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ZUSAMMENFASSUNG
Endozytose und Resekretion von Apolipoprotein Al durch humane Endothelzellen

Schliiter, Marc Alexander

High-Density Lipoproteine (HDL) erfiillen im menschlichen Korper eine Fiille
antiatherogener Funktionen, die zu einem groBen Teil im extraluminalen vaskuldren
Interstitium vermittelt werden; z.B. liegt hier der Ausgangspunkt des Reversen
Cholesterintransportes.

Die extraluminale Lokalisation dieser Prozesse wirft zwangsldufig die Frage auf, auf
welchem Wege HDL und sein Hauptapolipoprotein-A, ApoAl, die Gefilendothelbarriere
tiberwinden. Das bisher gidngige Modell geht von einem passiven parazelluldren
Transport aus, jedoch ist auch ein spezifischer transzelluldrer Transport denkbar.

Um diese zweite Moglichkeit zu iiberpriifen, flihrten wir Assoziations- und
Dissoziationsstudien mit fluoreszenz- und goldmarkiertem ApoAl an Endothelzellen aus
menschlichen Nabelvenen (HUVEC) auf funktioneller und morphologischer Ebene
durch. Die Zellen zeigen eine spezifische Assoziation und Dissoziation des markierten
ApoAl. Beide Vorgidnge sind temperatur- und kationenabhingig; die Aufnahme des
ApoAl ist durch unmarkiertes ApoAl und modifiziertes LDL kompetitiv hemmbar.
Morphologisch konnte das ApoAl in Clathrin-coated pits und Endosomen, Vesikeln,
kleinen caveolaenahen Vesikeln und Caveolae nachgewiesen werden. Es ist denkbar, daf3
zwel parallele ApoAl-Aufnahmewege existieren, von denen einer zur Degradierung des
ApoAl fiihrt, wihrend der zweite in einen Resekretionsvorgang einmiindet. Die
Hemmbarkeit der Aufnahme durch acetyliertes LDL legt eine Beteiligung eines
Rezeptors aus der Scavenger-Rezeptorfamilie nahe, bislang konnte er jedoch noch nicht
identifiziert werden. Das resezernierte ApoAl weist eine Lipidhiille auf, die die
Vermutung nahe legt, daB wihrend des transzelluldren Transportes eine Lipidierung
stattfindet, die zur Bildung cholesterinarmer HDL-Vorstufen fiihrt. Diese Partikel sind
exzellente Cholesterinakzeptoren und konnten eine wesentliche Rolle im reversen

Cholesterintransport spielen.
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1 Einleitung

1.1 Lipoproteinstoffwechsel
1.1.1 Grundprinzipien des Lipoproteinstoffwechsels

Cholesterin ist ein Lipid des menschlichen Korpers, welches ubiquitér in allen Geweben
vorhanden ist. Es ist integraler Bestandteil zellulirer Membranen und dient als Substrat
zur Synthese verschiedenster Substanzen mit unterschiedlichsten Funktionen, wie z.B.
Steroidhormonen, Vitamin D und Gallensauren. (8, 15, 30, 31)

Strukturell besteht Cholesterin aus einem apolaren Sterangeriist und ist als solches nicht
wasserloslich. Um im wéBrigen Milieu des Korpers gelost und transportiert werden zu
konnen, miissen Cholesterin und andere Lipide des menschlichen Stoffwechsels, wie
z.B. Triglyceride, in Lipoproteine verpackt werden. Diese weisen eine nach aulen pola-
re Hiille auf, die aus Apolipoproteinen und Phospholipiden gebildet wird. Als gemein-
sames Merkmal besitzen Apolipoproteine eine amphiphile alphahelikale Struktur, die es
thnen erméglicht, einen apolaren Lipidkern zu umschlieen und nach auflen Loslichkeit
des Lipoproteins in einer wirigen Phase zu vermitteln. (16)

Insgesamt finden sich fiinf Hauptklassen von Lipoproteinen, die sich in ihrer Zusam-
mensetzung, Dichte, GroB3e und Funktion unterscheiden (Tabelle 1.1). (16,20) An ihrer
Bildung sind verschiedene Apolipoproteine beteiligt, die auBer strukturellen Aufgaben
verschiedene Funktionen in der Enzymregulation und Rezeptorbindung wahrnehmen
(Tabelle 1.2). (16) Das im Korper bendtigte Cholesterin wird iiber zwei Quellen bereit-
gestellt: Ein Teil wird mit der Nahrung aufgenommen, ein weiterer wird in den Zellen

des Korpers vor Ort synthetisiert.

1.1.2 Exogener Cholesterinstoffwechsel (50)

Mit der Nahrung zugefiihrtes Cholesterin wird im Diinndarm zusammen mit weiteren
Nahrungslipiden durch Gallensduren zu Mizellen emulgiert. Triglyceride und Phospho-
lipide werden durch die an der Darmmukosa vorhandenen Lipasen zu Di- und Monoa-
cylglycerolen,  Fettsduren, Glycerin und Phosphatiden gespalten. Diese
Nahrungsbestandteile werden von Diinndarmmukosazellen resorbiert und zur Synthese
von Chylomikronen verwendet. Die Aufgabe dieser Chylomikronen besteht im Trans-

port der resorbierten Lipide zu den Geweben. Ein erheblicher Teil des Cholesterins wird



Lipoproteinklasse Spezifische Dichte Partikeldurch-
(g/ml) messer (nm)
Chylomikronen (CM) p <0,95 75 —1200
Very-low-density Lipoproteine (VLDL) 0,95 <p <1,006 30280
Intermediate-density Lipoproteine (IDL) 1,006 <p<1,019 25-35
Low-density Lipoproteine (LDL) 1,019 <p < 1,063 18 —25
High-density Lipoproteine (HDL) 1,063 <p<1,21 7-17
Tabelle 1.1: Uberblick iiber die Hauptlipoproteinklassen
Apolipoprotein Lipoprotein-Zuordnung | Spezifische Stoffwechselfunkti-
on
Apolipoprotein Al HDL, Chylomikronen LCAT-Aktivierung
(ApoAl) HDL-Rezeptorbindung
Vermittlung v. Cholesterinefflux
Apolipoprotein AIl HDL, Chylomikronen Vermittlung v. Cholesterinefflux
(ApoAll) Aktivierung d. Hepat. Lipase
Apolipoprotein AIV HDL, Chylomikronen Vermittlung v. Cholesterinefflux
(ApoAlV) LCAT-Aktivierung
Apolipoprotein B48 Chylomikronen Chylomikronenbildung
(ApoB48)

Apolipoprotein B100 VLDL, IDL, LDL VLDL-Bildung
(ApoB100) LDL-Rezeptorbindung
Apolipoprotein CI Chylomikronen Phospholipase A,-Aktivierung

(ApoClI) VLDL, IDL, HDL Hemmung der hepatischen Rem-
nant-Aufnahme
Apolipoprotein CII Chylomikronen Hemmung der hepatischen Ren-
(ApoCII) VLDL, IDL, HDL mant-Aufnahme
LPL-Aktivierung
Apolipoprotein CIII Chylomikronen Hemmung der hepatischen Rem-
(ApoClII) VLDL, IDL, HDL nant-Aufnahme
LPL-Inhibition
Apolipoprotein E Chylomikronen Ligand fiir Chylomikronenrem-
(ApoE) VLDL, IDL, HDL nants und IDL fiir verschiedene
ApoE-Rezeptoren
Vermittlung v. Cholesterinefflux

Tabelle 1.2: Auswahl wichtiger Apolipoproteine, Zuordnung zu Lipoproteinen und

Funktion

allerdings mit Hilfe der ATP Binding Cassette Transporter ABCG5 und ABCGS8 ins
Darmlumen resezerniert. (18) Chylomikronen bestehen zu ca. 90% aus Triglyceriden
(nach erfolgter Resorption resynthetisiert), 3-8% aus Phospholipiden, 1% aus Choleste-
rin und 1-2% aus Proteinen. Hauptapolipoprotein ist ApoB48; auch ApoAl und Apo-
AlIV sind in geringeren Mengen vorhanden. (16) Die Chylomikronen werden vom

Diinndarm in die Lymphe abgegeben und gelangen iiber den Ductus thoracicus in das




vendse Blut. Das am kapilldren Endothel befindliche Enzym Lipoproteinlipase (LPL)
hydrolysiert vor allem die transportierten Triglyceride. (54) Freiwerdende Fettsduren
binden an Albumin und stehen in dieser Form den peripheren Geweben zur Verfligung.
Mit fortschreitender Lipolyse reduzieren die Chylomikronen ihre Grdf3e, bis schlieBlich
Restkorper, die sog. Chylomikronen-Remnants, iibrigbleiben. Diese werden iiber hepa-
tische Remnant-Rezeptoren in das Lebergewebe endozytiert. Mit ihnen wird das Nah-
rungscholesterin in die Leber aufgenommen, das dort zur Gallensduresynthese
verwendet wird oder in Form von VLDL resezerniert wird. (15, 60) Auflerdem entste-
hen im Zuge der Lipolyse phospholipidreiche Oberflaichenremnants, die zur HDL-
Reifung beitragen. (23)

1.1.3 Endogener Cholesterinstoffwechsel (16)

In der Leber synthetisiertes Cholesterin, welches dort nicht zur Membranbildung oder
Synthese von Gallensduren benétigt wird, kann mit Hilfe von Lipoproteinen an die pe-
ripheren Gewebe weitergegeben werden. Die sezernierten Very-low-density Lipoprotei-
ne (VLDL) sind triglyzeridreich (ca. 55-65%), und beinhalten auBerdem Phospholipide.
Thr Hauptapolipoprotein ist ApoB100. Des weiteren finden sich ApoC und ApoE. Auch
VLDL reduzieren auf dem Weg durch das Kapillarsystem ihren Triglyzeridanteil durch
die Wirkung der Lipoproteinlipase und verlieren somit an GréBe. SchlieBlich bleiben
Intermediate-density Lipoproteine (IDL) iibrig, von denen ein Teil direkt iiber ApoE-
oder ApoB-bindende Rezeptoren in die Leber aufgenommen wird. Der Rest der IDL
wird zu Low-density Lipoproteinen (LDL) verstoffwechselt. Hieran beteiligte Vorginge
sind die durch die Hepatische Lipase vermittelte Hydrolyse weiterer Triglyceride, die
Cholesterinestertransferprotein- (CETP-) vermittelte Aufnhahme von Cholesterinestern
von HDL und die Dissoziation von Apolipoproteinen E und C.

LDL sind kleine und cholesterinreiche Lipoproteine, die den grofiten Anteil des im
menschlichen Plasma enthaltenen Cholesterins beinhalten. Ein grof3er Teil hiervon wird
in Form von Cholesterinestern transportiert. Der grof3te Teil der LDL wird von hepati-
schen Zellen iiber ApoB-Rezeptoren aus der Blutbahn eliminiert, der Rest wird von
peripheren Zellen zur Deckung ihres eigenen Cholesterinbedarfs {iber ApoB-Rezeptoren
gebunden und clathrinabhingig endozytiert. (46) Dieses System ist iiber den intrazellu-

laren Cholesteringehalt durch Inhibition der LDL-Rezeptorsynthese feinreguliert, so daf3



es zu keiner Uberladung der Zellen mit Cholesterin und Cholesterinestern kommen
kann. Eine Ausnahme hiervon bilden Makrophagen, die modifizierte LDL durch Sca-
vengerrezeptoren unreguliert aufnehmen und sich auf diese Weise mit Cholesterinestern

iberladen konnen. (17)

1.1.4 Reverser Cholesterintransport und HDL — Metabolismus (68)

In den Zellen gebildetes bzw. gespeichertes Cholesterin kann an die sog. High Density
Lipoproteine (HDL) abgegeben werden und wird von ihnen zur Leber und den steroido-
genen Geweben transportiert, wo sie zur Synthese von Gallensduren, Vitamin D, Ste-
roidhormonen etc. verwendet werden. Dieser Vorgang wird als Reverser
Cholesterintransport bezeichnet.

HDL umfaf}t eine heterogene Klasse von Lipoproteinen, deren gemeinsame Eigenschaft
eine hohe Dichte (>1,063 g/ml) und eine geringe GroBBe (Durchmesser 5 - 17 nm) ist.
Die Mehrzahl der HDL-Partikel enthalten ApoAl. Unterschiede im quantitativen und
qualitativen Lipidgehalt, an Apolipoptoteinen, Enzymen und Lipid-Transferproteinen
fiihren zur Anwesenheit verschiedener HDL Subklassen, die sich in Form, Dichte, Gro-
Be, Lipidbeladung und Antigenitét unterscheiden.

Lipidreiche a-HDL (d.h. HDL mit elektrophoretischer a-Mobilitdt) entstehen aus lipi-
darmen Partikeln oder lipidfreien Apolipoproteinen, indem diese mit Phospholipiden
und unverestertem Cholesterin von hepatischen und nichthepatischen Zellen assemblie-
ren (siehe unten). An dieser initialen Lipidierung ist der ATP Binding Cassette Trans-
porter ABCA1 entscheidend beteiligt. (12, 62) Die oben genannten lipidarmen HDL-
Vorstufen werden entweder als nativer HDL-Partikel durch die Leberzellen und die
intestinalen Mukosazellen synthetisiert und sezerniert, dissoziieren von Chylomikronen
und VLDL wihrend Lipoproteinlipase-vermittelter Triglyceridhydrolyse oder werden
durch Interkonversion von HDL, und HDL; generiert. Am letztgenannten Vorgang sind
diverse Proteine beteiligt, unter anderem das Cholesterylester-Transferprotein (CETP),
das Phospholipid-Transfer-Protein (PLTP) und die Hepatische Lipase(HL).

Lipidarme HDL-Vorstufen werden reif, lipidreich und sphérisch durch Aquisition von
Phospholipiden und unverestertem Cholesterin von Zellen oder ApoB-enthaltenden Li-
poproteinen, durch die Veresterung des Cholesterins durch die Lecitin:Cholesterin A-

cyltransferase (LCAT) und durch das Hinzukommen zusétzlicher Apolipoproteine. Die



frithen Produkte sind kleine HDL;-Partikel, die durch weitere Veresterung von Choles-
terin durch die LCAT, Fusion mit anderen HDLs-Partikeln und PLTP-vermittelte Auf-
nahme von Phospholipiden aus triglyceridreichen Lipoproteinen zu gréleren HDL,-
Partikeln wachsen.

Die Lipide oder Proteine der a-HDL werden auf zumindest zwei direkten Wegen aus
der Zirkulation entfernt: Zum einen fiihrt die Bindung an den Scavenger Rezeptor B1
(SR-B1) zur selektiven Aufnahme von Lipiden, zum anderen wird die Aufnahme des
Holopartikels durch ApoE- oder ApoAl-Rezeptoren vermittelt. Des weiteren gibt es
einen CETP-vermittelten indirekten Weg durch Transfer von Cholesterinestern auf
VLDL und LDL, die dann iiber den LDL-Rezeptorweg katabolisiert werden. (19)
Lipidarme Pri-B;-LpAl oder sogar lipidfreie ApoAl werden erneut bereitgestellt durch
die Entfernung von Lipiden aus HDL, durch SR-B1, CETP und HL, die nachfolgende
Konversion von HDL, in HDL; und die Konversion von HDL; in Pra-f;-LpAl durch
PLTP. Diese kleinen Apolipoproteine bzw. Lipoproteine konnen das Plasma in den ex-
travaskuldren Raum verlassen, wo sie als Akzeptoren von zelluldren Lipiden dienen und
somit wieder die Bildung von HDL einleiten. Der zugrunde liegende Mechanismus fiir

den Partikeltransport durch das Endothel wurde bislang nicht identifiziert.



1.2 Arteriosklerose
1.2.1 Epidemiologie (68)

Die Folgeerkrankungen arteriosklerotischer Gefdverdnderungen zéhlen zu den haufigs-
ten Todesursachen sowohl in der Bundesrepublik Deutschland als auch in allen weiteren
Industrieldndern. (37,63) Manifestationsalter und Verlauf der Arteriosklerose sind stark
durch Risikofaktoren beeinflufit. Im Laufe der letzten 50 Jahre wurden in zahlreichen
prospektiven Studien die klassischen Risikofaktoren Alter, minnliches Geschlecht, Ei-
gen- und Familienanamnese arteriosklerotischer Erkrankungen, Diabetes, Rauchen,
Bluthochdruck sowie erhohte Blutkonzentrationen von LDL-Cholesterin und erniedrigte
Konzentrationen von HDL-Cholesterin identifiziert. (1, 2, 6, 7, 9, 25, 34, 58) Fiir die
vorgelegte Arbeit ist der Risikofaktor ,niedriges HDL-Cholesterin®“ von besonderem
Interesse.

Zahlreiche Studien haben einen ausgepragten Zusammenhang zwischen einem niedri-
gen HDL-Cholesterin (HDL-C)-Spiegel und dem Risiko der Entwicklung einer korona-
ren Herzerkrankung (KHK) belegt. Mehr als 40% der Patienten mit einem Herzinfarkt
haben ein niedriges HDL-C als kardiovaskuldren Risikofaktor. Ein niedriges HDL-C
und ApoAl wurden in der ECAT-Studie als wichtigste biochemische Risikofaktoren fiir
koronare Ereignisse bei Patienten mit angiologisch gesicherter KHK identifiziert. Per
Konvention wurde als HDL-C-Risikoschwellenwert 35 mg/dl (0,9 mmol/l) fiir Madnner
und 45 mg/dl (1,15 mmol/l) fiir Frauen festgelegt. Das Ausmal3 dieses inversen Zu-
sammenhangs zwischen HDL-C und koronarem Risiko — und somit auch die definierten
Schwellenwerte — hdngen auflerdem vom Vorhandensein weiterer Risikofaktoren ab,
wie z.B. Diabetes mellitus oder Hypercholesterindmie.

Jedoch konnte eine direkte Kausalitit fiir den Zusammenhang zwischen HDL-C und
KHK nicht sicher bewiesen werden. Beispielsweise steigt die kardiovaskuldre Mortali-
tat bei Patienten mit sehr hohen HDL-C Spiegeln. AuBBerdem sinkt HDL-C als negativer
Akute-Phase-Marker bei systemischen Entziindungen, die ihrerseits Atherosklerose
verursachen oder verschlimmern kénnen. Die Mortalitét ist bei Rauchern signifikant
assoziiert mit dem HDL-Cholesterin, jedoch nicht bei Nichtrauchern (PROCAM).
SchlieBlich konnte durch Behandlung mit Fibraten, Aktivatoren der Lipoproteinlipase,
die zu einer Erhohung des HDL-Spiegels fithren, zwar bei einigen, jedoch nicht bei al-

len Studien eine Pravention von koronaren Ereignissen erreicht werden.



Der HDL-Cholesterinspiegel ist ein stirkerer Risikofaktor in Kurzzeit-follow-up Stu-
dien als in Langzeit-follow-ups. In der PROCAM-Studie bei einem follow-up von zwei
Jahren lag das relative Risiko der Patienten mit einem HDL-C < 35 mg/dl bei 6,1, bei
Studien mit langerem follow-up lag es jedoch nur bei 2,1 bis 2,7.

Insgesamt steht ein niedriges HDL-C nicht unbedingt fiir ein defektes antiatherogenes
Reparatursystem und therapeutisch induzierte Anderungen fiihren nicht zwangsweise zu
den erwarteten Anderungen des klinischen Ergebnisses, jedoch wird die Beeinflussung
des HDL-Stoffwechsels und des Reversen Cholesterintransports als wichtiger Ansatz-

punkt fiir die medikamentdse Therapie der Arteriosklerose angesehen.

1.2.2 Genese der Arteriosklerose (17)

Arteriosklerotische Gefafverdnderungen manifestieren sich an der Arterienwand zu-
nichst als sog. fatty streaks. Sie entstehen durch die Aktivierung von Makrophagen im
subendothelialen Raum infolge der Aufnahme von oxidativ oder enzymatisch modifi-
ziertem LDL. Wihrend LDL im Blutplasma relativ gut vor Oxidation geschiitzt ist, fin-
det diese in der Arterienwand in stirkerem Ausmal statt, was zunidchst zu minimalen
Verianderungen (mmLDL), spdter zur starken Oxidation des LDL (oxLDL) fiihrt.
Modifiziertes LDL wird von Makrophagen nicht durch LDL-Rezeptoren, sondern durch
Scavenger-Rezeptoren aufgenommen. Dieser Vorgang unterliegt wie bereits erwédhnt
keiner Regulierung durch den intrazelluldren Cholesteringehalt. Es spielen offenbar vor
allem Scavenger Rezeptor A (SR-A) und CD36 eine iibergeordnete Rolle. Die Erken-
nung der oxLDL wird wahrscheinlich sowohl iiber oxidierte Phospholipide in der Li-
pidphase, als auch iiber kovalent modifiziertes Apo-B vermittelt.

Zunichst fiihrt die Anwesenheit von proinflammativ wirkendem oxLDL zu einer Rek-
rutierung von Blutmonozyten aus dem Gefdlumen in die GefiBwand, die dann zu
Makrophagen differenzieren. Dieser Vorgang wird durch reaktiv exprimierte Zelladha-
sionsmolekiile auf der Oberfliche der Gefdllendothelzellen vermittelt, im einzelnen
E-Selectin, P-Selectin und ICAM-1, wahscheinlich auch VCAM-1. Des weiteren wirkt
oxLDL direkt chemotaktisch auf Monozyten und fiihrt auBerdem zur Expression von
chemotaktischen Molekiilen durch Endothelzellen, wie z.B. dem monocyte chemotactic
protein MCP-1. Dieses wird auf den Monocyten vom Rezeptor CCR2 erkannt, dessen

Expression durch Hypercholesterindmie stimuliert wird. Auch das in arterioskleroti-



schen Lésionen nachgewiesene Interleukin-8 konnte eine Rolle spielen, da das Fehlen
von CXCR2, einem hochaffinen Rezeptor fiir IL-8 im Tiermodell zu einer signifikant
geringeren Arterioskleroseentwicklung fiihrte.

Die Rekrutierung von Monozyten und Differenzierung zu aktiven Makrophagen hat
anfianglich eine Elimination des zytotoxischen und proinflammativen oxLDL aus der
Arterienwand zur Folge und ist als eine Korperreaktion zum Schutz des Gefiales zu
werten. Bemerkenswerterweise filihrt jedoch gerade die Ansammlung von Makrophagen
und iliberméfBige Aufnahme von oxLDL zur Entstehung arteriosklerotischer Lésionen.
Die mit Cholesterin iiberladenen Makrophagen entwickeln sich zu ,,Schaumzellen®, die
grofle Tropfchen von Cholesterinestern enthalten. Zwar hemmt eine Membraneinlage-
rung von Uberschiissigem Cholesterin die proteolytische Aktivierung von SREBP- (ste-
rol regulatory element binding protein) Transkriptionsfaktoren, was zu einer
verminderten Expression an LDL-Rezeptoren und cholesterinsysnthetisierenden Enzy-
men flihrt, jedoch bleibt die oxLDL-Aufnahme iiber Scavenger-Rezeptoren dadurch
unbeeinfluBlt. Somit wird die HDL-vermittelte Cholesterinabgabe, also der Reverse
Cholesterintransport zu einem wichtigen Vorgang fiir das Cholesteringleichgewicht in
Makrophagen.

Mit fortschreitender Schaumzellbildung wandern glatte Muskelzellen aus der GefaBBme-
dia in die Intima ein. Sie proliferieren und beteiligen sich an der Aufnhahme von modifi-
zierten Lipoproteinen. Die aktivierten Muskelzellen produzieren extrazelluldre
Matrixproteine, so daB sich eine fibrose Kappe auf den Lésionen bilden kann.

Die GeféBlasion entwickelt nun immer mehr Merkmale einer chronischen Entziindungs-
reaktion. Es lassen sich aktivierte zytokinproduzierende T-Lymphozyten beobachten.
Makrophagen, Endothelzellen und glatte Muskelzellen exprimieren MHC II-Molekiile,
TNFa, IL-6, MCP-1 und andere Entziindungsmediatoren. Jedoch scheinen Lymphozy-
ten nicht zwingend fiir die Entstehung der Lisionen notwendig zu sein, da Miuse mit
fehlenden B- und T-Lymphozyten bei cholesterinreicher Didt Arteriosklerose in unver-
andertem Ausmal} entwickelten, bei normaler Didt zeigte sich jedoch eine Reduktion
der Lisionen, so daf3 angenommen werden muf3, da3 Lymphozyten modulierend in die

Plaqueentstehung eingreifen.



1.3 Antiatherogene Eigenschaften von HDL (68, 43)

High Density Lipoproteine, im Volksmund allgemein mit dem Begriff ,,das gute Cho-
lesterin® tituliert, wirken mit ihren zahlreichen antiatherogenen Eigenschaften den proa-
therogenen Wirkungen der Low Density Lipoproteine (,,dem schlechten Cholesterin®)
entgegen. Ein groBer Teil dieser antiatherogenen Effekte wird in der GefaBwand vermit-
telt, wo arteriosklerotische Lésionen ihren Ursprung nehmen.

Das wohl meistuntersuchte und -propagierte Konzept zur antiatherogenen Wirkung der
HDL ist der Reverse Cholesterintransport, d.h. der Transport des Cholesterins von den
peripheren Geweben — in diesem Fall der GefdBwand — zur Leber und den steroidoge-
nen Geweben, wo es wie zuvor erwihnt zur Synthese von Gallensduren, Lipoproteinen,

Vitamin D und Steroidhormonen genutzt wird (siehe 1.1.4 und 1.3.1).

1.3.1 Zellulirer Cholesterinefflux (68)

Cholesterinefflux ist das Resultat sowohl unspezifischer passiver, als auch spezifischer
aktiver Prozesse. Die unspezifische und passive Komponente beruht auf der Diffusion
von Cholesterin durch die waBrige Phase auf die Akzeptormolekiile und verursacht ei-
nen langsamen und nicht sittigbaren Cholesterinefflux aus allen Zelltypen. Sie findet
sowohl in Anwesenheit unspezifischer Akzeptoren, wie z.B. Phospholipidvesikeln, als
auch spezifischer Akzeptoren, wie Apolipoproteinen und HDL statt. Dieser Vorgang
beinhaltet keine spezifischen Interaktionen mit Zelloberflachenrezeptoren oder spezifi-
sche Aktivierung von zelluldren Transportprozessen. Obwohl der Verlust von Choleste-
rin aus der Plasmamembran ausgeglichen werden kann, so hat er doch einen geringen
Effekt auf die Menge der intrazelluldr gespeicherten Cholesterylester.

Im Gegensatz dazu verursachen lipidfreie Apolipoproteine wie z.B. ApoAl, ApoAll,
ApoAlV, ApoC, ApoE und sogar amphiphatische synthetische Peptide einen Efflux von
Phospholipiden und Cholesterin, der schnell, sittigbar, unidirektional, unabhingig von
der LCAT und effizient beziiglich der Reduktion der intrazelluldren Cholesterylester ist.
Dem Cholesterinefflux scheint der Phospholipidefflux vorauszugehen. Als Ergebnis
produziert der apolipoproteinvermittelte Lipidefflux HDL-artige Lipoproteine mit e-
lektrophoretischer pra- und prid-o Mobilitdt. Dariiber hinaus wird der von lipidfreien
Apolipoproteinen vermittelte Phospholipid- und Cholesterinefflux durch niedrige Tem-

peratur, partielle Proteolyse von Zellmembranen oder durch Interferenz mit der regulé-



ren Funktion des Golgi-Apparates und des vesikuldren Transports gehemmt (z.B. durch
Monensin oder Brefeldin A) und ist zellartspezifisch. Es wird vermutet, dal ApoAl an
einen signaltransduzierenden Oberflichenrezeptor bindet, und dafl dies die Translokati-
on von Cholesterin von intrazelluliren Kompartimenten zur Plasmamembran erleichtert.
Die Natur dieses Rezeptors ist unbekannt.

Da der Cholesterinefflux aus Zellen von Patienten mit Tangier Disease, der ein Defekt
des ATP binding cassette transporter A1 (ABCA1) zugrunde liegt, gestort ist und dies
zur Abwesenheit von lipidreichem o-HDL im Plasma fiihrt, ist es wahrscheinlich, daf3
ABCAI1 eine wichtige Rolle im apolipoproteinvermittelten Stoffwechsel spielt. Diese
Vermutung wird durch die Beobachtung gestiitzt, dafl sich der Apolipoprotein-
vermittelte Cholesterinefflux durch Hemmung von ABCA1 mit Hilfe von Antisense-
Oligonukleotiden oder anderen Pharmaka vermindern 148t und durch Uberexpression
von ABCAI gesteigert wird. Eng mit dem Cholesterinefflux verkniipft ist ein ABCAI1-
vermittelter Phospholipidefflux. (62) Der Mechanismus, iiber den ABCAI1 den
Phospholipid- und Cholesterinefflux vermittelt, ist bislang nicht aufgekléart. Neuere Stu-
dien legen eine Beteiligung am intrazelluldren Lipidtransport nahe. (21) Weil ABCALI
in vielen Zellen inklusive Hepatozyten und Enterozyten exprimiert wird, spielt dieses
Protein wahrscheinlich nicht nur im Lipidefflux eine wichtige Rolle, sondern auch bei
der hepatischen und intestinalen Entstehung von HDL.

HDL-vermittelter Cholesterinefflux teilt einige Eigenschaften des durch lipidfreie Apo-
lipoproteine vermittelten Cholesterinefflux. Native und rekonstituierte lipidreiche HDL
induzieren spezifische und unspezifische Formen des Cholesterinefflux. Veresterung
des vom HDL aufgenommenen Cholesterins durch die LCAT verhindert seine Rediffu-
sion zurlick zur Plasmamembran und vermehrt somit den netto-Cholesterinefflux. Die
Expression von SR-BI verstirkt den HDL-vermittelten Cholesterinefflux; die Bindung
an CD36, ein weiterer HDL-bindender Scavenger-Rezeptor, vermag dies nicht. Aus
diesem Grund wurde vermutet, daf} die Bindung von HDL an SR-B1 den bidirektiona-
len FluB zwischen HDL und Plasmamembran durch Reorganisation der Lipide in den
cholesterin- und caveolaereichen Doménen der Plasmamembran erleichtert. In Anwe-
senheit von HDL werden intrazelluldr gespeicherte Cholesterylester entfernt. Nach In-
kubation lipidangereicherter Zellen mit Brefeldin A oder dem PKC-Hemmstoff
Sphingosin wird der HDL-vermittelte Cholesterinefflux um ca. 50% gedrosselt.
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Es ist nicht bekannt, ob die Lipidation der HDL intrazellular, extrazelluldr oder an bei-
den Orten erfolgt. Zum einen wurde gezeigt, da3 lipidfreie Apolipoproteine Phospholi-
pid- und Cholesterinefflux von zahlreichen Zellen inklusive Hepatozyten und
Makrophagen induzieren, was einen extrazelluldren ProzeB nahelegt. Zum anderen
wurde gezeigt, dal Makrophagen, Leberzellen und Fibroblasten lipidfreie Apolipopro-
teine, HDL und Chlylomikronenremnants in clathrinummantelte Endosomen internali-
sieren und lipidierte Apolipoproteine resezernieren. Dieser Prozel wurde

Retroendozytose genannt, auch er soll bei der Tangier Disease defekt sein.

1.3.2 Antioxidative Eigenschaften von HDL

In den letzten Jahren mehrten sich jedoch Untersuchungen, die von weiteren antiathero-
genen Eigenschaften dieser Lipoproteine berichteten. Einige dieser sogenannten pleio-
topen Effekte sind jedoch zum Teil noch umstritten.

Die Anwesenheit von HDL in der GefiBwand hemmt die Oxidation der Low Density
Lipoproteine, die als erster Schritt der Genese arteriosklerotischer Lisionen angesehen
wird. Zusétzlich ist HDL in der Lage, einige Produkte der schon stattgefundenen LDL-
Oxidation zu binden und zum weiteren Abbau zur Leber zu transportieren. HDL bein-
haltet viele Antioxidanzien; beispielsweise besitzt ApoAl antioxidative Eigenschaften.
Eine wesentliche Rolle spielt die Paraoxonase, ein HDL-gebundenes Enzym, welches
die Hydrolyse von aromatischen Carbonséduren katalysiert. Sie fithrt zur Verarmung der
LDL an oxidierten Phospholipiden, die sonst die Zytokinproduktion stimulieren und
Monozytenadhésion auf Endothelzellen induzieren. Auch schiitzt die Paraoxonase HDL
vor Oxidation, durch die es seine Féhigkeit zur Induktion des zelluldren Cholesteri-

neffluxes und seine plittchenaggregationsmindernden Eigenschaften verlieren wiirde.

1.3.3 Adhisionsmindernde Eigenschaften von HDL

HDL iibt hemmenden Einflufl auf Monozytenchemotaxis und Adhésion von Leukozyten
an das Gefidflendothel aus. Dieser Adhédsionsvorgang wird von Oberflichenproteinen der
Endothelzellen vermittelt, wie z.B. dem vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1),
dem intracellular cell adhesion molecule-1 (ICAM-1) und E-Selectin. Diese drei Zell-
adhisionsmolekiile werden in arteriosklerotischen Lisionen im UberschuB8 gebildet,

induziert durch oxLDL oder Zytokine wie Interleukin-1 (IL-1) und TNF-a. In Gegen-
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wart von HDL wird die Expression dieser Molekiile wesentlich reduziert, mit der grof3-
ten Wirkung im Bereich der physiologischen HDL-Konzentration. Die Ursachen dieser
Beobachtung sind bislang nicht hinreichend erklért. Der hemmende Effekt auf die E-
Selektinproduktion beruht jedoch wahrscheinlich auf einer Hemmung der TNF-a-
stimulierten Sphingosinkinase und fiihrt damit zu verminderter Bildung von Sphingo-

sin-1-Phosphat, einem Induktor von E-Selektin.

1.3.4 Endotheliale Funktion, Mitogenitit und Zytoprotektion

Das Endothel sezerniert eine Reihe von humoralen Faktoren, die die Gefallweite (z.B.
NO), Plittchenaktivierung, Blutgerinnung, Fibrinolyse und die Proliferation bzw. Diffe-
renzierung von glatten Muskelzellen modulieren. Storungen dieser Funktionen kdnnen
zu intravasaler Gerinnung und verstirkter Makrophageneinwanderung in die GefaB-
wand fithren und sind eines der ersten Anzeichen der Genese arteriosklerotischer Ge-
faBverdnderungen.  Diese  endotheliale = Dysfunktion  tritt  gehduft  bei
Fettstoffwechselstorungen auf, die mit erniedrigtem HDL einhergehen.

Auch vermag HDL die sekretorischen Leistungen des Endothels zu fordern. Es stimu-
liert die Synthese des stark vasodilatativ wirkenden Prostacyclin (PGI,) zum einen
durch vermehrte Expression der Cyclooxygenase-2 (COX-2), dem Schliisselenzym fiir
die Synthese von Prostanoiden in Endothelzellen, zum anderen durch Bereitstellung von
Arachidonsédure, dem Substrat der COX-2. (44) Auch wird die hemmende Wirkung von
oxLDL auf Synthese des Natriuretischen Peptid C (CNP) in Endothelzellen nivelliert,
welches vasodilatativ wirkt und die Proliferation von glatten Muskelzellen hemmt. (64)
In einigen Studien stimulierte HDL die Proliferation von Endothelzellen und glatten
Muskelzellen in Anwesenheit anderer Mitogene, wie dem platelet-derived growth fac-
tor (PDGF), dem epithelial growth factor (EGF), fibroblast growth factor (FGF), Insu-
lin oder Transferrin. HDL aktiviert diverse Signaltransduktionskaskaden, die zu einer
Zunahme der beobachteten Mitosen fiihren. Einige dieser Eigenschaften werden ApoAl
zugeschrieben, jedoch kommen auch HDL-assoziierte Lipide in Betracht. Auch wenn
der Proliferation von glatten Muskelzellen eine eher schidliche Rolle in der Genese der
Arteriosklerose zugeschrieben wird, so darf nicht iibersehen werden, da3 die mitogene
Wirkung des HDL erst bei supraphysiologische Konzentrationen einsetzt. Somit diirfte

dieser Effekt bei intakter Endothelbarriere keine Rolle spielen, sondern eher in schon
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entstandenen arteriosklerotischen Lasionen, in denen HDL vermehrt in die Gefal3wand
eindringt und iiber die Induktion der Zellteilung fiir eine Stabilisierung der schon vor-
handenen Plaques sorgen konnte.

HDL und ApoAl sind in der Lage, oxLDL-induzierte Apoptose von Endothelzellen zu
verhindern. Fiir diesen Effekt sind Lysophospholipide verantwortlich, wie z.B. Sphin-
gosin-1-Phosphat. Schiitzenden Einflu3 iibt HDL auch in Gegenwart von Remnants
triglyceridreicher Lipoproteine aus, die ihrerseits ebenso Apoptose induzieren.

Auch Zellschidigungen durch eine Aktivierung des Komplementsystems, werden in
Anwesenheit von HDL gemindert. Die vorhandene Menge des terminalen C5a-C9
Komplexes war invers korreliert mit der Konzentration an HDL-Cholesterin. Offenbar
scheint auch diese Eigenschaft der HDL an die Anwesenheit von Lipoproteinen, vor-
nehmlich ApoAl gekniipft zu sein. Diese sind in der Lage, Komplementfaktor C9 zu
binden und auf diese Weise zu hemmen. Des weiteren tragt HDL das Glykoprotein Pro-

tectin (CD95), welches die zytolytische Aktivitit des Komplementsystems hemmt.

1.3.5 Hemmung der Gerinnung und Plittchenaktivierung

Auch die Aktivitit des Gerinnungssystems wird in Anwesenheit von HDL moduliert. Es
wurde in diversen Studien gezeigt, da3 Entgleisungen des Gleichgewichts zwischen
Koagulation und Fibrinolyse fordernd auf die Atherogenese wirken. (43) Sowohl HDL,
als auch ApoAl hemmen die Aktivierung des Gerinnungsfaktors X und fithren so zu
verminderter Bildung von Prothrombinase (dem Komplex aus den Faktoren Va, Xa, II,
Phospholipiden und Kalziumionen) und deshalb zu einer Hemmung der humoralen Ge-
rinnung. Zusitzlich wird die Koagulation vermindert durch HDL-vermittelte Stimulati-
on der Synthese der Proteine C und S. Aktiviertes Protein C (APC) hemmt auf
proteolytischem Weg Faktor Va und Vllla; dieser antikoagulatorische Effekt wird durch
Protein S verstérkt.

Des weiteren ist HDL ein Hemmstoff der Plattchenaktiverung. Ein niedriges HDL-C ist
ein Prediktor fiir die akute plittchenvermittelte Thrombusbildung. In vitro hemmt HDL
thrombin-, kollagen-, ADP- und adrenalininduzierte Plittchenaggregation und die
thrombininduzierte Bindung von Fibrin an die Blutpléttchen. Im letzten Fall wirkt HDL
als endogener Glykoprotein IIb/IIla-Antagonist.
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1.4 Transendothelialer HDL-Transport

ApoAl und HDL vermitteln einen groflen Teil ihrer antiatherogenen Eigenschaften
durch Interaktion mit extraluminalen Zellen und Partikeln. Apolipoprotein Al kann in
nicht unerheblicher Konzentration in der interstitiellen Fliissigkeit der menschlichen
Aorta nachgewiesen werden. (28) Auch HDL findet sich in interstitieller Fliissigkeit, so
z.B. in der Fliissigkeit praovulatorischer menschlicher Follikel. (24) Die Lipidzusam-
mensetzung und fraktionelle Verteilung im Vergleich zum Plasma-HDL ist jedoch ver-
andert. (3, 40)

SchlieBlich konnten auch in prédnodaler Lymphe (als Modell fiir interstitielle Fliissig-
keit) Pra-B-HDL und groBere a-HDL gefunden werden. (3, 40) Relativ zum Plasma
tiberwiegen in dieser interstitiellen und extravasalen Fliissigkeit die kleinen Pra-B-HDL
Partikel gegeniiber den grof3en und reifen a-HDL. Es ist somit denkbar, dal} kleine Pra-
B-HDL aus dem Plasma ins Interstitium {ibertreten, wo sie durch Lipidefflux zu grofe-
ren HDL reifen.

Sowohl in Tiermodellen, als auch bei menschlichen Probanden konnte eine Abhingig-
keit zwischen der Lipoproteinkonzentration im Plasma und der Stirke ihrer Aufnahme
in die GefdBwand beobachtet werden. (45)

Endothelzellen menschlicher Gefdle werden durch Gap- und Tightjunctions zu einer
dichten und undurchdringlichen Zellschicht verbunden. Aus diesem Grunde geht ein
gangiges Modell davon aus, dal HDL durch defekte Endothelbereiche in die Gefal3-
wand eindringt. (41, 45) Faktoren, die die GefdBwandpermeabilitdt fiir Lipoproteine
erhohen, sind beispielsweise arteriosklerotische Lisionen, mechanische Gefillschiden
und verminderte Anwesenheit von Stickstoffmonoxyd. (45)

Viele Makromolekiile werden durch intrazelluldre bzw. transzelluldre Transportsysteme
durch Endothelzellen aus dem Gefdllumen in dessen Wand transportiert, (39, 61) so
daB dieser Transportweg auch fiir HDL oder dessen Bestandteile denkbar ist. Diese
Moglichkeit wurde bislang jedoch noch nicht nachgewiesen. Der transzelluldre Trans-
portweg ist auch fiir andere Makromolekiile, wie z.B. Albumin noch nicht vollstindig
charakterisiert. Grundlegend ist denkbar, dal3 sich entweder grofle Poren oder Kanile
durch die Zellen bilden, die durch temporidre Verschmelzung von Vesikeln entstehen,
oder daB eine Transzytose stattfindet. Hieran kdnnten sowohl clathrinummantelte Vesi-

kel als auch Caveolae beteiligt sein.
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1.5 Fragestellung

Die Tatsache, da3 HDL in nicht unerheblicher Konzentration in der GefaBwand vorliegt
und dort einen wesentlichen Teil seiner antiatherogenen Eigenschaften vermittelt, wirft
zwangsldufig die Frage auf, welche Mechanismen an seinem Transport durch das Endo-
thel beteiligt sind. AuBer einem passiven Lipoproteinflul durch defekte Endothelberei-
che ist, analog zu anderen Makromolekiilen wie beispielsweise Albumin, ein aktiver
und spezifischer Transport durch die Zellen denkbar.

Zur Untersuchung dieser These filhrten wir Aufnahme- und Resekretionsstudien mit
Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen (HUVEC) durch. Wir verwendeten
hierzu lipidfreies ApoAl, welches wir aus folgenden Griinden auswéhlten: Das gédngige
Modell zur HDL-Entstehung geht von einer Bildung aus lipidfreiem ApoAl aus, indem
es Phospholipide von Endothelzellen und glatten Muskelzellen aufnimmt. Dieser Schritt
ist somit der Startpunkt des reversen Cholesterintransports. (47, 68) ApoAl wird stindig
durch LPL-vermittelte Lipolyse aus triglyceridreichen Lipoproteinen und Interkonversi-
on aus anderen HDL-Subklassen mit Hilfe von Lipid-Transferproteinen, hepatischer
Lipase und endothelialer Lipase freigesetzt. (49, 53, 68) Insgesamt ist die relative Kon-
zentration der lipidarmen sogenannten pra-f;-LpAl sowohl in der intimalen Fliissigkeit
der Arterien als auch in der Lymphe grofBer als die der reifen HDL-Partikel. (3, 24, 28,
40)

Zur quantitativen Untersuchung seiner Zellassoziation und -dissoziation wurde fluores-
zeinmarkiertes ApoAl verwendet, dessen Kinetik mit fluoreszenzphotometrischen Me-
thoden nachvollzogen wurde. Eine morphologische Untersuchung des Vorgangs fiihrten
wir mit goldmarkiertem ApoAl durch, welches als elektronenmikroskopisch sichtbarer
Marker diente. Um Riickschliisse auf beteiligte Zellkompartimente und Proteine zu zie-
hen, beeinfluBten wir deren Funktion auf pharmakologischem Wege und untersuchten

den Effekt auf das Ausmal} der ApoAl-Zellassoziation und -dissoziation.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Tabelle 2.1 Rohmaterialien und Apparaturen

Name Quelle
1,2-Propandiol Sigma P4347
Ablegeschale, weil3 PromoCell
Acetonitril Baker, Griesheim, BRD
Acrylamid/Bis-Acrylamid 30% Sigma A3699
Albumin, bovine, fraction V powder, fatty acid free; low en- | Sigma A8806
dotoxin

Ammoniumperoxydisulfat Aldrich 215589
Anti-Rabbit IgG vom Kaninchen DAKO
Anti-Apolipoprotein Al IgG human (Rabbit) DAKO
chloroauric acid solution Aldrich 254169
Bromphenolblau Sigma B0126
Chloronaphtol Merck 111952
Dialyseschlduche(Molekularmassenausschlu3grenze: 12000 D) | Sigma D6066
Diethylether Baker

DMSO Sigma D8418
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline(1x)with Ca” and Mg”" | Dulbecco
EDTA Sigma E6758
Elektrophoresekammer: Wide Minisub CELL GT BioRAD
Endothelial Cell Growth Medium, 500 ml PromoCell
Essigsidureanhydrid Sigma A6404
Ethanol Merck

Ether Merck

F-2000 Fluoreszenzspektrophotometer Hitachi

FCS, 30 ml PromoCell
Fluorescein Labeling Kit Roche
Folin-Ciocalteu-Phenolreagenz Sigma F9252
Formaldehyd Sigma F1635

FPLC-Anlage mit folgenden Einzelkomponenten: Pumpensys-
tem mit zwei iiber einen Controller steuerbaren Pumpen, Mo-
noQ-Anionenaustauschersdule  (Sdulenvolumen 1  ml),
PhotomeBzelle, xy-Schreiber, Ausgabeventil mit Proben-
schleife und automatischem Probensammer

Pharmacia (Freiburg, BRD)

GefiBBklemmen PromoCell

Gelatin Type III Sigma

Glycerin Sigma G5150

Goldsuspension, Partikelgrofe: 12 nm Freundliches Geschenk von Herrn Dr.
Volker, Institut fiir Ultrastrukturfor-
schung, Universitit Miinster

Harnstoff Sigma U4128

HBSS 0,03% EDTA, 125 ml PromoCell

HEPES-Puffer (50 mM, pH 7,2) Sigma H3787

HPLC-Anlage mit folgenden Einzelkomponenten: zwei Pum-
pen, beheizbare Sduleneinheit, Diodenarraydetektor, automati-
schem Probensammler, xy-Schreiber

LKB-Pharmacia (Bromma, Schweden)

HPLC reversed-phase Protein C4-Séule

Vydag, Hesperia, USA

Hydrochinon Sigma H9003
Kaliumbromid, kristallin Sigma P9881
Kaniile, Farbcode=lila, abgesigt und geschliffen PromoCell
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Name Quelle

KaniilenverschluBstopfen, rot PromoCell

Kupfersulfatlosung, 1% (w/v) Aldrich 510653

B-Mercaptoethanol Fluka 63689

Magermilchpulver Fluka 70166

Multiwell-6-Zellkulturschalen Falcon

Nabelschniire Geschenk d. Hebammen d. Raphaelskli-
nik, MS und Stidtischen Kliniken, DO

Natriumacetat Sigma S8750

Natriumcarbonatlosung, alkalisch, 2% (w/v) Sigma S7759

Natriumchlorid Sigma S6191

Natriumhydroxyd Sigma S5881

Netzteil 2301 Macrodrive 1 Power Supply LKB Bromma

Novablot Electrophoretic Transfer Kit (2117-250) LKB Bromma

Petrischalen 100 mm und 150 mm PromoCell

Petrischalen 35 mm Falcon

Photometer: Ultraspec 111 Pharmacia

Plasma normolipiddmischer Spender

Z. f. Transfusionsmed. WWU Miinster

Plastikpipetten 10 ml

PromoCell

Schneidegerit Beckman, Miinchen, BRD
SDS Sigma L6026

Silbernitrat Fluka 85230

Skalpelle PromoCell

Spritzen 10 ml PromoCell

Sucrose Sigma S9378

TEMED Sigma T7024

TI70 Rotor Beckman, Miinchen, BRD
TNF-B R&D-Systems
Trifluoressigsdure (TFA) Fluka 91732

Tris-HCl Sigma T5941
Trypsin/EDTA (0,04%/0,03%), 30 ml in PBS PromoCell
Trypsinstammldsung (2,5%), 2 ml PromoCell

Tween Sigma P5927

Ultrazentrifuge L7-65

Beckman, Miinchen, BRD

Wasser (destilliert) Fluka 17749

Wasser (endotoxinfrei und destilliert) Sigma G9382

Wasser fiir die HPLC Baker, Griesheim, BRD
Wasserstoffperoxyd Fluka 95299
Zentrifugationsrohrchen (HDL-Isolation) Beckman, Miinchen, BRD
Zentrifugenr6hrchen 10 ml und 50 ml PromoCell

Zitronensidure Monohydrat Sigma C7129
Zitronensdure Trinatriumsalz Sigma C3674

Tabelle 2.2 Losungen

Gelatine fiir Lichtmikroskopie

2%ige Losung aus Gelatine Type III in Wasser (endotoxinfrei und destilliert). Die Gelatinelosung wird
zur Beschichtung erwirmt, in die gewiinschte Form gegossen und wieder abpipettiert. Sie trocknet in 15

Minuten unter dem Abzug.

FPLC-Puffer (zur HDL Delipidierung)
1,82 g Tris

0,58 g NaCl

300,3 g Harnstoff

ad 1 Liter Aqua destillata
pH-Einstellung mit HCI auf 7,2
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Puffer A (fiir HPLC, zur ApoAl-Isolation)
1,82 g Tris

0,58 g NaCl

300,3 g Harnstoff

ad 1 Liter Aqua destillata

pH-Einstellung mit HCI auf 7,2

Puffer B (fiir HPLC, zur ApoAl-Isolation)
1,82 g Tris

58,44 g NaCl

300,3 g Harnstoff

ad 1 Liter Aqua destillata

pH-Einstellung mit HCI auf 7,2

Losungsmittel A (fiir HPLC, zur ApoAl-Isolation)
Wasser fiir die HPLC
1 Promille (v/v) Trifluoressigsédure (TFA)

Losungsmittel B (fiir HPLC, zur ApoAl-Isolation)
Acetonitril (am Photometer bei 215 nm mit Trifluoressigsdure auf eine Extinktion von null angeglichen)

Elektrophoresepuffer (fiir SDS-Page)
6g Tris

28,8 g Glycerin

2 g SDS

ad zwei Liter Aqua destillata

Probenpuffer (fiir SDS-PAGE)

4 ml Aqua destillata

1 ml 0,5 M Tris / HCI pH 6,8

0,8 ml 80% Glycerin

1,6 ml 10% SDS

0,4 ml B-Mercaptoethanol

0,2 ml gesittigte Bromphenolblauldsung

Trenngel 5%

2,2 ml Acrylamid/Bis-Acrylamid 30%
1,6 ml 1,5M Tris/HCI pH 8,8

1,3 ml 10% SDS

300 pul 1,5 % Ammoniumperoxidisulphat
10 pl Temed

Trenngel 20%

8,7 ml Acrylamid/Bis-Acrylamid 30%
1,6 ml 1,5 M Tris/HCI pH 8,8

130 ul 10% SDS

2 g Sucrose

300 pl 1,5 % Ammoniumperoxidisulphat
10 pl Temed

Sammelgel

1066 pl Acrylamid/Bis-Acrylamid 30%
6,94 ml 1,5M Tris/HCI pH 6,8

40 pl 10 % Ammoniumperoxidisulphat
8 ul Temed

Transfer-Puffer (fiir Western Blot)
2,8 g Glycin

1,6 g Tris

0,74 g SDS

0,2 1 Ethanol

1,8 1 Aqua destillata
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TBST-Puffer (fiir Western Blot)
43,8 g NaCl

30,0 g Tris

5 ml Tween

ad 5 1 Aqua destillata

Einstellung mit HCI auf pH 7,5

Entwicklerlosung (fiir Western Blot)

500ul Tris/HCI (24,2g/100ml) pH8,2 ad 50ml Aqua destillata,
10ml Chloronaphtolldsung (1,5 mg/ml in Methanol)

20ul 30%ige Wasserstoffperoxidlosung

Silber-Losung (fiir Silberentwicklung)
1,5 g Silbernitrat ad 900 ml Aqua destillata
100 ml 1,2-Propandiol hinzugefiigen, Lagerung bei 4°C in Dunkelheit

Entwickler-Losung (fiir Silberentwicklung)

I Liter 0,1 M Citrat-Puffer, pH 4,5: 0,1 M Zitronensdure Monohydrat, 0,1 M Zitronensdure Trisodium-

Salz, Zugabe von 0,1 % Formaldehyd.
4 g Hydrochinon

200 ml 1,2-Propandiol

Lagerung bei 4°C in Dunkelheit

Tabelle 2.3 Pharmaka

Substanz | Quelle Konzentration

vermittler

Loslichkeits-

Wirkung

RO318220 |CALBIOCHEM |1 pM; 5 uM; 10 uM;| DMSO, 1 Promille

Aktivator der Proteinki-

557520 15 uM; 20 uM; 50 uM nase C (PKC)
MnCl1 Aldrich 244589 1 mM Nein Bivalente Kationen
Nickel Sigma N5756 0,1 pM; 0,5 uM; 1|Nein

pM; 5 puM; 10 uM

EGTA Sigma E3889 10 pM; 20 pM; 50 | Nein
uM; 100 uM; 500 uM;

1 mM

Ca” -Chelator

Testosteron | Sigma T5035 10 ng/ml; 100 ng/ml | Nein

Ostradiol Sigma E4389 100  pg/ml; 1000 | Nein
pg/ml; 1000 ng/ml

Modulation der Protein-
expression

HDL, Human 2,5 mg/ml Nein

LDL Human 2,5 mg/ml Nein

Acyl-LDL Human 2,5 mg/ml Nein
(modifiziert)

RAP Freundliches Ge- | 2,5 mg/ml Nein

schenk von Herrn
Dr. Merkel (UKE
Hamburg, Medi-
zinische  Klinik
und Poliklinik)

Kompetitive Hemmung /
Blockade von Rezepto-
ren
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2.2. Gewinnung und Kultur humaner Endothelzellen
2.2.1 Gewinnung von Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen (48)

Die von uns verwendete Methode entstammt mit leichten Modifikationen der Anleitung
der Firma PromoCell. Die Nabelschnur wurde in sterilem PBS mit Kalzium und Mag-
nesium bei 4°C transportiert. Sie ist in diesem Zustand ca. 24 Stunden haltbar.

Zunichst wurde eine Verdauldsung angefertigt, indem ein Milliliter der Trypsinstamm-
16sung (2,5%) mit neun Millilitern HBSS 0,03% EDTA gemischt wurde. Die Nabel-
schnur wurde mit 70% Ethanol vorsichtig abgewischt und {ibriggebliebenes Blut
herausgedriickt. Ein Ende wurde scharf abgeschnitten, die Vene etwas geweitet und ein
Katheter eingefiihrt und mit Kabelbinder fixiert. Zundchst wurde die Vene mit HBSS
0,03% EDTA gespiilt, bis alles Blut aus ihr entfernt war; nachfolgend wurde an der an-
deren Seite ein zweiter Katheter angebracht und die Vene erneut mit HBSS 0,03% ED-
TA gespiilt, um zu {liberpriifen, ob sie durchgédngig und ohne Leck war. Die Nabelschnur
wurde iiber den Katheter mit fiinf Millilitern Verdauldsung durchgespiilt. Danach wurde
die Kaniile am anderen Ende der Nabelschnur mit einem Stopfen verschlossen. Es wur-
den zusitzlich ca. 0,5 Milliliter Verdaulosung eingefiillt, so daB die Vene leicht ge-
spannt war. Die Nabelschnur wurde dann in einer oben offenen Petrischale fiir 30
Minuten bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurde die U-formig gehaltene Nabel-
schnur vorsichtig massiert und ihre Enden abwechselnd auf- und abbewegt. Thr Inhalt
wurde in ein 50 Milliliter Rohrchen entleert, anschlieBend spiilten wir die Vene noch
mit fiinf Millilitern HBSS 0,03% EDTA durch. Dem Réhrchen wurde sofort die gleiche
Menge Serum zugegeben, um das Trypsin zu inaktivieren.

Die Zellen wurden in Petrischalen mit 150 mm Durchmesser, die vorher diinn mit Gela-
tine (2% in endotoxinfreiem Wasser) beschichtet wurden, mit einer Dichte von 5000
Zellen/cm? ausgesit. Es wurden zwei Milliliter Fetal Calf Serum (FCS) in jedes Schil-
chen zugefligt, so dal eine Serum-Endkonzentration von 10% entstand. Zur Verteilung
der Zellen wurden die Schalen kreisend bewegt. Die Zellen wurden bei 37 °C inkubiert,
bis sie zu 90% konfluent gewachsen waren. Das Zellkulturmedium wurde das erste Mal

nach zwei Tagen gewechselt.
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2.2.2 Passage und Kultur der Endothelzellen

Das Medium wurde aus den 150 mm Zellkulturschalen abgesaugt und die Zellen mit 25
Milliliter HBSS fiir eine Minute gewaschen. Nach erneutem Absaugen wurden vier Mil-
liliter Trypsin/EDTA hinzugefiigt und fiir eine Minute einwirken gelassen, die Fliissig-
keit wurde dann bis auf einen Film abgesaugt. Unter mikroskopischer Kontrolle wurde
abgewartet, bis sich unter seitlichem Klopfen gegen die Schale ca. 90% der Zellen abge-
16st hatten. AnschlieBend wurden fiinf Milliliter Endothelial Cell Growth Medium hin-
zugefiigt und durch mehrmaliges Auf- und Absaugen die Zellen darin aufgenommen. In
einem 50 Milliliter R6hrchen wurde die Suspension aller Schéilchen gesammelt. Es
wurde bei 900 Umdrehungen pro Minute fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellpléttchen in einem Milliliter Endothelial Cell Growth
Medium aufgenommen.

Die Zellen wurden wieder in 150 mm Petrischalen, die vorher diinn mit Gelatine be-
schichtet wurden (sieche oben), mit einer Dichte von 5000 Zellen/cm? ausgesédht, mit
einer Serum-Endkonzentration von 10% im Endothelial Cell Growth Medium. Sie wur-
den bei 37 °C inkubiert, bis sie zu 90% konfluent gewachsen waren, das Zellkulturme-
dium wurde alle zwei Tage gewechselt.

Die Endothelzellen wurden fiir unsere Experimente wie oben beschrieben abgeldst und
unter jeweils zwei Millilitern Zellkulturmedium in Multiwell-6-Zellkulturschalen (fiir
die Fluoreszenzexperimente) bzw. in 35 mm Einzelpetrischalen (vor allem fiir die mor-
phologischen Experimente) in einer Dichte von 5000 Zellen/cm? inkubiert, bis sie zu
90% konfluent gewachsen waren. Auch hier wurde der Boden der Schalen vorher mit
einer diinnen Schicht Gelatine beschichtet (siehe oben). Die Zellen wurden iiber Nacht
(fiir ca. 16 Stunden) mit FCS-freiem Medium inkubiert, um ihre endozytotische Aktivi-
tdt zu steigern. Fiir einige Experimente wurden die Zellen tiber Nacht mit TNF-a in ei-
ner Endkonzentration von 5 ng/ml vorinkubiert.

Es wurden bis zu neun Passagen alte Zellen fiir die Experimente verwendet; die liber-
wiegende Zahl der Experimente wurde mit vier bis fiinf Passagen alten Zellen durchge-

fithrt.

21



2.3 Praparation und Modifikation von Lipoproteinen
2.3.1 Isolation der Low Density Lipoproteine (LDL) und High Density Lipoprotei-
ne (HDL) aus Blutplasma durch sequentielle Ultrazentrifugation (20, 38)

Die in den Experimenten verwendeten Lipoproteine HDL und LDL wurden durch se-
quenzielle Ultrazentrifugation aus dem Plasma normolipiddmischer Spender gewonnen.
Zu diesem Zweck wurde eine Technik angewandt, die auf die Arbeitsgruppe Havel et
al. zuriickgeht. Grundlage dieses Trennverfahrens ist die Tatsache, dal3 sich die unter-
schiedlich dichten Lipoproteinfraktionen durch Zentrifugation voneinander trennen las-
sen.

Fiir den ersten Zentrifugationsschritt, in dem Chylomikronen, VLDL und IDL abge-
trennt wurden, wurde das Plasma nach untenstehender Formel (Abbildung 2.1) mit kri-
stallinem Kaliumbromid auf eine Dichte p=1,019 eingesalzen. Es wurde in spezielle
Zentrifugationsrohrchen (Beckman) eingeschweif3t und tiber 24 Stunden bei 105.000 x g
(59.000 Umdrehungen pro Minute) in einem Beckman TI70 Rotor mit einer Ultrazentri-
fuge L7-65 zentrifugiert. Die Chylomikronen, VLDL und IDL wurden mit dem Uber-
stand verworfen. Hierfir wurden die Zentrifugenrbhrchen mit einem speziellen
Schneidegerit (Beckman) zwischen den beiden Phasen geschnitten.

AnschlieBend wurden in einem zweiten Zentrifugationsschritt die LDL isoliert: Die
Dichte des Restplasmas wurde auf 1,063 eingestellt (sieche oben) und {iber 24 Stunden
bei 105.000 x g zentrifugiert, so daB der abgetrennte Uberstand die zu isolierenden LDL
enthielt. Zur Entfernung des hinzugefiigten Kaliumbromids wurden die isolierten LDL
gegen 0,01 mol/l Tris-HCL, 0,01 mol/l EDTA, pH 7,4 mehrmals in einem Zeitraum von
24 bis 48 Stunden gegen des 300-fache Eigenvolumen dialysiert.

Zur anschlieBenden HDL-Isolation wurde das Restplasma durch Zugabe von kristalli-
nem Kaliumbromid auf 1,21 kg/l eingestellt. Es wurde iiber 48 Stunden bei 105.000 x g
zentrifugiert. Nach AbschluB der Ultrazentrifugation enthielt der Uberstand die zu iso-
lierenden HDL.

Zur Entfernung des hinzugefiigten Kaliumbromids wurden analog zu den LDL die iso-
lierten HDL gegen 0,01 mol/l Tris-HCI, 0,01 mol/l EDTA, pH 7,4 mehrmals in einem
Zeitraum von 24 bis 48 Stunden gegen des 300-fache Eigenvolumen dialysiert.
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Hinweis: Zur isolierten HDL-Priparation (ohne vorige LDL-Priparation) kénnen im
ersten Zentrifungationsdurchgang Chylomikronen, VLDL, IDL und LDL gemeinsam
abgetrennt werden. Hierzu wird das Plasma (mit einer Dichte p=1,006 kl/l) nach der
unten genannten Formel (Abbildung 2.1) auf die Dichte von p=1,063 kg/l eingesalzen.
Chylomikronen, VLDL, IDL und LDL kdnnen dann gemeinsam mit dem Uberstand

abgenommen werden.

Formel zur Einstellung der Dichte p,, | | Lipoproteinfraktion Dichte (g/ml) | Dauer der

einer Losung bekannter Dichte p,, mit Zentrifugation (h)

Kaliumbromid: Chylomikronen, VLDL | p < 1,006 24

IDL p=1,019 24

Preu = Pait LDL p= 1,063 24

= kg/l KBr HDL, p=1,125 |30

1-(0,312 X ppey) HDL, p=1,210 48

Abbildung 2.1 Tabelle 2.4: Dichte der Lipoproteinfraktionen

2.3.2 Acetylierung der Low Density Lipoproteine (LDL) (4, 11)

LDL wurde durch sequenzielle Ultrazentrifugation (nach Havel et al.) aus dem Plasma
normolipiddmischer Spender gewonnen (siehe 2.3.1). Die isolierten LDL wurden nach
der Methode von Fraenkel-Conrat acetyliert. Das nach der Isolierung in einer Konzent-
ration von 3-4 mg/ml (nach Lowry) vorliegende LDL wurde durch Ultrazentrifugation
auf eine Proteinkonzentration von 10-15 mg/ml konzentriert. Das gleiche Volumen ei-
ner gesdttigten Natriumacetat-Losung wurde im Eiswasserbad gekiihlt und unter konti-
nuierlichem Riihren dem LDL-Gemisch tropfenweise zugegeben. Zur Acetylierung
wurde anschlieBend Essigsdureanhydrid in Einzelportionen von 2 pl pro mg LDL-
Protein alle fiinf Minuten zugefiigt, insgesamt 20 pl Essigsdureanhydrid pro ml LDL-
Protein. Der pH-Wert wurde laufend gemessen und, sobald er unter 7,2 lag, mit 0,5M
NaOH-Losung auf 7,2 korrigiert. Das Gemisch wurde fiir weitere 30 Minuten gertihrt
und abschlielend fiir 24 Stunden bei 4°C in zwolf Litern eines 0,15 M Natriumchlorid
und 0,3 mM EDTA-Puffers bei pH 7,4 dialysiert, um die liberschiissigen Acetat-

Ionen zu entfernen.

23



2.4 Isolation und Markierung von ApoAl

2.4.1 Delipidierung der HDL (55)

Der nichste Schritt der ApoAl-Préiparation bestand in der Delipidierung der isolierten
HDL durch dreimalige Zugabe eines Ethanol/Diethylethergemisches im Verhéltnis 3:1
(v/v) bei —20 °C. Hierfiir wurde zunéchst ein Milliliter des HDL-Dialysats in 20 ml des
Ethanol/Diethylethergemisches injiziert und kurz geriittelt. Das Gemisch wurde iiber
Nacht in einer explosionsgeschiitzten Gefriertruhe gelagert, anschliefend fiir 20-30
Minuten bei 2500 Umdrehungen pro Minute und —20 °C zentrifugiert. Die Temperatur
darf auf keinen Fall hoher sein, da sich Apolipoproteine sonst in den organischen
Losungsmitteln 18sen wiirden und somit verloren gingen. Der Uberstand wurde vorsi-
chtig abgenommen und ein zweiter Extraktionsschritt wie beschrieben iiber vier Stun-
den durchgefiihrt. AbschlieBend wurde das Proteinpldttchen mit 20 ml reinem
Diethylether gewaschen, um auch letzte Lipidreste zu entfernen. Nach einem letzten
Zentrifugationsschritt wurde das noch etherfeuchte Protein in einem moglichst geringen
Volumen FPLC-Puffer aufgenommen und geriittelt; verbleibende Etherreste wurden

unter Stickstoff evaporiert.

2.4.2 Isolation des ApoAl (38)

Da das ApoAl noch in einem Gemisch mit weiteren Apolipoproteinen vorlag, wurde es
mittels Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) abgetrennt. Hierflir verwendeten
wir eine FPLC-Anlage der Firma Pharmacia (Freiburg, BRD), die aus folgenden Kom-
ponenten bestand: Pumpensystem mit zwei iiber einen Controller steuerbaren Pumpen,
MonoQ-Anionenaustauschersdule (Sdulenvolumen 1 ml), PhotomeBzelle, xy-Schreiber,
Ausgabeventil mit Probenschleife und automatischem Probensammler.

Die Proteine wurden durch Anlegen eines Natriumchloridgradienten von 10 mM auf
1 M getrennt. Zu diesem Zweck wurden Puffer A und Puffer B (sieche Tab. 2.2) ver-
wendet. Die eluierten Proteine wurden mittels Photomefzelle bei 254 nm nachgewiesen
und die Absorption mit Hilfe des xy-Schreibers aufgezeichnet. Die ApoA-haltigen Frak-
tionen wurden gepoolt und anschlieBend intensiv gegen 10 mM Ammoniumhydrogen-

carbonat dialysiert. SchlieBlich konnte das fast salzfreie ApoAl lyophilisiert werden.
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Zur Uberpriifung der Reinheit des priparierten ApoAl wurde eine High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) mit einer reversed-phase ProteinC4-Sédule (Vydag,
Hesperia, USA) durchgefiihrt. (69) Als mobile Phase wurden Losungsmittel A und Lo-
sungsmittel B verwendet: Die Trennung wurde bei einer FluBrate von 1 ml/Minute ge-
startet mit einer Laufmittelzusammensetzung von 60% Losungsmittel A und 40%
Losungsmittel B. Wiahrend des Vorgangs wurde der Anteil der Komponente B iiber 30
Minuten linear auf 70% gesteigert. Zur Durchfithrung der HPLC haben wir eine HPLC-
Anlage der Firma LKB-Pharmacia (Bromma, Schweden) verwendet, die folgende Ein-
zelkomponenten aufwies: Zwei Pumpen, eine beheizbare Sduleneinheit, einen Dioden-
arraydetektor, einen automatischen Probensammler, der die getrennten Fraktionen
auffing, und einen xy-Schreiber. Das isolierte ApoAl wurde in einem Peak bei ca. 55%

Losungsmittel B eluiert. Die Reinheit des priparierten ApoAl betrug mindestens 95%.

2.4.3 Kopplung von ApoAl an Fluorescein

Die Fluoreszenzmarkierung des ApoAl erfolgte mit dem Flourescein Labeling Kit der
Firma Roche. Detaillierte Angaben sind der Anleitung des Herstellers zu entnehmen.

Um das ApoAl mit Fluorescein zu markieren, wurde ApoAl in einer Konzentration >
500 pg/ml in PBS gelost. Die Konzentration wurde per Lowry-Test (siehe 2.6) be-
stimmt. Es wurde ein Volumen rverwendet, das 500 pug Protein enthielt. Es wurden 40
ul FLUOS-Losung (Fluorescein in DMSO, siehe Anleitung) unter Riithren hinzugege-
ben und das Gemisch mit PBS auf einen Milliliter aufgefiillt. Der Reaktionsansatz wur-
de zwei Stunden lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur unter leichtem Riihren inkubiert.

Zur Entfernung von nicht gebundenem Fluorescein wurde eine Gelfiltration mit einer
Sephadex G-25-Sdule durchgefiihrt. Zur Vorbereitung der Chromatographiesdule wurde
sie mit finf Milliliter Blockierungslosung (mit bovinem Albumin) gespiilt und an-
schlieBend mit 30 ml PBS. Nachfolgend wurde der Reaktionsansatz auf die Chroma-
tographiesdule aufgetragen und einlaufen gelassen. Die Sdule wurde bis zu einem
Endvolumen von 2,5 Milliliter mit PBS gefiillt, dieses wurde ebenfalls einsickern gelas-
sen. Die Elution erfolgte mit 3,5 ml PBS. Je zehn Tropfen Eluat wurden in einer Frakti-
on gesammelt, was einem Volumen von ca. 0,5 ml entsprach. Das markierte Protein
befand sich liberwiegend in den ersten vier Fraktionen. Die Fluoreszenz in den gepool-

ten Fraktionen wurde durch Fluoreszenzphotometrie gemessen (sieche 2.5) In den ersten
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beiden Pools befanden sich in der Regel ca. 80% des gekoppelten Proteins. Abschlie-
end wurde die Proteinkonzentration erneut per Lowry-Test bestimmt und die Menge
der ApoAl Losung errechnet, welche die fiir den jeweiligen Versuch notwendige Menge

an Protein pro Milliliter Zellkulturmedium enthielt.

2.4.4 ApoAI-Gold-Konjugation

Als elektronenmikroskopisch sichtbarer Marker fiir das ApoAl wurden kolloidale Gold-
partikel verwendet, die elektrostatisch an das ApoAl gekoppelt wurden. Sie wurden mit
der Methode nach Frens hergestellt. (14) Dabei werden durch Reduktion von HAuCly
Goldpartikel gewonnen. Thre GroBe ist abhingig von der Konzentration reduzierenden
Natriumzitrats. Die von uns gewdhlte PartikelgroBe betrug 12 nm. Der Herstellungspro-
zell war wie folgt: 50 ml 0,01%ige HAuCly Losung wurde bis zum Sieden erhitzt und
1,6 ml 1%ige Natriumzitratlosung hinzugegeben. Nach ca. fiinfminiitigem Kochen war
die Reduktion des Goldes vollstindig und eine rétliche Suspension von metallischen
Goldpartikeln gebildet. Sie wurde durch Zentrifugation bei 13000 x g konzentriert und
der Uberstand iiber dem Goldpellet verworfen. Die Suspension war in dieser Form unter
VerschluB3 bei 4 °C steril und mehrere Monate lagerungsféhig.

Fiir die elektrostatische Kopplung des Goldes an ApoAl wurde die Methode nach Vol-
ker verwendet. (65) Die Gold-Suspension wurde 1:10 in doppelt destilliertem Wasser
(OD520~2,5) resuspendiert. Der pH-Wert der Suspension wurde unter Zuhilfenahme
von fein abgestuftem Indikatorpapier mit 0,2 M Zitronensaure und/oder 0,2 M Kalium-
carbonat auf 5,6 eingestellt, was dem isoelektrischen Punkt der ApoAl-Hauptisoform
entspricht. (67) Eine pH-Messung der Goldsuspension mit Glaselektroden ist nicht
sinnvoll, da die Poren der pH-Elektrode verstopfen wiirden. AnschlieBend wurden
schrittweise jeweils 20 pl aus einer ApoAl Stammldsung in einer Konzentration von ca.
500 pg / 100 pl hinzugegeben. nach jeder Zugabe wurde die Stabilitit des ApoAl-
Goldkomplexes an einem 5 pl Aliquot durch Zugabe von 10 pl 20%iger NaCl-Losung
getestet. Sobald ein Protein-Goldkomplex stabil ist, d.h. alle elektrostatischen Bin-
dungsvalenzen des Goldpartikels mit Protein abgesittigt sind, findet bei Zugabe von
Kochsalzlosung kein Farbumschlag der origindr roten Losung ins Blaue mehr statt. Als
optische Referenz fiir diesen Titrationsvorgang dienten jeweils 5 pl einer proteinfreien

und einer mit Protein {ibersittigten Goldsuspension, auch diese war mit 10 pl 20%iger
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NaCl-Losung gemischt. Zur vollstandigen Abséittigung eventueller restlicher Valenzen
wurde die Losung mit 1% BSA (Fraktion V, fatty acid free) versehen und abschlielend
durch HEPES-Puffer stabilisiert (50 mM, pH 7,4). Die Losung enthielt schlieBlich ca.
250 pg ApoAl/ ml. Da der ApoAlI-Goldkomplex aufgrund der Experimente mit leben-
den Zellen nicht konserviert werden konnte, muflte er innerhalb weniger Stunden ver-

braucht werden.

2.5 Fluoreszenzphotometrie

Die floureszenzphotometrische Messung des Inhaltes einer Probe an Fluorescein wurde
mittels eines F-2000 Fluoreszenzspektrophotometers der Firma Hitachi durchgefiihrt.
(Parameter: Wellenlédngen: Exzitation: 495 nm, Emission: 518 nm; Test setup: Init de-
lay: 1 sec, Integ time: 6 sec; Instr Setup: Response: 0,15 sec, Bandpass [nm]: Ex 10 Em
10, PM Voltage: 400 V). Die Probenmenge betrug jeweils 800 pul.

2.6 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Lowry (33)

Der Proteingehalt der verwendeten Proben wurde mit der Methode nach Lowry be-
stimmt, welche auf der Biuret-Methode basiert. Es wird in alkalischer Losung ein Kup-
fer-Protein-Komplex gebildet, der anschlieBend ein Phosphomolybdat-Phosphowolf-
ramat-Reagenz (Pholin-Ciocalteu-Phenol-Reagenz) reduziert, wobei eine blaue Farbung
zustande kommt. Zunéchst wurde Reagenz C gemischt, welches sich aus 49 Teilen Re-
agenz A (2%ige alkalische Natriumcarbonatlosung [w/v]) und einem Teil Reagenz B
(1%ige Kupfersulfatlosung [w/v]) zusammensetzte und fiir jede Bestimmung frisch an-
gesetzt wurde. In jeweils 2 ml von Reagenz C wurden 50 pl der zu bestimmenden Pro-
teinproben pipettiert, sofort geriittelt und anschlieBend zehn Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Es wurden 100 pl des Folin-Ciocalteu-Phenolreagenz zuge-
geben, sofort geriittelt und ein weiteres Mal fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur in
Dunkelheit inkubiert. SchlieBlich wurden die Extinktionen der Proben in einem Photo-
meter bei 660 nm gemessen. Zuvor wurde ein PBS-Leerwert, der ebenso aufbereitet
wurde wie die Proben, gemessen. Zur Erstellung einer Eichgeraden dienten BSA-

Standards in unterschiedlichen Konzentrationen (125 pg/ul, 250 pg/ul), gelost in PBS.
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2.7 Zellexperimente
2.7.1 ApoAl-Beladung der Zellen

Die Zellen wurden, wenn bei den entsprechenden Versuchsanordnungen in Kapitel 3
nicht anders beschrieben, in Kulturmedium vorinkubiert, in dem sich keine weiteren
Pharmaka zur Beeinflussung der Zellfunktion befanden. Sobald die Zellen in den Petri-
schalen konfluent gewachsen waren, erfolgte — falls notig — die Zugabe der jeweils ver-
wendeten Pharmaka (siehe Tabelle 2.3) in dem zur Erreichung der Zielkonzentration
notwendigen Volumen. Bei den Experimenten betrug das Volumen des Zellkulturmedi-
ums ein Milliliter, so dal} beispielsweise ein Mikroliter des im Vergleich zu der zu er-
reichenden Endkonzentration 1000-fach konzentriert vorliegenden Pharmakons
beigegeben wurden. Bei allen Versuchen wurde als Referenzwert die pharmakologisch
unbeeinflufite ApoAl-Aufnahme gemessen.

Bei Experimenten mit Zugabe von Pharmaka, die einen Ldslichkeitsvermittler (z.B.
Ethanol, DMSO) benétigten, wurde die Wirkung des Loslichkeitsvermittlers als Refe-
renzwert alleine gemessen. Sowohl Ethanol als auch DMSO lagen im Zellkulturmedium
in einer Endkonzentration von maximal zwei Promille vor. Unmittelbar nach der Zuga-
be der Zusatzstoffe erfolgte die Zugabe des Fluorescein-ApoAl-Komplexes zum Zell-
kulturmedium in Endkonzentrationen von 25 oder 50 pg/ml (Proteindquivalent ohne
gekoppeltes Fluorescein). Die Zellen wurden fiir die im Ergebnisteil angegebene Zeit
bei 37 °C inkubiert (siche Abbildung 2.2). Nach der Inkubation wurde das Medium ab-
genommen und sein Gehalt an Fluorescein-ApoAl gemessen (siche 2.5). Die Zellen
wurden dreimal mit PBS mit Kalzium und Magnesium gewaschen, danach mit einem
Milliliter NaOH (1M) in PBS abgel6st und deren Gehalt an Fluorescein-ApoAl fluores-

zenzphotometrisch bestimmt.

2.7.2 Abgabe von zellassoziiertem ApoAl

Vor Versuchsbeginn muflten die Endothelzellen mit dem Fluorescein-ApoAl-Komplex
beladen werden. Hierzu wurde der Komplex in das Zellkulturmedium pipettiert, so daf3
sich eine Endkonzentration von 50 pg/ml ergab (siehe Abbildung 2.3). Die Zellen wur-

den zur Aufnahme des Komplexes eine Stunde bei 37°C inkubiert.
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Beladungsmedium:
Fluorescein-ApoAl
(25 bzw. 50 ug/ml),
angonsten proteinfrei
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Abb. 2.2: Versuchsanordnung zur Untersuchung der Assoziation von ApoAl und Zellen
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Abb. 2.3: Anordnung zur Untersuchung der Abgabe von zellassoziiertem ApoAl
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Abb. 2.4: ApoAl-Beladung und Priparation fiir die Elektronenmikroskopie
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Anschlieend wurde das Beladungsmedium abgenommen. Die Zellproben wurden
dreimal mit PBS mit Kalzium und Magnesium gewaschen. Nach dem letzten Wasch-
vorgang wurde jede Probenschale mit einem Milliliter proteinfreiem EGM-
Zellkulturmedium gefiillt, welches als Akzeptormedium fiir den abzugebenden Fluores-
cein-ApoAl-Komplex diente. Jeder Probe wurde dann gegebenenfalls die Stammlésung
des fiir das Experiment vorgesehenen Pharmakons (siche Tabelle 2.3) beigegeben, so
daB sich die gewiinschte Endkonzentration ergab. Die Proben wurden zur Abgabe des
Fluorescein-ApoAl-Komplexes fiir zwei Stunden bei 37°C inkubiert. SchlieBlich wurde
das Akzeptormedium abgenommen und gemessen (siche 2.5). Die Zellen wurden drei-
mal mit PBS mit Kalzium und Magnesium gewaschen, mit einer NaOH-Losung (1M) in
PBS mit Kalzium und Magnesium abgeldst und schlielich der fluoreszenzphotometri-

schen Messung zugefiihrt.

2.7.3 Beladung der Endothelzellen mit dem Gold-ApoAI-Komplex

Der vorbereitete Gold-ApoAl-Komplex wurde mit ansonsten proteinfreiem EGM-
Zellkulturmedium gemischt, so daf fiir jede zu beladende Petrischale 1 ml des Ge-
mischs zur Verfligung stand. Die Endkonzentration des Markers betrug 30 pg/ml.

Fiir die Versuche wurden HUVECs in 35 mm Zellkulturschalen bis zur Konfluenz in-
kubiert, die letzte Nacht unter proteinfreiem EGM. Nach Absaugen des Zellkulturmedi-
ums wurde jede Schale mit 1 ml ApoAl-Goldmedium beladen. Die Zellen wurden
zwischen 15 Minuten und zwei Stunden bei 4°C bzw. 37°C inkubiert, zuséitzlich wurde
je eine Kontrolle fiir 4°C und 37°C mit EGM-2-Medium inkubiert, welches keine Gold-
ApoAl-Komplexe enthielt. Von jeder Probe standen zwei Petrischalen zur Verfligung,
jeweils eine fiir die Licht- und eine flir die Elektronenmikroskopie (siehe 2.9, 2.10).
Nach der Inkubation wurde das markerhaltige Medium abgenommen und die Zellen
dreimal mit PBS mit Calcium und Magnesium gewaschen. Fixiert wurden sie mit einem
Gemisch aus 1% Formaldehyd und 0,05% Glutardialdehyd in PBS, so daf3 sie anschlie-

Bend liber mehrere Tage bei Raumtemperatur gelagert werden konnten.
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2.8 Nachweis von ApoAl durch SDS-PAGE und Western-Blot
2.8.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um nachzuweisen, dal} das aufgenommene ApoAl von den HUVECs: als intaktes Prote-
in wieder ausgeschieden wurde, wurden die im Effluxmedium enthaltenen Proteine per
SDS-PAGE voneinander getrennt und die Anwesenheit des intakten ApoAl mit Hilfe
eines Western-Blots und nachfolgender Antikdrpermarkierung sichtbar gemacht. (70)
Zur Durchfiihrung der Elektrophorese wurde eine Wide Minisub CELL GT-
Elektrophoresekammer der Firma Biorad verwendet. Als Gel wurde ein 5%iges bis
20%iges Polyacrylamid-SDS-Gradientengel benutzt. Die Komponenten wurden wie in
Tabelle 2.2 beschrieben angemischt. Die Acrylamidlosungen (5% und 20%) wurden mit
einem Gradientenmischer zu einem Gradientengel gemischt. Die 20%ige Losung wurde
in die vordere Kammer des Mischers gefiillt und die 5%ige in die hintere, so daB sich
beim Gel die hohere Konzentration am Boden befand. Die Startreagenzien (Ammoni-
umpersulfat und Temed) wurden erst im Mischer zu den Losungen hinzugegeben, da
die Polymerisation sonst schon vor Beendigung des Gel - Gielvorgangs begonnen hitte.
Dem GieBen des Gels folgte eine vorsichtige Beschichtung mit Aqua destillata mit Hilfe
einer Spritze. Nach Aushirtung des Gels wurde das Wasser mit der Spritze abgenom-
men und vorsichtig das Sammelgel auf das Gradientengel gegossen. Vorher wurde ein
Kamm angebracht, um Probentaschen freizuhalten.

Das Effluxmedium zweier Zellkulturschalen, insgesamt zwei Milliliter, wurde lyophili-
siert und in 100 pl Aqua destillata resuspendiert. Als Referenz wurden Aqua destillata,
0,5 ml ApoAlI (250 pg/100ul), 2 ml humanes Serum und 2 ml Beladungsmedium (eben-
falls wie Effluxmedium lyophilisiert und in 100 pul Aqua destillata resuspendiert) ver-
wendet. Zu jeder Probe wurden 50 Mikroliter Probenpuffer hinzugefiigt; nachfolgend
wurden sie fir 10 Minuten bei 95 °C gekocht. Nach dem Abkiihlen wurden sie kurz
anzentrifugiert, um eventuell vorhandene Blasen zu zerstoren. SchlieSlich wurden die
Proben auf das Gel aufgetragen, die Kammer mit Elektrophoresepuffer gefiillt und ver-
schlossen und die Elektrophorese mit einer Spannung von 80 V begonnen. Wenn die
Proben bis in das Trenngel gewandert waren, wurde die Spannung auf maximal 200 V

gesteigert, um die Elektrophorese zu beschleunigen.
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2.8.2 Western Blot (26)

Die elektrophoretisch getrennten Proteine wurden durch semi-dry blotting auf eine Nit-
rozellulosemembran iibertragen. Der Blotvorgang wurde mit einer 2117 Multiphor II
Electrophoresis Unit iiber eine Zeit von 90 Minuten bei 100 V durchgefiihrt. Mehrere
Lagen Filterpapier in der GroBe des Gels bildeten die AuBenlagen des Blot-
,.Sandwiches®. Darin befand sich das Gel, welches frei von Luftblasen mit der Nitrozel-
lulosemembran in Kontakt gebracht wurde. Das Sandwich wurde so zwischen die Gra-
phitelektroden gelegt, daB3 die Nitrozellulosemembran in Richtung Anode zeigte. Die
Kammer war mit Transferpuffer (siehe unten) gefiillt.

Nach Beendigung des Blotvorgangs wurde das Nitrozellulosepapier iiber 30 Minuten
bei 37°C mit 5% Magermilch in TBST geblockt und das ApoAl durch Immundetektion
nachgewiesen. Hierzu wurde Anti-ApoAl (Rabbit) 1:5000 in TBST mit 1% (m/v) Ma-
germilchpulver gelost. Das Nitrozellulosepapier wurde fiir eine Stunde bei Raumtempe-
ratur in einer Wanne auf einem Taumelgerdt von der AntikOrperlosung umspiilt.
AnschlieBend wurde es in gleicher Weise fiir dreimal zehn Minuten mit TBST gewa-
schen. Peroxidasekonjugierte Anti-Rabbit IgG wurden 1:1000 in TBST mit 1% (m/v)
Magermilchpulver gelost und fiir 30 Minuten auf das Nitrozellulosepapier gegeben. Es
wurde erneut filir dreimal zehn Minuten mit TBST gewaschen.

Das Nitrozellulosepapier wurde iiber zehn Minuten in der Entwicklerlosung entwickelt
und abschlieend noch dreimal zehn Minuten in TBST gewaschen. Nach Trocknung an

der Luft wurde das Ergebnis photografisch dokumentiert.

2.9 Lichtmikroskopie
2.9.1 Entwicklung der ApoAI-Goldkomplexe mit Silberkolloid (66)

Um die aufgrund ihrer geringen Grofle lichtmikroskopisch unsichtbaren Goldpartikel
nach Aufnahme in die Zellen (siehe 2.7.3) sichtbar zu machen, wurde eine Silberent-
wicklung durchgefiihrt. Hierbei aggregiert metallisches Silber aus einer Silbernitratl6-
sung in Gegenwart von Hydrochinon an Goldpartikeln. Die Zellen wurden nach der
Fixierung durch UbergieBen mit Formaldehyd und Glutardialdehyd mit Aqua destillata
gut gewaschen, um vor allem Chlorid zu entfernen, welches das Silber ausféllen wiirde.

Direkt vor Benutzung wurden gleiche Volumina von Silber- und Entwicklerldsung in
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einem Plastikrohrchen gemischt. Jeweils 2 ml davon wurden in eine Zellkulturschale
gegeben. Der Entwicklungsvorgang nach Mischen der Losungen wird nach ca. 15 Mi-
nuten von Selbstnukleationen iiberlagert. Daher wurden Gold-Silberverstairkungen nach
ca. 10 Minuten durch Waschen mit Aqua destillata gestoppt und gegebenenfalls mit
frischem Entwickler wiederholt. Die Proben wurden wéhrend der Entwicklung in einer

dunklen gekiihlten Box bei 8°C auf einem Taumelgerit bewegt.

2.9.2 Konservierung der Proben und Mikroskopie

Die silberentwickelten Zellkulturen wurden anschlieBend in Glyceringelatine (Serva)
unter einem Deckglas konserviert. Die Untersuchung erfolgte mit einem Leitz Or-

thoplan Mikroskop mit digitaler Photodokumentationsanlage.

2.10 Elektronenmikroskopie
2.10.1 Farbung und Priparation der Proben (59)

Nach Fixierung und mehrmaligem Waschen mit destilliertem Wasser wurden die Apo-
AlI-Gold-beladenen Zellen (siehe 2.7.3) mit einer Sequenz Osmiumtetroxyd / Thiocar-
bohydrazid / Osmiumtetroxyd (OTO) gefarbt. Diese OTO-Methode wurde von
Seligman et al. etabliert und bot eine fiir unsere Zwecke besonders gute Kontrastierung
der Proben insbesondere durch intensive Anfarbung von lipidhaltigen Komponenten.
Dieser Effekt kommt durch eine Bindung des Thiocarbohydrazids (TCH) an das bereits
gebundene Osmium aus dem ersten Férbedurchgang zustande, welches dann im zweiten
Durchgang weiteres Osmium binden kann. Das spitere Abbrechen der in Epoxydharz
eingeschichteten Zelllage unterhalb des Substratums vom Plastikschalenboden wurde
dadurch ebenfalls erleichtert. Das Substratum ist ein diinnes, homogenes Héutchen, be-
stehend aus Proteinen, anderen Matrixkomponenten und der gelatindsen Schalenvorbe-
schichtung, welches fiir die Adhésion der Zellen von Bedeutung ist.

Die Proben wurden zunéchst fiir eine Stunde bei Raumtemperatur unter einer 2%igen
0Os04-Losung angefarbt. AnschlieBend wurden sie mit destilliertem Wasser gewaschen,
danach fiir eine halbe Stunde bei Raumtemperatur unter einer 1%igen TCH-Losung

inkubiert. Nach erneutem Waschen folgte der zweite Farbeschritt mit 2%iger OsOj4-
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Losung bei Raumtemperatur flir eine weitere Stunde. AbschlieBend wurde wieder mit
Aqua destillata gewaschen.

Die Proben wurden anschliefend mit Ethanol-Losungen in ansteigender Konzentration
(15%, 30%, 50%, 70%, 90%, 99%, 100%, 100%; in Wasser, flir je 5 Minuten) dehyd-
riert. Sofort nach dem letzten Abgielen wurden die Zellen schlieBlich im Zellkultur-
schilchen durch mehrfache Uberschichtungen und nachfolgendes AbgieBen in Epon-
Epoxydharz eingebettet. (Sieche Abbildung 2.4) Die letzte Schicht verblieb auf den Pré-
paraten. Sie polymerisierte iiber 12 Stunden bei 70°C aus. Nach den ersten ein bis zwei
Stunden, nachdem das Harz bereits zdhfliissig geworden war, wurden beidseitig gedft-
nete BEEM-Kapseln an mehreren Stellen bis auf den Plastikboden gedriickt und die
Kapseln vollstindig mit Harz aufgefiillt. Nach weiterer Polymerisation und Aushirtung
der Priparate in den Petrischalen muflten zunéchst die Schalenrdander abgefréist und die
Zellschicht mit einer Rasierklinge vom Plastikboden abgehebelt werden. Die Bruchfla-
che verlduft bei diesem Verfahren unterhalb des Substratums. Die Kapseln wurden e-
benfalls abgehebelt und in Pyramidenform getrimmt, um sie auf eine mit dem
Ultramikrotom schneidbare Grofle zu bringen. Auf diese Weise konnten Schnitte in ex-
akt planparalleler Orientierung zur Zellschicht gewonnen werden. Vertikalschnitte wur-
den hingegen nach Herausschneiden eines kleinen Harzblockes und erneuter Einbettung
in einer Silikonmulde gewonnen. (Siehe Abbildung 2.4) SchlieBlich wurden mit einem
Sorvall MT5000 Ultramikrotom Ultradiinnschnitte mit einer Dicke von 80 — 100 nm

angefertigt und auf Elektronenmikroskopie-Kupfernetzen aufgefangen.

2.10.2 Mikroskopie

Die Elektronenmikroskopie wurde mit einem EM201 Transmissionselektronenmikro-

skop der Firma Philips durchgefiihrt.

34



3 Ergebnisse

Der Vorgang des ApoAl-Transportes durch das Endothel 148t sich in zwei Einzelschritte
aufteilen, ndmlich die Aufnahme von ApoAl in die Zelle und seine anschlieBende Re-
sekretion. Die Mechanismen beider Vorginge wurden isoliert untersucht und werden
nachfolgend getrennt besprochen. In den fluoreszenzphotometrischen Experimenten ist
es methodenbedingt nicht mdglich, den an der Zelloberfldche haftenden Anteil des fluo-
reszenzmarkierten ApoAl vom intrazelluldren Anteil zu unterscheiden, so daf3 lediglich
von einer Assoziation des Markers mit der Zelle gesprochen werden kann, bzw. seiner
nachfolgen Dissoziation.

An einigen Stellen sind die Ergebnisse der Experimente in willkiirlichen Einheiten
(A.U.) Fluoreszenz angegeben, die sich aus der fluoreszenzphotometrischen Messung
einer Probe ergeben. Die Ergebnisse einzelner Proben innerhalb eines Experimentes
sind dabei untereinander vergleichbar.

Um die Ergebnisse der verschiedenen Experimente miteinander vergleichbar zu ma-
chen, wurden als Vergleichswerte die GroBBen Assoziation, relative Assoziation, Disso-
ziation und relative Dissoziation eingeflihrt.

Die Assoziation (angegeben in Prozent) beschreibt den Anteil des bei der Beladung in
die Zellen aufgenommenen Fluoreszenzmarkers (inklusive des an den Zellen haftenden
Anteils) und errechnet sich nach folgender Formel (F7 steht fiir die gemessene Intensitét

der Fluoreszenz in willkiirlichen Einheiten):

Assoziation = FlZellen /(FlZellen + FlBeZadungsmedium)
Die relative Assoziation (angegeben in Prozent) vergleicht die Assoziation einer Probe
unter Versuchsbedingungen mit der Assoziation einer Kontrollprobe, die unter Stan-
dardbedingungen parallel am selben Experiment teilgenommen hat. Sie errechnet sich
nach der Formel

Relative Assoziation = Assoziationipiior / ASSOZIiAtiONReferenzwert

Eine relative Assoziation von iiber 100% weist auf eine Stimulation des ApoAl-

Aufnahmevorganges hin, 148t sich jedoch auch durch eine Hemmung seiner Resekretion
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erkldren, die ja nach kurzer Zeit parallel zum Aufnahmevorgang stattfindet. Ein Wert
unter 100% 148t auf eine Hemmung der ApoAl-Aufnahme bzw. analog auf eine Stimu-
lation der Resekretion schlieBen.

Die Dissoziation (angegeben in Prozent) gibt den Anteil des bei der Beladung in die
Zellen aufgenommenen (bzw. daran anhaftenden) Fluoreszenzmarkers an, der wéhrend
der Zellinkubation mit dem Akzeptormedium an dieses abgegeben wurde und errechnet

sich nach folgender Formel:

DiSSOZiCltiOI’l = FlEntladungssmedium /(FZZellen + FlEntladungsmedium)

Die relative Dissoziation (angegeben in Prozent) vergleicht analog zu den Aufnahme-
experimenten die Dissoziation einer Probe unter Versuchsbedingungen mit der Dissozi-
ation einer Kontrollprobe, die unter Standardbedingungen parallel am Experiment

teilgenommen hat. Sie errechnet sich nach der Formel:

Relative Dissoziation = Dissoziationpipiior / DiSSOZIAtiONReferenzwert

Auch hier gilt, da3 eine erhohte relative Dissoziation sowohl durch eine Stimulation der
ApoAl-Abgabe, als auch durch eine Hemmung seiner Wiederaufnahme erklirt werden
kann, die unmittelbar und mit der Zeit zunehmend stattfindet. Analog kann sich eine
Verminderung der relativen Dissoziation auf eine Hemmung der Abgabe bzw. eine Sti-

mulation der Wiederaufnahme griinden.
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3.1 Die Assoziation von fluoresceinmarkiertem ApoAl mit Endothel-
zellen aus humanen Nabelschnurvenen

3.1.1 Konzentrationsabhéingigkeit

Um eine Abhéngigkeit der Assoziation von der Fluorescein-ApoAl-Konzentration im
Zellkulturmedium zu ermitteln, wurden Endothelzellen wie in 2.7.1 beschrieben mit
Medien mit unterschiedlicher Konzentration des Markers fiir 24 Stunden bei 37°C inku-
biert. Bei einer Versuchsreihe erfolgte eine 24-stiindige Vorinkubation der Zellen mit
TNF-a (5 ng/ml).

Es zeigt sich eine lineare Abhédngigkeit der Fluorescein-ApoAl-Assoziation von der
Fluorescein-ApoAl-Konzentration im Beladungsmedium. (Abbildung 3.1) In dem von
uns untersuchten Bereich findet sich keine konzentrationsabhingige Séttigung, die sich
in Form einer verminderten Kurvensteigung in hoheren Konzentrationsbereichen mani-
festieren wiirde. Eine Vorinkubation mit TNF-a hat offensichtlich keinen signifikanten

Effekt auf die ApoAl-Assoziation.
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3.1.2 Zeitabhéngigkeit

Zur Erstellung einer Zeitkinetik der Assoziation des Fluorescein-ApoAl-Komplexes
wurde der Assoziations-Versuch wie in Kapitel 2.7.1 beschrieben durchgefiihrt; die Zel-
len wurden {iiber verschiedene Zeiten mit dem Beladungsmedium inkubiert. Die Kon-
zentration des Fluorescein-ApoAl-Komplexes betrug 50 pg/ml.

Anhand der Abbildung 3.2 148t sich eine Zunahme der Fluorescein-ApoAl-Assoziation
mit der Zeit beobachten, die sich asymptotisch an ein Maximum annéhert. Dieses liegt

bei einem assoziierten Anteil von ca. 25% und wird nach anndhernd acht Stunden er-
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reicht. Wie schon in der Einleitung dieses Kapitels beschrieben beginnt unmittelbar
nach Assoziation der ersten Molekiile des markierten ApoAl seine Redissoziation. In
der Abbildung 146t sich somit die Erreichung eines steady state zwischen Assoziation

und Dissoziation erkennen.
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3.1.3 Fluoreszenzmikroskopie der Fluorescein-ApoAl-beladenen Zellen

Zur morphologischen Dokumentation der Fluorescein-ApoAl-Beladung wurden
HUVEC iiber zwei Stunden beladen (siehe 2.7.1) und unter dem Fluoreszenzmikroskop
untersucht. (Mikroskop: Leitz Orthoplan mit Zeiss und Leitz Objektiven, Wellenldnge
zur Exzitation 495 nm)

In der in Abbildung 3.3 gezeigten Zelle befindet sich ein Teil des Markers gleichméaBig
verteilt in der dulleren Zellmembran. Im Inneren stellen sich mit héherer Signalintensitét
einige Zellorganellen dar. Leider erlaubt diese Analyse keinen Riickschlu3 dariiber, zu

welchem Anteil das markierte ApoAl internalisiert wurde bzw. an der Zelloberflache

verbleibt.

Abbildung 3.3: Fluorescein-ApoAl-beladene Zelle
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3.1.4 Temperaturabhingigkeit

Um die Temperaturabhéngigkeit der ApoAl-Assoziation zu untersuchen, wurden HU-
VEC fiir eine Stunde mit Fluorescein-ApoAl, gelost in auf 4°C vorgekiihltem Zellkul-
turmedium inkubiert. Als Kontrolle diente eine Probe, die nicht vorgekiihlt war und
wihrend des Versuchs bei 37°C inkubiert wurde. Die Konzentration des fluoreszenz-
markierten ApoAl betrug 50 pg/ml. Die Inkubationszeit betrug eine Stunde. Ansonsten
wurde der Versuch wie in 2.7.1 beschrieben durchgefiihrt.

Im Experiment zeigte sich eine Temperaturabhidngigkeit der zelluliren ApoAl-
Assoziation. Sie ist bei 4°C gegeniiber der bei 37°C inkubierten Probe um ca. 50% re-
duziert. (Abb. 3.4) Diese Beobachtung 14Bt auf einen spezifischen, proteinvermittelten
Vorgang schlieBen und nicht auf eine lediglich diffusionsbedingte Aufnahme des fluo-
resceinmarkierten ApoAl. Die Differenz der aufgenommenen Mengen bei den verschie-
denen Temperaturen besteht wahrscheinlich aus der Menge des Fluorescein-ApoAl-

Komplexes, die nicht nur gebunden (4°C), sondern auch internalisiert wird (37°C).
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Temperatur Abbildung 3.4: Hemmbarkeit der Assozia-
tion durch Unterkiihlung

3.1.5 Kompetitive Hemmung durch natives ApoAl

Dieser Versuch wurde ebenfalls wie in 2.7.1 beschrieben durchgefiihrt. Die Konzentra-
tion des Fluorescein-ApoAl-Komplexes betrug 25 pg/ml, die Inkubationszeit fiir dessen
Aufnahme eine Stunde. Dem Beladungsmedium war natives ApoAl in der Konzentrati-
on 250 pg/ml bzw. 2,5 mg/ml zugefiigt. Als Vergleich diente eine Probe ohne zugefiig-
tes natives ApoAl.

Die Zugabe von nativem ApoAl fiihrte zu einer dosisabhidngigen Hemmung der Assozi-

ation des Fluorescein-ApoAl-Komplexes. Bei einer ApoAl-Konzentration von 250
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png/ml wurden nur noch 67% des fluoreszenzmarkierten ApoAl im Vergleich zur Kon-
trolle assoziiert, bei 2,5 mg/ml ApoAl sogar nur noch 31% (Abb. 3.5).

Dieses Verhalten kann als weiterer Hinweis fiir eine spezifische Komponente der Apo-
Al-Assoziation gedeutet werden, da offensichtlich eine kompetitive Konkurrenz des
nativen und des fluoreszenzmarkierten ApoAl um die gleichen zelluliren Bindungs-

partner vorliegt.
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3.1.6 Kompetitive Hemmung durch Lipoproteine und Rezeptorassoziiertes Protein

Das Experiment wurde wie in 3.7.1 beschrieben durchgefiihrt, dem Zellkulturmedium
wurden zusdtzlich verschiedene Lipoproteine bzw. Rezeptorassoziiertes Protein (RAP)
in einer Konzentration von 2,5 mg/ml zugegeben. Die Inkubationszeit betrug eine
Stunde, die Fluorscein-ApoAl-Konzentration 25 pg/ml.

LDL und RAP fiihrten zu keiner Hemmung der Fluorescein-ApoAl-Assoziation (Abb.
3.6). Auch HDL; hemmte die Assoziation nicht signifikant (relative Assoziation: 84%).
Lediglich acetyliertes LDL fiihrte zu einer deutlichen kompetitiven Hemmung der As-

soziation im Vergleich zur Kontrolle (relative Assoziation: um 65%).
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3.1.7 Pharmakologische Beeinflussung der ApoAl-Assoziation

Zur genaueren Charakterisierung des Fluorescein-ApoAl-Transportes durch die Zelle
wurden verschiedene Signaltransduktionswege und proteinvermittelte Prozesse phar-
makologisch beeinflut und der Einflu der Steroidhormone Testosteron und Ostradiol
untersucht.

Diese Experimente wurden wie in Kapitel 2.7.1 beschrieben durchgefiihrt. Die Zellen
wurden, je nach zugegebener Substanz iiber eine bzw. zwei Stunden bei 37°C mit fluo-
reszenzmarkiertem ApoAl inkubiert. (Inkubationszeit 1 Stunde, Fluorescein-ApoAl-
Konzentration 50 pug/ml, bei Mangan 20 pg/ml)

Einige Pharmaka machten den Einsatz von Loslichkeitsvermittlern notwendig (Ethanol
oder DMSO). Da anzunehmen ist, da3 diese Loslichkeitsvermittler selbst einen Effekt
auf die Assoziation bzw. Dissoziation des markierten ApoAl haben, wurde der Einfluf3
der Loslichkeitsvermittler selbst {iberpriift.

Ethanol fiihrt bei kurzen Inkubationszeiten von einer und zwei Stunden zu einer ver-
mehrten zelluldren Assoziation von Fluorescein-ApoAl. DMSO hat bei den von uns
verwendeten kurzen Inkubationszeiten von ein und zwei Stunden keinen signifikanten
Effekt auf die Fluorescein-ApoAl-Assoziation.

Obwohl offensichtlich nicht alle Loslichkeitsvermittler einen signifikanten Einflufl auf
die ApoAl-Fluorescin-Assoziation haben, wurde bei allen Experimenten, die den Ein-
satz eines Loslichkeitsvermittlers erforderten, eine Kontrolle mit dem benutzten LOs-
lichkeitsvermittler in entsprechender Konzentration mitinkubiert, die dann zur
Berechnung der relativen Assoziation als Vergleichswert herangezogen wurde. Die ma-
ximale Konzentration der Loslichkeitsvermittler betrug bei unseren Experimenten zwei
Promille (v/v).

Die Aufnahme des Fluorescein-ApoAl-Komplexes in die Endothelzellen ist eng an die
intrazelluldre Anwesenheit von Kationen gekoppelt. Der Einsatz von EGTA (1mM),
einem kalziumbindenden Chelator, wihrend der Inkubation fiihrte zu einer Reduktion
der Assoziation auf 18% (Abbildung 3.7). Applikation der bivalenten Kationen Nickel
(5 uM) und Mangan (1 uM) hatte eine Verstdrkung der Assoziation auf den 2,5-fachen
(Nickel) bzw. 5-fachen Wert (Mangan) zur Folge.
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Des weiteren untersuchten wir, ob die Fluoreszein-ApoAl-Aufnahme durch Steroid-
hormone reguliert wird. Zu diesem Zwecke inkubierten wir die Zellen 6 Stunden vor
Beginn des Experiments mit Testosteron und Ostradiol in physiologischen Konzentrati-
onen. Diese Vorinkubation war notwendig, da diese Hormone ihre Wirkung unter ande-
rem iiber die Regulation der Expression verschiedenster Proteine entfalten. Die
resultierende Alteration der Proteinsyntheseaktivitit fiihrt erst nach ausreichender Zeit
zu einer Anderung der so regulierten Proteine.

Weder Testosteron (Konzentrationen bis 100 ng/ml) noch Ostradiol (Konzentrationen
bis 1 ng/ml) fiihrten zu einer signifikanten Anderung der relativen Fluorescein-ApoAl-
Assoziation.

SchlieBlich versuchten wir, {iber die Beeinflussung verschiedener Signaltransdukti-
onskaskaden modulierend auf die Zellassoziation des Markerkomplexes einzuwirken.
Der Versuch wurde wie in 2.7.1 beschrieben durchgefiihrt.

Die Substanz RO318220 ist ein Inhibitor der Proteinkinase C (PKC). (32) Thre Applika-
tion wihrend des Versuchs fiihrte mit zunehmender Konzentration zu einer signifikan-
ten Erhohung der relativen ApoAl-Assoziation auf bis zu fast 750% (RO318220-
Konzentration 50 uM). Andere PKC-Aktivatoren hatten keinen Einfluf auf die zelluldre
ApoAl-Assoziation.

Bei allen in diesem Abschnitt beschriebenen Experimenten ist die Entscheidung, ob die
Beeinflussung des Ergebnisses auf einer Beeinflussung der Assiziation oder der Redis-

soziation beruht wie bereits erwdhnt schwierig.
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3.2 Die Dissoziation des Fluorescein-ApoAI-Komplexes von Endothel-
zellen aus humanen Nabelschnurvenen

3.2.1 Zeitabhingigkeit der ApoAl - Dissoziation

Die Zeitkinetik der Dissoziation des Fluorescein-ApoAl-Komplexes von den Zellen
wurde mit einer abgewandelten Version des in Kapitel 2.7.2 beschriebenen Experiments
bestimmt. Die Zellen wurden wie beschrieben fiir eine Stunde mit dem Marker in einer
Konzentration von 50 pg/ml beladen. Die Abgabe erfolgte jedoch mit unterschiedlich
langen Inkubationszeiten.

Die Fluorescein-ApoAl-Dissoziation zeigt eine zeitabhéngige Zunahme, die sich einem
Maximum bei ca. 50% asymptotisch annihert. Das Maximum wird bei nach vier Stun-
den anndhernd erreicht (Abbildung 3.8). Auch hier 14Bt die Zeitkinetik — wie in den
Aufnahmeexperimenten — darauf schlie3en, daB3 sich ein steady state zwischen Dissozia-

tion und Reassoziation des fluoreszenzmarkierten ApoAl einstellt.
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3.2.2 Temperaturabhingigkeit der ApoAl-Dissoziation

Um den Einfluf} verschiedener Temperaturen auf den Entladungsvorgang zu bestimmen,
wurden die Zellen fiir eine Stunde bei 37°C mit 50 pg/ml Fluorescein-ApoAl beladen.
Nach der Beladung wurden sie bei 4°C bzw. 37°C fiir zwei Stunden entladen. Ansons-
ten wurde der Versuch wie in Kapitel 2.7.2 beschrieben durchgefiihrt.

Die relative Dissoziation betrug bei 4°C nur ca. 50% des Wertes bei 37°C (Abbildung
3.9). Wie bei den Assoziationsexperimenten ist auch dies ein Hinweis fiir eine spezifi-

sche, proteinvermittelte Komponente des Vorganges.
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3.2.3 Pharmakologische Beeinflussung der ApoAl-Dissoziation

Die Beladung der Zellen wurde entsprechend Kapitel 2.7.2 durchgefiihrt, beim Dissozi-
ationsvorgang wurden den Zellkulturmedien Pharmaka verschiedener Substanzklassen
beigegeben. (Siehe Tabelle 2.3)

Die Applikation von EGTA und Nickel wirken, verglichen mit den Assoziationsexpe-
rimenten, entgegengesetzt auf die Dissoziation von Fluoreszein ApoAl. EGTA (ImM)
fitlhrte zu einer Steigerung auf 227%. Nickel (5 uM) hatte eine Verminderung der Ab-
gabe um 39% zur Folge.

Zur Messung des Einflusses von Steroidhormonen wurden die Zellen vor Beladung der
Zellen mit dem Marker fiir sechs Stunden mit Testosteron (bis 100 ng/ml) bzw. Ostra-
diol (bis 1 ng/ml) vorinkubiert. Beide Steroidhormone fiihrten — wie schon bei den As-
soziationsexperimenten — zu keiner signifikanten Beeinflussung der Fluorescein-
ApoAl-Dissoziation.

Zur Untersuchung der Regulation der Dissoziation durch die Proteinkinase C wurden
die Zellen wihrend der Abgabe mit RO318220 inkubiert (siehe 3.1.7). (32) Hier fiihrte
die Substanz konzentrationsabhéngig zu einer Verminderung der Abgabe um bis zu
70% (RO318220-Konzentration: 50 pM).

Auch bei den Dissoziationsexperimenten ist die Entscheidung schwierig, ob der Effekt
der verwendeten Pharmaka auf einer Beeinflussung des Assoziations- oder des Dissozi-

ationsvorgangs beruht.
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3.2.4 SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot der Entladungsmedien

Um zu beweisen, da3 der ApoAl-Fluoreszeinkomplex bei den Assoziations- bzw. Dis-
soziationsvorgingen durch HUVECs in seiner Integritdt unbeeinflusst bleibt, wurden
Zellen fiir sechs Stunden mit fluoresceingekoppeltem Apo-Al inkubiert. Das Medium
wurde gegen ApoAl-haltiges Medium ausgetauscht und die Zellen fiir zwei Stunden
chase-inkubiert (siehe 2.7.2). Es wurde anschlieBend durch SDS-PAGE getrennt (siche
2.8). Der nach Elektrophorese angefertigte Western-Blot, der mit Anti-ApoAl-
Antikorpern entwickelt wurde, ist in Abbildung 3.10 zu sehen.

Abbildung 3.10 Western-Blot der Gelelektrophorese des Entladungsmediums
Probenfolge: 1) natives Apolipoprotein AI  2) PBS  3) Entladungsmedium (Kreis entspricht ApoAl-
Bande)  4) Beladungsmedium S) humanes Serum

Der Fluorescein-ApoAl-Komplex war im Entladungsmedium in nur geringer Konzentration vorhanden,
so daB3 die Proben zum Nachweis lyophilisiert und zum Nachweis in geringerem Volumen resuspendiert
werden mufiten. Dies hatte aufgrund der zunehmenden Viskositét schlechtere Laufeigenschaften zur Fol-
ge, so daBl die Rénder der ApoAl-Bande ausgezogen sind.
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Da das ApoAl im Entladungsmedium sehr niedrig konzentriert war, wurde das Medium
mehrerer Zellkulturschédlchen gemischt, lyophilisiert und in 0,5 ml resuspendiert, um die
ApoAl-Konzentration zu steigern. Dies hatte einen sehr hohen Salzgehalt und damit
eine vermehrte Viskositdt der Probe zur Folge, so daB3 die elektrophoretischen Laufei-
genschaften nicht mehr ideal waren. Die Rénder der Probe bleiben somit bei der E-
lektrophorese ein wenig zuriick, das Ergebnis blieb jedoch auswertbar.

Wie im Bild auf Bahn drei im Kreis zu sehen, ist nur eine ApoAl-Bande vorhanden,
welche auf der gleichen Hohe liegt, wie im Beladungsmedium auf Bahn vier bzw. im
Plasma auf Bahn flinf und im nativen ApoAl auf Bahn eins. Damit ist zu schlielen, daf3
der Fluorescein-ApoAl-Komplex auf seinem (vermuteten) Weg durch die Zelle intakt

geblieben ist.
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3.3 Morphologische Untersuchung der Aufnahme und Resekretion von
ApoAl

Die Aufnahme von ApoAl durch Endothelzellen wurde ergdnzend zu den fluoreszenz-
photometrischen Experimenten mit licht- und elektronenmikroskopischen Techniken
untersucht. Zu diesem Zweck wurde ApoAl elektrostatisch an kolloidale Goldpartikel
gekoppelt (siehe 2.4.4). Diese wurden nach Internalisierung (siehe 2.7.3) durch die En-
dothelzellen mit Hilfe einer Silberentwicklung (siehe 2.9.1) der lichtmikroskopischen
Betrachtung (siehe 2.9.2) zuginglich gemacht bzw. direkt elektronenmikroskopisch
dargestellt (siehe 2.10). Im Gegensatz zu den bis hierher vorgestellten fluoreszenzpho-
tometrischen Experimenten ist eine elektronenmikroskopische Untersuchung in der La-
ge, eine Aufnahme des markierten ApoAl durch die HUVECs nachzuweisen, so daf3

hier nicht blo3 von Assoziation und Dissoziation gesprochen werden muf3.

3.3.1 Lichtmikroskopische Untersuchung

Die Beladung der Zellen mit dem ApoAl-Goldkomplex, die anschlieende Fixierung,
Silberentwicklung und Eindeckelung der Proben wurden wie in Kapitel 2 beschrieben
durchgefiihrt. Die Zellen wurden tiber verschiedene Zeiten und bei verschiedenen Tem-
peraturen mit den Komplexen beladen. Um die Stirke der Silber-
Hintergrundprézipitation wihrend der Entwicklung messen zu konnen, wurden Zellen
mitentwickelt, die nicht mit ApoAl-Goldpartikeln beladen waren. Diese Leerwertkon-
trollen (Abbildung 3.11) zeigten nach der Entwicklung nur eine geringe Menge an
Selbstenukleationsherden, so daB3 bei den anderen, mit ApoAl-Goldkomplexen belade-
nen Proben davon ausgegangen werden kann, daf3 der iiberwiegende Teil der sichtbaren
Silberkorner in der Tat ApoAl-Goldkomplexe darstellt.

Wie sich in den biochemischen Experimenten zeigt, nimmt die Menge an aufgenomme-
nem ApoAl mit der Zeit zu, wobei sie sich asymptotisch einem Maximum annihert,
welches nach acht Stunden nahezu erreicht wird. (siehe 3.1.2). Auch morphologisch
zeigt sich eine Zunahme der assoziierten ApoAl-Goldkomplexe mit ansteigender Expo-
sitionszeit. (Abbildung 3.13, 3.14) Nach 15 Minuten sind im Bereich der gesamten Zel-
le dezente Anreicherungen von Silberkdrnchen erkennbar. Bei einer Inkubationszeit von
einer Stunde ist eine deutlich verstarkte Anreicherung von ApoAl-Goldkomplexen fest-

stellbar.

47



TR o, o 3 ARy PR N | ‘ L i T B S T A
Abb. 3.13: ApoAl-Gold-Aufnahme {iiber Abb. 3.14: ApoAl-Gold-Aufn
15 Minuten bei 37°C 60 Minuten bei 37°C

b e iiber
Der Einflul der Temperatur auf die ApoAl-Zellassoziation wurde untersucht, indem die
Zellen mit dem Beladungsmedium bei 4°C inkubiert wurden und mikroskopisch mit der
bei 37°C inkubierten Probe verglichen wurde. (Abbildung 3.12, 3.14) Im Gegensatz zur
37°C Kontrolle zeigt die bei 4°C inkubierte Probe eine unspezifische Streuung des
Markers iiber die gesamte Fldche des Zellkulturschilchens. Eine Akkumulation im Be-
reich der Zellen ist nicht ersichtlich. Somit ist anzunehmen, daf3 es sich hier um ober-
flichlich adhaerierende ApoAl-Goldkomplexe handelt, ohne daB eine Internalisierung
derselben stattgefunden hat.

Allzu rabiate Abkiihlungs- bzw. Aufwiarmungsvorgéinge beschiadigten die Zellen. Mor-
phologisch stellt sich die Schddigung als eine sphirische Deformierung der Zellen dar.
Der Kontakt mit dem Untergrund geht verloren, die Zellen ziehen sich zum Kern hin
zuriick. Die Zell-Zell-Kontakte bleiben intakt, so dal3 die verbleibenden Ausldufer den
Zellen ein sternformiges Aussehen verleihen. Ein analoges Reaktionsmuster zeigte sich

auch auf Waschvorginge mit kalziumfreiem Medium.
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3.3.2 Elektronenmikroskopische Untersuchung

Um den Weg des ApoAl durch Endothelzellen ultrastrukturell zu untersuchen, wurde
eine Pulse-Chase Studie durchgefiihrt, bei der die untersuchten Zellen iiber verschiede-
ne Zeitrdume einer Suspension von goldgebundenem ApoAl ausgesetzt wurden.

Nach einer Appliktionszeit von einer Stunde findet sich ein Teil des Markers oberhalb
der Zellen, ein weiterer Teil ist bereits unter ihnen zu finden (Abbildungen 3.15, 3.21 -
3.23). Wihrend er auf der Zelloberseite von nur wenig Material umgeben ist (Abbildung
3.15, Quadrate), ist der Komplex unterhalb der Endothelzellen von viel osmiophilem
Material umgeben (Abbildung 3.15, Kreise). Dieses osmiophile Material besteht iiber-
wiegend aus Lipiden (Osmiumtetroxyd ist ein Lipidfarbemittel). Insgesamt entstehen
rundliche Gebilde mit einem durchschnittlichen Durchmesser von ca. 50 nm (Abbildung
3.22 innerhalb der Kreise). Sie sind hdufig in der Néhe von Caveolae aufzufinden.

Der Marker an der Zelloberfldche ist hdufig in der Ndhe von coated pits auffindbar (Ab-
bildung 3.18, Quadrat). Des weiteren 148t sich goldkonjugiertes ApoAl in clathrin-
coated vesicles (Abbildung 3.16) und clathrinfreien kleinen Endosomen nachweisen. In
diesen Endosomen findet eine starke Akkumulation der ApoAl-Partikel statt, die sich
mit zunehmendem Wachstum der Endosomen verstérkt. (Abbildungen 3.16, 3.18).

Ein weiteres Kompartiment, in dem sich goldgekoppeltes ApoAl finden 14Bt, sind in-
termedidre Vesikel. Sie erwecken aufgrund ihrer unregelméfBigen Form und heller Kon-
turen zwischen den einzelnen Teilen den Eindruck, aus einzelnen, nicht vollstindig
verschmolzenen Vesikeln mit relativ einheitlicher Gro3e zu bestehen (Abbildung 3.17).
Hier lagern grofle Mengen des ApoAl-Goldkomplexes, aber auch Lipidaggregate sind
sichtbar.

Nahe der basalen Zellmembran finden sich kleine (small) Vesikel (SV), die ebenfalls
goldmarkiertes ApoAl enthalten (Abbildungen 3.18, 3.19). Schon hier ist sichtbar, daf3
die ApoAl-Goldkomplexe von einer Schicht lipidpositiven Materials umgeben sind, die
in derselben Weise angeordnet ist, wie bei den oben erwédhnten subzelluldr abgelagerten
Markerpartikeln.

Die kleinen Vesikel scheinen mit einem weiter basal gelegenen caveolaeassoziierten
tubuldren System (CATS) zu verschmelzen (Abbildung 3.19). Es finden sich Caveolae-
artige Strukturen, die ebenfalls goldmarkiertes ApoAl enthalten. Diese Strukturen sind

um einen zentralen Tubulus gruppiert, der mit der basalen Plasmamembran kommuni-

49



ziert. Die enthaltenen Markerkomplexe gleichen morphologisch denen in den kleinen
Vesikeln (Abbildungen 3.19 - 3.21).

Die markerenthaltenden Caveolae an der basalen Zellmembran haben einen Durchmes-
ser von durchschnittlich 70 nm. Die Caveolae scheinen sich abflachen zu kdnnen und
entleeren somit ihren Inhalt mit dem Apo-Al-Goldkomplex in den Subzellularspalt

(Abbildung 3.21).
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a Abbildung 3.17
(Vertikalschnitt)

Intrazelluldre Anreicherung und
(vermutlicher) Ort der Modifika-
tion in intermedidren (iv), teils
fusionierten Vesikeln (Kreis)
stress fiber = Teil des Cytoskeletts
1 = Lipid assoziiert mit iv

< Abbildung 3.18
(Vertikalschnitt)

Aufnahme und intrazelluldrer
Transport des ApoAl-Goldkom-
plexes

cp = coated pit

[ = goldkonjugiertes ApoAl ohne
Lipidschicht

iv = intermedidres Vesikel

sv = sekretorisches Vesikel in der
Nihe eines

G = Golgiapparates

n = Zellkern
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» Abbildung 3.19
(Horizontalschnitt)

Der Marker in intermedidren
(iv) Vesikeln, kleinen Vesikeln
(sv) und im Caveolae assoziier-
ten tubuldren System (cats).
Diese finden sich oft in unmit-
telbarer Nachbarschaft.

iv = intermediéres Vesikel

sv = kleine Vesikel

< Abbildung 3.20

(Horizontalschnitt)

Lokalisation von ApoAl-Gold-Lipid-
komplex in Caveolae (c) an der ba-
salen Plasmamembran (m)

53



Abbildung 3.21 (Vertikalschnitt) Kolokalisation von basal abgelagertem ApoAI-Gold-Lipidkomplex
(Pfeil) mit Caveolae (c), m = basale Plasmamembran, s = Substratum

WL B i M‘, R o 100 nm
¥ e

Abb‘ildﬁng 3.22 (Vertikalschnitt) ApoAI-Gold-Lipidkomplex, Kreisdurchmesser betragt ca. 50 nm

m-’ A’”

> . J \&ru‘,-«/' 2

R 5 R T ST u‘.—: ‘Jf‘?f"’"/ W M 3
1 /um
I
Abbildung 3.23 (Vertikalschnitt) subzellulire Ablagerung von transzytiertem und modifiziertem
ApoAl-Gold; N = Zellkern, m = basale Plasmamembran, s = Substratumschicht (auf Schalenboden),
Pfeile = subzelluldre Ablagerungen von ApoAI-Gold-Lipidkomplex im Bereich von Caveolae unterhalb
der Zellmitte
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4 Diskussion

High Density Lipoproteine und ihre Apolipoproteine vermitteln den Hauptteil ihrer an-
tiatherogenen Funktionen im vaskuldren Interstitium und sind dort in hohen Konzentra-
tionen nachweisbar. (28, 41, 43, 45, 68) Dies wirft zwangsldufig die Frage auf, auf
welchem Wege diese Partikel aus dem GefdBBlumen durch die endotheliale Barriere ge-
langen.

Allgemein kann man unspezifische passive Transportvorginge von spezifischen prote-
invermittelten und aktiven Prozessen unterscheiden. (39) Sie kommen fiir den transen-
dothelialen Transport von Makromolekiilen prinzipiell beide in Frage.

Ein unspezifischer Transport aus dem Lumen in das Interstitium kann durch parazellula-
re Poren in den tight junctions, welche die Endothelzellen verbinden, erfolgen. (39) E-
benso sind defekte Endothelbereiche durchldssig fiir Makromolekiile. (45) Auch
transzelluldre Kandle aus verschmelzenden intrazelluldren Vesikeln wiirden wie Poren
wirken. (39) Eine passive Diffusion durch solche Strukturen kommt einem Filtervor-
gang gleich, bei dem kleine Molekiile die Offnungen besser durchdringen kdnnten, als
grofle. (39, 41, 45) Der Konzentrationsausgleich funktioniert hier ausschlieBlich durch
Diffusionsdruck. Diese Transportform wiirde nur eine geringe Sittigbarbeit aufweisen
und wire durch Unterkiihlung nicht so stark hemmbar, wie ein spezifischer proteinge-
bundener Transport. (39)

Ein spezifischer und aktiver transzelluldrer Transport ist an die Funktion von Proteinen
gebunden. Die zu transportierende Substanz wird an der luminalen Zellseite rezeptor-
vermittelt aufgenommen und entlang des Zytoskeletts durch die Zelle transportiert, um
auf der apikalen Seite resezerniert zu werden. (39) Ein solcher Transport ist substanz-
spezifisch, sittigbar und durch Abkiihlung und kompetitive Konkurrenten stark hemm-
bar. Fir eine spezifische endozytotische Aufnahme kommen im wesentlichen zwei
Mechanismen in Frage: Eine clathrin- oder eine caveolaecabhingige Aufnahme. (39)
Bislang wurde von einem passiven und diffusionsgetriebenen Transport der Lipoprotei-
ne iiber die Endothelbarriere ausgegangen. (40) Ziel dieser Arbeit war es, Hinweise fiir

einen transzelluldren, spezifischen Transport zu finden.

In der Tat werden mit dieser Arbeit erstmals Anhaltspunkte fiir eine spezifische ApoAl-

Aufnahme und -Abgabe durch die Zellen des Gefdal3endothels geliefert. Sowohl bei der
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Assoziation als auch bei der Dissoziation von fluoreszenzmarkierten ApoAl und Endo-
thelzellen ist eine Zeitabhingigkeit zu beobachten, wobei sich beide einem Maximum
anndhern. (Abbildung 3.2, 3.8) Das Maximum stellt in beiden Fillen ein erreichtes stea-
dy state aus gleichzeitig erfolgender Assoziation und Dissoziation dar. Die Zeitabhén-
gigkeit der Aufnahme konnte auch lichtmikroskopisch bestitigt werden.

Die Zellassoziation des fluoreszenzmarkierten ApoAl nimmt linear mit seiner Konzent-
ration zu. (Abbildung 3.1) Allerdings konnte in dem von uns gewéhlten Konzentrati-
onsbereich keine Séttigung beobachtet werden. Hier sollten weitere Experimente mit
hoheren ApoAl-Konzentrationen erfolgen, gegebenenfalls auch im supraphysiologi-
schen Bereich, um mit einer eventuell sichtbaren Sattigungscharakteristik ein weiteres
Indiz fiir die Spezifitdt des Vorganges zu liefern.

Ein wichtiger Hinweis fiir die Spezifitit der Aufnahme und Abgabe ist ihre Temperatur-
abhéngigkeit. (Abbildung 3.4, 3.9) Bei den fluoreszenzphotometrischen Experimenten
fiihrt eine Abkiihlung der Zellen von 37°C auf 4°C zu einer Halbierung der Assoziation
bzw. Dissoziation. Wahrscheinlich reflektieren die Befunde bei 4°C die oberflachliche
Rezeptorbindung des Markers, wihrend die zellassoziierte Menge bei 37°C die Summe
aus der gebundenen und der internalisierten Menge widerspiegelt.

Auch sind Zellassoziation und -dissoziation des ApoAl abhédngig von bivatenten Katio-
nen. (Abbildung 3.7) Eine Zugabe von Nickel bzw. Mangan fiihrt zu einer wesentlichen
Steigerung der Zellassoziation. Kalziumentzug hingegen (durch den Chelator EGTA)
fiilhrt zu einer wesentlichen Assoziationsminderung. Bivalente Kationen, wie z.B. Kal-
zium, spielen eine Rolle sowohl im Stoffwechsel der Caveolae, als auch der Clathrinab-
hingigen Endozytose und Exozytose. (42) Der intrazelluldre Kalziumgehalt, der sich
direkt regulatorisch auf die angesprochenen Prozesse auswirkt, wird {iber die Funktion
von Kalziumkanilen in der Zellmembran durch die extrazelluldre Kalziumkonzentration
beeinfluflt. Kritisch angemerkt werden mul} jedoch, daf3 bei den fiir diese Arbeit durch-
gefiithrten Experimenten eine Klarung, ob sich die Kationenkonzentration auf die Asso-
ziation oder Dissoziation auswirkt, nicht moglich ist.

Der ApoAl-Aufnahmevorgang kann kompetitiv durch natives ApoAl gehemmt werden.
(Abbildung 3.5) Dies ist als weiterer aussagekréftiger Hinweis fiir Spezifitit und Sattig-
barkeit des Vorganges zu werten. Diese Beobachtung beweist, da3 natives und fluores-

zenzmarkiertes ApoAl iiber denselben Weg mit der Zelle assoziieren und somit
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konkurrieren. Auch ist die ApoAl-Aufnahme durch modifiziertes (acetyliertes) LDL
hemmbar. (Abbildung 3.6) Hier lassen sich Riickschliisse auf die an der ApoAl-
Aufnahme beteiligten Rezeptoren ziehen.

Eine Steroidregulation der ApoAl-Assoziation und -Dissoziation durch Testosteron
bzw. Ostradiol konnte in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Testosteron und
Ostradiol {iben diverse Funktionen im Lipoproteinstoffwechsel aus. (68) Beispielsweise
wirken sie als Regulatoren der Apolipoproteinsynthese. Testosteron hemmt die ApoAl-
Synthese, wohingegen es die Syntheserate der Hepatischen Lipase steigert. Ostradiol
stimuliert die ApoAl- und ApoE-Synthese und hemmt die Synthese der Hepatischen
Lipase.

Da wir kein Transwell-System eingesetzten, lassen die Daten zur Assoziation und Dis-
soziation keinen direkten Riickschlufl dariiber zu, ob eine Transzytose vorliegt. Indirek-
te Hinweise ergeben sich aus unseren elektronenmikroskopischen Untersuchungen.

Auf morphologischer Ebene ist ein elektronenmikroskopischer Nachweis von goldmar-
kiertem ApoAl in verschiedenen intrazelluldren Kompartimenten gelungen, ein starker
Hinweis auf einen gerichteten transzelluldren ApoAl-Transport. Dieser konnte mit Hilfe
sekretorischer Vesikel bzw. Caveolae stattfinden.

Inzwischen wurden die hier beschriebenen Experimente von der Arbeitsgruppe von von
Eckardstein in Ziirich modifiziert. Durch Einsatz von radiojodiertem ApoAl und eines
Transwellsystems wurden die in dieser Arbeit erhobenen Befunde im Prinzip bestitigt.
AuBerdem wurde nachgewiesen, daf aortale Gefdl3zellen radiojodiertes ApoAl starker

apikal als basolateral binden, internalisieren und grof3teils undegradiert resezernieren.

Beziiglich des beobachteten Transportvorganges ist es notwendig, liber die Art der be-
teiligten Rezeptoren Klarheit zu erlangen, die zu einer Aufnahme des ApoAl fithren und
nachfolgend nicht in einen proteindegradierenden Stoffwechselweg einmiinden. Mogli-
che Kandidaten sind HDL- oder ApoAl bindende Proteine, wie Scavengerrezepetor Bl
(SR-B1) oder der ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1), welcher bei der Tan-
gier-Krankheit defekt ist. Allerdings wird die Expression von ABCA1 in Endothelzellen
in der Literatur noch kontrovers diskutiert. (10,27)

In nachfolgenden Arbeiten der Arbeitsgruppe von von Eckardstein in Ziirich wurde die

Expression von ABCA1, SR-B1, CD36 und Cubilin in aortalen Rinderendothelzellen
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nachgewiesen. In einem ersten Schritt wird man die Beteiligung dieser Kandidaten mit

Hilfe von Inhibitoren und siRNA ausschlieBen oder nachweisen.

Wie bereits erwihnt, bestehen verschiedene Moglichkeiten der Aufnahme und des
Transports von Makromolekiilen durch Zellen. Es handelt sich hdufig, aber nicht immer
um vesikuldren Transport. Hierbei sind clathrinabhéngige und -unabhingige Wege be-
schrieben worden.

Wir konnten goldmarkiertes ApoAl elektronenmikroskopisch in Clathrin-coated pits,
intrazelluldren Vesikeln und Caveolae nachweisen. (Abbildungen 3.15-3.23) Allerdings
lassen diese Beobachtungen keine Riickschliisse dariiber zu, in welcher zeitlichen Rei-
henfolge die einzelnen Prozesse ineinandergreifen. Ferner 148t sich keine Aussage dar-
iiber treffen, ob eine clathrinabhéngige Endozytose iiberhaupt in z.B. eine Caveolae-
vermittelte Resekretion des ApoAl miindet. Eine solche Interaktion zwischen Clathrin-
und caveolinabhéngigen Prozessen wurde bislang nicht nachgewiesen.

Es ist deshalb auch denkbar, dafl zwei voneinander unabhéngige ApoAl-Transportwege
bestehen. Zum einen konnte eine clathrinvermittelte Endozytose einen vesikuldren
Transport einleiten, der ApoAl dem lysosomalen Abbau zufiihrt. Auf der anderen Seite
konnte eine durch Caveolae vermittelte sekretorische Route durch die Zellen existieren.
Tatsdchlich wurde in der Ziiricher Arbeitsgruppe gezeigt, dall internalisiertes ApoAl
teilweise intrazelluldr degradiert und teilweise intakt resezerniert wird. Die Bindung von
Liganden an Rezeptoren, die sich in clathrin-coated pits befinden (z.B. LDL an den
LDL-Rezeptor oder Transferrin an den Transferrin-Rezeptor), fiihrt zu einer Internali-
sierung in Clathrin-coated vesicles und der Fusion mit Endosomen. Nach der Separation
von Rezeptor und Ligand wird der Rezeptor zuriick zur Zellmembran transportiert und
auf diese Weise zum erneuten Einsatz ,,recycled, wo hingegen der Ligand oft zum Ab-
bau direkt in Lysosomen transportiert wird. (5)

Cathrinunabhéngige Aufnahme- und Abgabevorgéinge werden z.B. durch aktinabhingi-
ge makropinozytotische Vesikel oder Caveolae vermittelt. Caveolae zeigen sich als fla-
schenformige Invaginationen der Plasmaembran. Sie weisen einen hohen Gehalt an
Cholesterin und Glykosphingolipiden auf. In ithren Membranen finden sich sowohl Re-

zeptoren fiir die Endozytose extrazelluldrer Liganden, als auch Proteine, die fiir das
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»cellular signaling verantwortlich sind. (35, 52, 56) Diese kombinierten Eigenschaften
sind beispielsweise von Lipoproteinrezeptoren bekannt. (22, 36)

Die Ergebnisse unserer morphologischen Untersuchungen legen nahe, dafl endozytiertes
ApoAl in Caveolae transportiert wird. Wir haben dies bislang noch nicht auf molekula-
rer Ebene nachgewiesen. Caveolae sind definiert als Regionen, die Cholesterinbin-
dungsproteine, sogenannte Caveoline enthalten. (35, 52, 56) Es konnte beispielsweise
gezeigt werden, dafl Caveolae eine entscheidende Rolle bei der Transzytose von Albu-
min und al-azidischem Glycoprotein durch das Gefdfendothel in den perivaskuldren
Raum spielen. (29, 57) Caveolin-1 defiziente Zellen zeigen einen Defekt in der Auf-
nahme und dem Transport von Albumin. (51, 57) Allerdings zeigen Caveolin-defiziente
Maiuse keinen Transzytosedefekt. Eine Interaktion zwischen Caveolin-1 und ApoAl
wurde bislang nicht gezeigt. Adenovirus-vermittelte Expression von Caveolin-1 in
Mauslebern fiihrt zu einer Erhdhung des Plasma-HDL-Spiegels. Dies konnte durch eine
Hemmung der SR-B1-vermittelten selektiven Aufnahme von HDL und durch erhéhte
hepatische ApoAl-Sekretion verursacht sein. (13)

Das von den Zellen resezernierte ApoAl besitzt nach unseren elektronenmikroskopi-
schen Daten eine osmiophile Hiille, die aus Lipiden besteht. Dies ist ein Hinweis fiir
eine wihrend des transzelluldren Transportes stattfindende Lipidierung der Apolipopro-
teine. Es konnte bereits gezeigt werden, da3 die Anwesenheit von lipidfreiem ApoAl
bei Endothelzellen zu einer Dissoziation von Phospholipiden, nicht jedoch Cholesterin
fithrt. (10) Diese Komplexe aus Phospholipiden und ApoAl sind gute Akzeptoren fiir
Cholesterin von vaskuldren glatten Muskelzellen. Es ist somit moglich, daf3 die Interak-
tion von ApoAl mit Endothelzellen zur Bildung von HDL-Vorstufen fiihrt, die als Ak-
zeptoren von zellulirem Cholesterin, welches von glatten Muskelzellen oder
Makrophagen der Arterienwand stammt, sehr gut geeignet sind. (10) Zusammen mit
unseren Ergebnissen liegt die Annahme nahe, dafl die Transzytose von ApoAl durch
Endothelzellen zwei wichtige Funktionen erfiillt: Die Bereitstellung von ApoAl und
HDL-Vorstufen in der Arterienwand und die Bildung aktiver Cholesterinakzeptoren.
Zusammenfassend ist festzustellen, dass wir erste Hinweise dafiir gefunden haben, daf3
ApoAl einem transzelluldren Transport durch die Endothelzellbarriere unterliegt und
auf diese Weise in den extraluminalen Raum gelangt. Da ApoAl und HDL einen gro3en

Teil ihrer antiatherogenen Eigenschaften in der GefaBwand und somit auflerhalb des
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Arterienlumens vermitteln, konnte dies ein limitierender Schritt der fiir die antiathero-
genen Eigenschaften des HDL sein, den Reversen Cholesterintransportes eingeschlos-
sen.

Wichtige Aufgaben fiir die Zukunft sind deshalb die Identifikation und weitere Charak-
terisierung der zugrunde liegenden molekularen Mechanismen. Dazu gehoren die Iden-
tifikation der beteiligten Rezeptoren und deren Regulation, die Differenzierung
zwischen ApoAl-degradierenden und -transportierenden Strukturen und die Identifika-
tion der an der Resekretion beteiligten Effektoren. Mit Hilfe genauer Kenntnisse dieser
Vorginge konnte in Zukunft eine pharmakologische Beeinflussung moglich werden,
deren Ziel eine Verlangsamung der Atherogenese und insgesamt eine Morbiditdts- und

Mortalitdtssenkung sein konnte.
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