erreicht. Der spezifische Lipidefflux betrug zwischen drei und acht
Prozent fur Cholesterin sowie zwischen drei und sechs Prozent fur
Phospholipide und war abhangig von den individuellen Unterschieden der

jeweiligen Spender sowohl von Monozyten als auch von Plasma/E-LDL.

Zur naheren Charakterisierung des Lipideffluxes wurden mit Hilfe einer
massenspektrometrischen Quantifizierung von Lipiden fur beide Modelle die
Unterschiede in Zellen und Medien bezuglich der Lipidklassen sowie deren
Speziesmuster aufgezeigt. In Schaumzellen, welche aufgrund der Beladung mit
E-LDL zellular einen bedeutend hoheren Anteil an Cholesterinestern (CE)
aufwiesen, zeigte sich ebenso wie in Fibroblasten eine durch ApoA-I induzierte
und somit fur ABCA1 spezifische Entladung von Phosphatidylcholin (PC),
Sphingomyelin (SPM) sowie v. a. von freiem Cholesterin (FC). Auf der Ebene
der PC-Spezies ergab sich dabei fir beide Zellmodelle eine praferentielle
Entladung von einfach ungesattigten PC-Spezies, insbesondere von PC 34:1.
Ferner konnte mittels massenspektrometrischer Analytik unter Verwendung von
13C;-Cholesterin wahrend der Effluxphase mit HDL3 eine partielle Beladung der
Zellen mit CE gezeigt werden. Ebenso wurden in Medien von Schaumzellen CE
detektiert, deren Anteil sich in Medien sowohl mit ApoA-I als auch mit HDL;
steigern liel3. Dieser Efflux von CE war in Fibroblasten nicht zu beobachten und

ist vermutlich auf eine Induktion von ApoE zurlckzuflhren.

Um den Einfluss von Sphingolipiden auf den spezifischen Lipidefflux zu klaren,
wurden sowohl Fibroblasten als auch Schaumzellen in der Effluxphase mit

verschiedenen Sphingolipiden inkubiert. Wahrend Ceramid bei Schaumzellen
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stimulierend auf den ApoA-I spezifischen Efflux wirkte, wurde bei Fibroblasten
eine konzentrationsabhangige hemmende Wirkung beobachtet. Dartuber hinaus
zeigten sich fur Sphingosin und Sphingosin-1-Phosphat in Fibroblasten etwas
starker inhibierende Effekte auf den spezifischen Lipidefflux als im Modell mit
Monozyten/Makrophagen. Um ferner eine potentielle Wirkung der Sphingolipide
uber PKC naher zu charakterisieren, wurde die Expression der PKC-Isoformen
sowie deren Modulation durch Sphingolipide untersucht. Dabei konnte lediglich
durch Phorbolmyristylacetat eine Hemmung des Lipideffluxes mit einer
parallelen Downregulation der PKC-Isoformen €, & und { beobachtet werden.
Somit kénnte man von einer den spezifischen Lipidefflux modulierenden Rolle
der PKC ausgehen, welche v. a. durch die Proteinmenge von PKC bestimmt

wird.

In Analogie zur Regulation des Sulfonylharnstoff-Rezeptors wurde ferner der
Einfluss von K*-Kanal-Inhibitoren auf den spezifischen Lipidefflux untersucht.
Bei der Inkubation der beiden Zellsysteme mit verschiedenen K'-Kanal-
Inhibitoren zeigte sich nur fur Glibenclamid ein einheitlich hemmender Effekt auf
den spezifischen Lipidefflux. Dartber hinaus wurde ein deutlich ausgepragter,
hemmender Einfluss auf die zellularen CE-Konzentrationen wahrend der Be-
und Entladungsphase gefunden, welcher jedoch nicht mit dem Verhalten eines
Inhibitors der Acetyl-CoA:Cholesterin-Acyltransferase (ACAT) vergleichbar war.
Weiterhin wurde in Anlehnung an die Ergebnisse mit GIRK-Inhibitoren der
Einfluss von Modulatoren purinerger Rezeptoren auf den spezifischen
Lipidefflux untersucht. Die Modulatoren purinerger Rezeptoren zeigten hierbei
nur schwache und im Vergleich der beiden Zelltypen stark unterschiedliche
Wirkungen auf den spezifischen Lipidefflux. Der beobachtete hemmende
Einfluss von Suramin sowie von Clopidogrel lasst auf unspezifische, nicht auf
einer Hemmung purinerger Rezeptoren beruhende Effekte dieser Substanzen
schliefen, da auch Agonisten purinerger Rezeptoren teilweise inhibierende

Effekte aufwiesen.
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7 Publikationen

Ergebnisse der Dissertation wurden in folgenden Publikationen veroéffentlicht:

Schifferer, R., Liebisch, G., S. Bandulik, T. Langmann, A. Dada, and G.
Schmitz. 2006. ApoA-I induces a preferential efflux of
monounsaturated phosphatidylcholine and medium chain
sphingomyelin species from a cellular pool distinct of HDL3
mediated phospholipid efflux lipid efflux; J.Biol.Chem.;
eingereicht.

Langmann, T., G. Liebisch, C. Moehle, R. Schifferer, R. Dayoub, S.
Heiduczek, M. Grandl, A. Dada, and G. Schmitz.
30-5-2005. Gene expression profiling identifies retinoids as potent
inducers of macrophage lipid efflux; Biochim.Biophys.Acta 1740:
155-161.

Liebisch, G., M. Binder, R. Schifferer, T. Langmann, B. Schulz, and G.
Schmitz. High Throughput Quantification of Cholesterol and
Cholesteryl Ester by Electrospray lonization Tandem Mass
Spectrometry (ESI-MS/MS); Biochim.Biophys.Acta; akzeptiert.
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