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1. Einleitung 

 

1.1 Epidemiologie der Arteriosklerose 

Kaum eine Krankheit steht seit mehreren Jahrzehnten so im Blickfeld der 

medizinischen und biochemischen Forschung wie die Arteriosklerose. Der Begriff 

Arteriosklerose hat seinen Ursprung im Griechischen und bedeutet „verhärtetes 

Gefäß“ (arterio = Gefäß, sclerosis = Verhärtung, griechisch). Bezüglich der 

Nomenklatur muss man die Arteriosklerose von der Atherosklerose unterscheiden. 

Arteriosklerose ist ein Überbegriff, der jegliche Verdickung und Verhärtung der 

Arterienwand, die mit einem Elastizitätsverlust der Intima einhergeht, bezeichnet. 

Atherosklerose (atheros = Brei, griechisch) hingegen ist eine Form der 

Arteriosklerose, die vor allem durch die Ablagerung von Schaumzellen und der 

darauf folgenden Entstehung eines atheromatösen Plaques gekennzeichnet ist (Wick 

G et al., 2004). Die Arteriosklerose ist eine Erkrankung die langsam, chronisch und 

still verläuft, und lange symptomlos bleiben kann. Da die Erkrankung die Arterien des 

ganzen Körpers befällt, ist das Spektrum der klinischen Symptome breit; die 

wichtigsten klinischen Erscheinungsbilder der Erkrankung sind die koronare 

Herzkrankheit (KHK), die Zerebralsklerose, die Nephrosklerose und die periphere 

arterielle Verschlußkrankheit (pAVK). Risikofaktoren für die Entstehung und 

Progression einer Arteriosklerose sind laut Leitlinien der deutschen Gesellschaft für 

Kardiologie: Hypertonie, Übergewicht, Hyperlipidämie, Hypercholesterinämie, 

Diabetes mellitus, Depressionen, aber auch die individuelle Lebensweise wie 

kalorien- und fettreiche Ernährung, Rauchen, Stress, sowie genetische und 

konstitutionelle Faktoren. Die Zahl der Todesfälle durch KHK ist in den letzten 50 

Jahren stetig angestiegen, und die  Arteriosklerose ist nach wie vor die 

Todesursache Nummer eins in den westlichen Ländern. Dabei spielen vor allem die 
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KHK und die Zerebralsklerose eine entscheidende Rolle, da mit dem Herz und dem 

Gehirn die Organe betroffen sind, die am empfindlichsten auf eine 

Durchblutungsstörung reagieren.  

 

1.2 Pathogenese der Arteriosklerose 

Die Arteriosklerose ist eine multifaktorielle Krankheit, zu deren Pathogenese mehrere 

Hypothesen aufgestellt wurden. Die beiden wichtigsten stammen von R. Ross und D. 

Steinberg. Ross vertrat mit seiner „response to injury“-Hypothese die Meinung, dass 

eine Veränderung des Endothels und der Intima aufgrund von mechanischer 

Verletzung, oxidativen Radikalen oder Giften, das initiierende Ereignis, welches zur 

endothelialen Dysfunktion führt, darstellt (Ross R et al., 1990). Diese Dysfunktion des 

Endothels führt zu einer erhöhten Permeabilität für Lipoproteine, Wachstumsfaktoren 

und andere Plasmabestandteile, was eine Ablagerung von Lipiden in der Gefäßwand 

und eine Aktivierung und Proliferation von Makrophagen und smooth muscle cells 

(SMCs) nach sich zieht (Wick G et al., 2004).  

Steinberg hingegen postulierte in seiner „altered lipoprotein hypothese“, dass 

chemisch veränderte Lipoproteine, z.B. oxidized Low-Density Lipoprotein (oxLDL), zu 

einer primären Ansammlung von Schaumzellen in der Intima führen, und somit eine 

ursächliche Rolle in der Entstehung der Arteriosklerose einnehmen (Steinberg D et 

al.,1990).  

Ein atheromatöser Plaque ist wie folgt aufgebaut: Im Zentrum des Atheroms findet 

man v.a. Schaumzellen und extrazelluläre Lipide, die die sogenannte „core region“ 

bilden; diese ist wiederum von SMCs und einer kollagenreichen Matrix umgeben. In 

der Schulterregion eines Plaques findet man Immunzellen wie z.B. T-Zellen, 

Mastzellen, Makrophagen und Dendritische Zellen (DCs) (Stary HC et al., 1995; 

Jonasson L et al, 1986; Kovanen PT et al., 1995) Viele dieser Immunzellen können 

 8



andere Zellen aktivieren und inflammatorische Cytokine ausschütten (Kovanen PT et 

al., 1995; Hansson GK et al., 1989; van der Wal AC et al., 1994; Frostegard J et al., 

1999) 

Schon Mitte des 19. Jahrhunderts proklamierten die beiden berühmtesten 

europäischen Pathologen, Karl von Rokitansky aus Wien und Rudolf Virchow aus 

Berlin, dass die Inflammation eine zentrale Rolle in der Entstehung und Progression 

der Arteriosklerose spielt. Während Rokitansky der Entzündungsreaktion eine 

sekundäre Rolle zuschrieb, sah Virchow sie bezüglich ihrer  Wichtigkeit für die 

Pathogenese als primär an (Mayerl C et al., 2006). 

Die Vermutung, dass die Inflammation ein primäres Geschehen ist, wird durch die 

PDAY-Studie unterstützt (Wissler RW et al., 1998). Im Rahmen dieser Studie wurden 

mehr als 3000 arterielle Fragmente von jungen Menschen im Alter zwischen 15 und 

34 Jahren, die an nicht-kardialen Ursachen verstarben, entnommen und untersucht. 

Es zeigte sich, dass schon bei diesen jungen Menschen Gefäßwandveränderungen 

zu sehen waren. Vor allem an Prädilektionsstellen für eine spätere Arteriosklerose, 

wie Orten mit erhöhter Strömung und vermehrten Turbulenzen, z.B. an 

Gefäßverzweigungen, fand man subendotheliale Akkumulationen von 

Antigenpräsentierenden Zellen (APZ) wie Monozyten, Makrophagen und DCs. Aber 

auch T-Zellen, sowohl spezifische, als auch unspezifische wurden dort 

nachgewiesen.  

Immunzellen wie antigenpräsentierende DCs, Mastzellen, Monozyten und 

Makrophagen, aber auch T-Zellen patroullieren in den unterschiedlichsten Geweben, 

so auch in der Gefäßwand, auf der Suche nach Antigenen (Bobryshev YV, 2005; 

Hansson GK, 2001). In der Arterienwand fungiert verschiedene Moleküle wie z.B. 

oxLDL oder Hitzeschockprotein 60 (HSP60) als (Auto-)antigene. Beispiele für 

Fremdantigene sind Clamydienproteine und Cytomegalieviren (Collins RG et al., 
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2000; Seifert PS et al., 1988; Buono C et al., 2002). Werden die Antigene als solche 

erkannt, veranlasst eine lokale Chemokinausschüttung, dass mehr und mehr 

Monozyten und T-Zellen in die Gefäßwand migrieren. Damit Monozyten, 

Makrophagen und andere Zellen durch das Endothel migrieren können, müssen sie 

zuerst daran adhärieren. Dafür sind Adhäsionsfaktoren wie z.B. das intercellular cell 

adhesion molecule-1 (ICAM-1) oder das vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) 

verantwortlich (Ohashi R et al., 2004). Diese Faktoren werden vor allem an der 

Oberfläche von beschädigten Endothelzellen exprimiert. Die Monozyten 

differenzieren sich in der Gefäßwand durch lokalen macrophage colony-stimulating 

factor (M-CSF) zu Makrophagen. Die detektierten Antigene binden auf der 

Oberfläche der Makrophagen an die so genannten Toll-like Rezeptoren (TLR). Dies 

führt zu einer Aktivierung des Komplementsystems und der Ausschüttung vieler 

proinflammmatorischer Moleküle durch die Makrophagen. Ein weiterer Rezeptortyp 

auf Makrophagen sind die sogenannten Scavenger-Rezeptoren, wie z.B. Cluster of 

Differentiation (CD) 36, blood-dendritic-cell-antigen (BDCA) -1, BDCA-2 und CD 

205/Lektinrezeptor (DEC 205). Über diese Rezeptoren wird oxLDL in die 

Makrophagen aufgenommen, was zu einer intrazellulären Cholesterinakkumulation 

und der Bildung von Schaumzellen führt (Ohashi R et al., 2004). 

Des Weiteren spielt das T-Zell-System eine wichtige Rolle in der Pathogenese der 

Artherosklerose, v.a. im Hinblick auf die DCs. T-Zellen werden durch die Interaktion 

mit APZs wie Makrophagen oder DCs aktiviert (Hohlfeld R, 1997). Sie können nach 

ihren Oberflächenmarkern in CD4- und CD8- positive T-Zellen unterschieden 

werden.  

Im arteriosklerotischen Plaque findet man vor allem CD4+  Zellen, darunter in erster 

Linie T-Helfer (Th)-Zellen (Hansson GK et al., 2006). Diese Zellen haben, wie oben 

beschrieben, vor allem proinflammatorische Effekte, da sie Zytokine, wie z.B. 
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Interferon (INF) γ, Interleukin (IL) 12, IL18, Tumor Nekrose Faktor (TNF) α/β oder 

Leukotrien A ausschütten. 

All diese Cytokine wirken synergistisch, und führen wiederum zur Produktion von 

vielen zytotoxischen und inflammatorischen Molekülen und Proteasen in 

Makrophagen und einer gesteigerten Expression von Adhäsionsmolekülen auf 

aktivierten Endothelzellen (Hansson GK, 2001; Hansson GK et al., 2006). Die 

pathogenetische Relevanz proinflammatorischer Zytokine wird dadurch verdeutlich, 

dass die Entstehung einer Arteriosklerose bei ApoE-Knockout Mäusen, denen INF-γ 

oder dessen Rezeptor fehlte, verhindern werden konnte (Gupta S et al., 1997; 

Whitman SC et al., 2002). 

 

1.3 Dendritische Zellen  

DCs nehmen unter den APZs eine Schlüsselrolle ein. Die DCs stellen eine 

heterogene Familie von Zellen dar, deren Hauptaufgabe es ist, das Immunsystem zu 

regulieren. Sie stammen von Leukozyten-Vorläuferzellen ab, die aus dem 

Knochenmark auswandern und über den Blutkreislauf in periphere Gewebe gelangen 

(Zhou LJ et al., 1996). Erstmals beschrieben wurden DCs von Steinman und Cohn im 

Jahre 1973 in der Milz einer Maus (Steinman RM et al., 1973). Bereits 1968 

entdeckte Langerhans die Langerhanszelle in der Haut, von der man heute weiß, 

dass sie ein epidermal lokalisierter Subtyp der DC-Familie ist (Bobryshev YV, 2005). 

Nach Lokalisation und Rezeptorexpression werden die DCs in epitheliale DCs 

(Langerhans Zellen), interstitielle DCs, Monozyten generierte DCs (MGDZ), CD11-

negative- und CD11-positive DCs unterteilt (Caux C et al., 2000; Randolph GJ et al., 

1999; Hausser G et al., 1997). DCs gehören sowohl zum angeborenen als auch zum 

erworbenen Immunsystem (Lipscomb MF et al., 2002; Steinman RM et al., 2003; 

Heath WR et al., 2004). Als Teil des angeborenen Immunsystems sind DCs in der 
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Lage, auf Gefahrensignale durch die unverzügliche Bildung von Zytokinen mittels 

TLRs zu reagieren. Auf der anderen Seite sind DCs sehr potente APZs, die die 

einzigartige Eigenschaft besitzen, naive T-Zellen zu stimulieren und durch Induktion 

des entsprechenden Effektor-T-Zell-Phänotyps eine Th1- oder Th2-Antwort zu 

initialisieren. Des Weiteren können DCs Memory- und Effektor-T-Zellen stimulieren. 

Diese Fähigkeiten machen DCs zu einem Schlüsselelement des erworbenen 

Immunsystems (Lipscomb MF et al., 2002; Steinman RM et al., 2003; Heath WR et 

al., 2004; Morel PA et al., 2003). Diese beiden wichtigen Funktionen 

Antigenaufnahme und T-Zell-Aktivierung werden von DCs in zwei unterschiedlichen 

Reifezuständen geleistet. Während die Antigenaufnahme und die Prozessierung 

durch immature DCs im peripheren Gewebe stattfinden, läuft die Antigenpräsentation 

durch mature DCs im Lymphknoten ab. Vom peripheren Gewebe gelangen die DCs 

durch Chemotaxis in den Lymphknoten (Bobryshev YV, 2005).  

 

1.4 Dendritische Zellen in der Arteriosklerose 

Im Jahre 1995 wurden DCs zum ersten Mal in Arterien entdeckt (Bobryshev YV et 

al., Arch Histol Cytol, 1995). Auch in gesunden Arterien findet man subendothelial 

kleine Zahlen von DCs, die so genannten vaskulären DCs (Bobryshev YV et al., Arch 

Histol Cytol, 1995; Kawahara I et al., 2007). Man hat jedoch herausgefunden, dass 

es in arterioskleroseanfälligen Arealen einer Gefäßwand mehr DCs gibt, als in 

arterioskleroseresistenten Arealen (Lord RS et al., 1999). Selbst in den Karotiden von 

Kindern im Alter von 8 Wochen bis 10 Jahren konnte man an Stellen mit großem 

hämodynamischen Stress und somit Prädisposition zur Arteriosklerose, 

Akkumulationen von DCs nachweisen (Millonig G et al., 2002). DZs „patroullieren“ an 

diesen Orten auf der Suche nach Antigenen (Hansson GK et al., 2002). In 

arteriosklerotisch veränderten Arterien steigt die Anzahl der DCs mit der Progression 
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der Arteriosklerose (Bobryshev YV, 2000; Bobryshev YV et al., Cardiovasc Res, 

1995). So machen DCs ca 30 % aller Immunzellen im arteriosklerotischen Plaque 

aus (Bobryshev YV, 2005). Dies liegt zum einen daran, dass vermehrt DCs aus dem 

Blut über neovaskulatorische Vasa Vasorum in den fortgeschrittenen Plaque 

migrieren, zum anderen tragen Monozyten, die schon in den frühsten Formen der 

Arteriosklerose in der Intima akkumulieren und sich zu DCs differenzieren, zu einer 

gesteigerten DC-Zahl bei (Bobryshev YV et al., 1998; Ross R, 1999). Auch die 

reduzierte Emigration von DCs im Rahmen der Plaqueprogression ist für die 

Akkumulation mitverantwortlich (Ludewig B et al., 2004). 

In vitro Experimente haben gezeigt, dass die Adhäsion und Transmigration von DCs 

an bzw. durch die Endothelzellschicht gesteigert werden kann, indem man die 

Endothelzellen einer Hypoxie, oxLDL oder TNF-α, also allesamt Faktoren, die eine 

Arterioskleroseentstehung beschleunigen, aussetzt (Weis M et al., 2002). Es gibt 

vermehrt Hinweise, dass DCs in arteriosklerotischen Plaques in gleicher Weise an 

der Aufnahme und Präsentation von Antigenen beteiligt sind wie in anderen 

Geweben (Bobryshev YV, 2000; Bobryshev YV et al., 1998; Llodra J et al., 2004). 

Bobryshev et al. haben zum Beispiel herausgefunden, dass die Anzahl von DCs in 

para-aortalen und jugulo-digastrischen Lymphknoten, die mit arteriosklerotisch 

veränderten Arteriensegmenten zusammenhängen, erhöht ist, was diese Vermutung 

bestätigen würde (Bobryshev YV, 2000). Eine andere Studie von Bobryshev zeigte, 

dass DCs auch direkt in der Intima T-Lymphozyten aktivieren können (Bobryshev YV 

et al., 1998).  

90 % der DCs eines arteriosklerotischen Plaques akkumulieren in der Schulterregion 

des Plaques, einem Ort, der sehr rupturanfällig ist (Bobryshev YV et al., 1998; Yilmaz 

A et al., 2004). Yilmaz et al. haben herausgefunden, dass 70 % der DCs in diesen 

Regionen Aktivitätsmarker wie z.B. CD 83 oder DC-Lamp exprimieren (Yilmaz A et 
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al., 2004). Dort hat man auch Zusammenschlüsse von DCs mit T-Zellen gefunden 

(Bobryshev YV et al., 1998; Yilmaz A et al., 2004).  

Wie oben bereits erwähnt sind einige Autoantigene an der Atherogenese beteiligt. 

Neben dem HSP60 ist oxLDL dabei das wichtigste Autoantigen (Ohashi R et al., 

2004). 

 

1.5 OxLDL 

Oxidationsprozesse und die Oxidation von Lipoproteinen im Generellen spielen eine 

sehr wichtige Rolle in der Entstehung und Progression der Arteriosklerose (Ohashi R 

et al., 2004). 

OxLDL entsteht, wenn Low-Density Lipoprotein (LDL) aus dem Blut durch die 

Endothelzellschicht diffundiert, im subendothelialen Raum akkumuliert und mit 

Proteoglykanen der extrazellulären Matrix der Intima interagiert (Hansson GK, 2005). 

Dort wird das LDL durch Immunzellen, wie z.B. den DCs, über die sogenannten 

Scavenger-Rezeptoren in die Zelle aufgenommen, und durch das Enzym 15-

Lipoxygenase und Sauerstoffradikale zu oxLDL oxidiert. OxLDL ist eine stabile 

Verbindung aus Arachnidonsäuren, die auf der einen Seite direkt zytotoxisch wirkt, 

indem sie die Bildung von freien Radikalen katalysiert; auf der anderen Seite fungiert 

oxLDL, wie oben beschrieben, bekanntermaßen als Autoantigen (Bobryshev YV, 

2000; Zaguri R et al., 2007; Alderman CJ et al., 2002). Des Weiteren trägt oxLDL 

durch eine Akkumulation in Makrophagen zur Schaumzellbildung bei, und wirkt direkt 

chemotaktisch auf Immunzellen wie z.B. T-Zellen. Dies geschieht durch die 

Hochregulierung endothelialer Adhäsionsmoleküle (z.B. ICAM-1, VCAM-1, 

Lymphocyte Function-associated Antigene (LFA) und Chemokine) (Alderman CJ et 

al., 2002; Tontonoz et al., 1998). Darüber hinaus ist oxLDL in der Lage ausgewählte 

periphere T-Zellen zu aktivieren (Frostegard J et al., 1992). 
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Ehara et al. haben oxLDL im arteriosklerotischen Plaque nachgewiesen und erhöhte 

oxLDL-Serumspiegel bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom, verglichen zu 

Patienten mit stabiler Angina pectoris, gemessen (Ehara S et al., 2001). Dies zeigt, 

dass Veränderungen des oxLDL-Gehaltes bei Arteriosklerose nicht nur im Plaque, 

sondern auch systemisch stattfinden. Coutant et al. haben bereits gezeigt, dass 

oxLDL den Übergang von sich differenzierenden Makrophagen in reife DCs, also die 

Maturierung der DCs, fördert (Coutant F et al., 2002). Tertov et al. gelang es, oxLDL-

spezifische T-Zellen und Autoantikörper im Menschen nachzuweisen, was die These, 

dass oxLDL eine Schlüsselrolle für die Entstehung und Induktion der Arteriosklerose 

hat, unterstützt (Tertov VV et al., 1998). OxLDL spezifische T-Zellen wurden auch in 

den Lymphknoten von apoE-/- Mäusen gefunden, was ebenfalls einen klaren 

Zusammenhang zur Arteriosklerose herstellt (Caligiuri G et al., 1999; Nicoletti A et 

al., 2000).  

 

1.6 Hypothesen zur Studie 

Da DCs als einzige Zellen des menschlichen Körpers in der Lage sind, die 

Ausbildung spezieller T-Zellen aus naiven T-Zellen zu induzieren, erscheint die 

Betrachtung der Interaktion von DCs mit oxLDL besonders interessant.   

Wie oben beschrieben, gibt es einige Vorarbeiten, die zeigen, dass DCs vor allem in 

Verbindung mit oxLDL in der Arteriosklerose eine wichtige Rolle spielen. Es ist 

anzunehmen, dass oxLDL von DCs aufgenommen wird. Über welche molekularen 

Mechanismen dies geschieht, ist bis jetzt nicht geklärt. So könnten hierbei z.B. die so 

genannten Scavenger-Rezeptoren eine entscheidende Rolle spielen, wobei es auch 

interessant wäre, zu betrachten, welcher Rezeptor in welchem Maße an der 

Antigenaufnahme beteiligt ist.   
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Unreife DCs besitzen eine hohe Endozytosekapazität. Coutant et al. konnten bereits 

zeigen, dass oxLDL eine Maturierung der DCs induziert (Coutant F et al., 2004). So 

ist anzunehmen, dass der Einfluss von oxLDL eine Verringerung der 

Endozytosefähigkeit bewirkt, da DCs während des Maturierungsprozesses ihre 

Antigenaufnahmefähigkeiten verlieren. Darüber hinaus könnte die Expression der 

Scavenger-Rezeptoren durch oxLDL beeinflusst werden. Da reife DCs eine hohe 

Anzahl an Kostimulationsmolekülen wie CD11a, CD80 und CD83 bilden, dürfte die 

Stimulation unreifer DCs mit oxLDL dazu führen, dass die Expression dieser 

Moleküle hochreguliert wird. Ebenso ist anzunehmen, dass die Differenzierung von 

DCs in BDCA-1- und BDCA-2-Zellen durch oxLDL induziert wird. 

Ein weiteres bekanntes Merkmal reifer DCs ist die Zytokinsekretion. Auch hier kann 

man vermuten, dass diese durch den Einfluß von oxLDL auf unreife DCs induziert 

wird. 

Über welchen Transkriptionspathway oxLDL-induzierte Prozesse in der DC ablaufen 

ist noch nicht geklärt, der Nuclear Factor -κB  (NF-κB) Transkriptionsfaktor könnte 

jedoch eine wichtige Rolle spielen, da er bekanntermaßen bei 

Entzündungsvorgängen, die durch DCs vermittelt werden, große Bedeutung hat (Zhu 

CH et al., 2004). Auch ist es noch nicht bekannt, ob die oxLDL-bedingte Aktivierung 

der DCs durch die Inhibierung dieses Transkriptionsfaktors gehemmt werden kann. 
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1.7 Ziele der Arbeit  

Das Hauptziel der vorliegenden Studie war es, die Interaktion von oxLDL und DCs zu 

erforschen und zu verstehen, und dadurch einen Beitrag zu einer besseren Kenntnis 

der Pathogenese der Arteriosklerose zu leisten.  

Dazu wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:  

- Können DCs oxLDL inkorporieren?  

- Welche Scavenger-Rezeptoren werden auf DCs exprimiert?  

- Welche Scavenger-Rezeptoren sind an der Aufnahme von oxLDL beteiligt?   

- Bedingt die Inkubation mit LDL/oxLDL bzw. Inkorporation von LDL/oxLDL 

Veränderungen in der: 

- Endozytosefähigkeit von DCs 

- Expression von Scavenger-Rezeptoren auf DCs 

- Expression von Kostimulationsmolekülen durch DCs 

- Differenzierung von DCs 

- Zytokinsekretion von DCs 

      -  Über welchen Transkriptionspathway werden die Effekte von oxLDL auf die 

DCs vermittelt? 

      -  Bewirkt die Inhibierung dieses Pathways eine Hemmung der Aktivierung der 

DCs durch oxLDL? 
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2. Material und Methoden 

 

2.1 Geräte und Chemikalien  

2.1.1 Geräte 

Durchflußzytometer (FACS):                                    

FACScan      Becton Dickinson, Germany 

 

Zentrifugen: Centrifuge 5804  Eppendorf , Germany    

  Rotina 46 R   Hettich Zentrifugen, Germany  

  Mikro 22 R   Hettich Zentrifugen, Germany 

 

Chemilunineszenz-Detektor   Tecan Genios Multireader, Tecan, Austria 

PD10 Säule     Pharmacia, Austria  

Fluoreszenzmikroskop   Zeiss, Deutschland 

Konfokales Mikroskop   Zeiss LSM 5, Deutschland   

     

2.1.2 Chemikalien 

2.1.2.1 Substanzen für Zellkulturmedien 

Fetales Kalbserum (FCS)   Biochrom AG, Berlin, Germany 

Gentamycin     Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

Hepes-Puffer     Gibco, Paisley, Großbritannien 

L-Glutamin     Biochrom AG, Berlin, Germany 

Penicillin/Streptomycin   Biochrom AG, Berlin, Germany 

VLE RPMI-1640    Biochrom AG, Berlin, Germany 
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2.1.2.2 Antikörper  

Fastimmune γ2a/γ1 control   Becton Dickinson Biosiences, San Jose, 

      USA  

CD1a PE anti-Human    Becton Dickinson Biosiences Pharmingen, 

      Deutschland 

CD1c (BDCA-1)     Miltenyi Biotech, Deutschland 

CD 11a FITC     Becton Dickinson Biosiences Pharmingen, 

      Deutschland  

CD14 FITC      Becton Dickinson, Biosiences Pharmingen, 

      Deutschland  

CD 36      Abcam, USA 

CD 80 FITC      Becton Dickinson Biosiences Pharmingen, 

      Deutschland  

CD83 FITC      Becton Dickinson 347497 Heidelberg,  

      Deutschland       

CD 205 (DEC 205)     Biozol, USA 

CD 209 (DC Sign)     Becton Dickinson Biosiences Pharmingen, 

      Deutschland  

CD 303 (BDCA-2)     Miltenyi Biotech, Deutschland 

Anti-human LOX-1     R & D Systems, Minneapolis, USA 

Mannoserezeptor     Abcam, USA 

Anti-goat IgG     R & D Systems, Minneapolis, USA  

Anti-CD 36 Blockierungs-Ak   Abcam, USA,  

Anti-LOX-1 Blockierungs-Ak   R&D Systems, USA  

Anti-DEC-205 Blockierungs-Ak   Biozol, USA  
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2.1.2.3 Zytokine 

Granulocyte-Macrophage-Colony-  Pepro Tech Inc., Tebu Bio, USA 

Stimulating-Factor (GM-CSF) 

IL-4, rekombinant     Pepro Tech Inc., Tebu Bio, USA 

 

2.1.2.4 Lösungen 

FACS Puffer   Eigene Herstellung, siehe 2.4 

RIPA Puffer    Pierce, USA 

 

2.1.2.5 ELISA-Kits 

IL-10     BenderMed-Systems, Austria 

IL-12     BenderMed-Systems, Austria 

IL-6      Biosource, USA  

TNF-α    Biosource, USA 

NF-қB    Oxford Biomedical Research, USA 

 

2.1.2.6 Western Blot 

Commercial Gels   Invitrogen, USA 

Blottingpads     Invitrogene, USA 

Hs-LOX-1    Freundlicherweise von Dr. Landsberger  

     (Uni Greifswald) zur Verfügung gestellt 

Anti-rabbit-HRP    Bio-Rad, USA 

conjugate 

ECL-Pierce     Invitrogen, USA  

Visa X-Omat    Kodak, USA 
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2.1.2.7 Sonstige Substanzen und Kits 

Alkalinphosphatase    DAKO Cytomation, Hamburg, Germany 

Ficoll Paque Plus   GE Healthcare Bio-Sciences AB, Eppsala, Sweden  

γ-Globuline    Octapharma Deutschland GMBH 

PBS Dulbecco   Biochrom AG, Berlin, Germany 
 
Cholesterin Assay   Boehringer Mannheim, Germany 
 
Fluoreszenzassay für: 

 -FITC-Dextran     SIGMA, Germany  

 -Lucifer-Yellow   Molecular Probes, USA  

 
Limulus-Amöbozyten-   Labortechnik Peter Schultz, Germany 

Lysat-Assay  

 
Kinetik-QCL-Test       BioWhittaker, Germany 
 
Dil-oxLDL    Biomedical Technologies Inc, USA   
 
Protein Array    Ray-Biotech, USA 
 
Bay11-7082     Merck, USA 
 
Total Lab v2.01 software    Nonlinear Dynamics, Newcastle-upon-Tyne, UK 

Vybrant DiD    Molecular Probes, USA 

Vybrant Dil    Molecular Probes, USA 

Vybrant DiO    Molecular Probes, USA 
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2.2 Kultivierung der DCs 

Mononukleäre Zellen wurden durch einen Ficoll Dichtegradienten nach dem Protokoll 

von Boyum et al. aus dem Blut von männlichen gesunden Spendern isoliert (Boyum 

A et al., 1976). Dafür wurde den Spendern je 100 ml peripheres Blut entnommen, 

und zu 100 ml Roswell Park Memorial Institute (RPMI) Medium hinzugefügt. Je 33 ml 

dieser Mischung wurden in einem 50 ml Falcon vorsichtig auf 15 ml Ficoll Lösung 

geschichtet.   

Die 50 ml Falcons wurden bei 20 Grad Celsius 25 Minuten lang bei 2500 x g 

zentrifugiert. 

Es bildete sich eine Interphase aus, welche die mononukleären Zellen enthielt. Diese 

wurde abgeerntet, und in 4 x 50 ml Falcons überführt. Anschließend wurde diese 

Lösung 1:1 mit RPMI-Medium verdünnt, daraufhin ein Mal bei 1500 x g  für 10 

Minuten und zwei Mal bei 1500 x g für 5 Minuten gewaschen. Danach wurden die 

Zellen in 24 ml RPMI-Kulturmedium, das pro 554 ml 4 ml Glutamin (200mmol/L), 

Penicillin/Streptomycin und 50 ml Fetal Calf Serum (FCS) enthielt, aufgenommen. 12 

Petrischalen wurden mit je 1,5 ml eines 1:3 Gemisches aus Gamma-Globulin und 

Phosphate Buffered Saline (PBS) beschichtet. Nach 30 Minuten wurde der 

Überstand entfernt und die Zellen wurden auf die Petrischalen ausgesäät (2 ml pro 

Petrischale). Nach einer 2-stündigen Inkubation bei 37 Grad Celsius wurden die 

Platten mit dem RPMI-Kulturmedium abgewaschen. Nur die adhärenten Zellen, 

respektive die Monozyten, blieben auf den Platten zurück. So wurde sichergestellt, 

dass die Monozytenkultur eine Reinheit von bis zu 97 % aufwies.  

Die Kultivierung der DCs erfolgte nach dem Protokoll von Romani et al (Romani N et 

al., 1996). So  wurden 3 ml RPMI-Kulturmedium, das zusätzlich 3 µl Granulocyte-

Macrophage-Colony-Stimulating-Factor (GM-CSF) (20 µl/ml) und 3 µl IL-4 (20 µg/ml) 
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enthielt, zu den Zellen jeder Platte dazugegeben. 1 ml des Mediums wurde alle 3 

Tage durch 1 ml frischen Mediums ersetzt.   

Für die Versuche wurden die Zellen (immature DCs zwischen Tag 3-6) am 

gewünschten Kulturtag folgendermaßen geerntet: 

Die Fläche jeder Platte wurde mit einem Zellschaber zuerst horizontal, dann vertikal 

abgeschabt. Danach wurde die Zellsuspension (ca. 3 ml pro Platte) von der Platte 

abpipettiert, und je nach Anzahl der Platten in ein 15- oder 50 ml-Falcon überführt. 

So wurde mit allen Platten verfahren, und die Suspensionen von Platten gleicher 

Zellart (z.B. Negativkontrolle) gesammelt. Daraufhin wurden die Falcons 5 Minuten 

bei 1500 Umdrehungen gewaschen, der Überstand wurde, falls er für Experimente 

(z.B. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)) benötigt wurde, abgenommen, 

andernfalls wurde er verworfen. Die Zellen wurden ein Mal in eiskaltem PBS 

gewaschen (1500 x g für 5 Minuten), in 1 ml PBS resuspendiert, und anschließend 

wurden davon 10 μl in eine Neubauer Zählkammer überführt und die lebenden Zellen 

unter dem Mikroskop ausgezählt. 

 

Nach dem Auszählen von 4x16 Kleinquadraten wurden die Zellzahl/ml nach 

folgender Formel berechnet: 

Zellzahl/ml = Anzahl der ausgezählten Zellen x Verdünnung x 104/ Volumen 

 

2.3 Charakterisierung der DCs 

Um sicherzustellen, dass es sich bei den verwendeten Zellen um immature DCs 

handelt, wurden sie charakterisiert. Dazu wurden die Zellen wie unter 2.4 

beschrieben mit Aks gegen CD3 und CD20 inkubiert, um eine T-Zell- und B-Zell-

Kontamination auszuschließen. Die DC-Morphologie wurde durch fehlendes CD14 
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und eine hohe Expression von CD 80, CD 86, Human Leukocyte Antigene (HLA) -DR 

und CD209 sichergestellt.  

 

2.4 Durchflusszytometrie-(FACS)-Analyse 

Für alle FACS Versuche wurden pro Ansatz 1 x 105 lebende Zellen verwendet. Um 

dies zu erreichen wurden die Falcons ein weiteres Mal 5 Minuten lang bei 1500 g 

zentrifugiert, und das entstandene Zellpellet wurde in einer so großen Menge FACS-

Puffer (4°C) aufgenommen, dass sich 1 x 105 Zellen in 100 µl FACS-Puffer befanden. 

Der FACS-Puffer wurde von uns selbst hergestellt und bestand aus PBS mit 0,5 % 

Bovinem Serum Albumin (BSA) und 0,05 % Natriumazid (NaN3). Aus der 

entstandenen Suspension wurden jeweils 100 µl bzw 1 x 105 Zellen entnommen und 

in ein FACS-Röhrchen überführt.  

Als nächsten Schritt erfolgte die Inkubation der DCs mit dem bzw. den jeweiligen 

FACS- Ak(s). Dies erfolgte nach den Gebrauchsanleitungen der Hersteller, bzw. mit 

5 bis 20 µg/ml. Hierbei war darauf zu achten, dass die Zellen keiner unnötigen 

Erwärmung oder Lichteinstrahlung ausgesetzt wurden. So wurden die FACS-

Röhrchen auf Eis gestellt und die FACS-Antikörper (Ak) möglichst rasch zu den 

schon vorgelegten Zellen pipettiert. Um die Inkubation so effektiv wie möglich zu 

gestalten, war es wichtig, die Röhrchen gut zu vortexen, bevor sie für die Zeit der 

Inkubation in den Kühlschrank (4°C) gestellt wurden. Tabelle 1 gibt eine Übersicht 

über die jeweilige Inkubationszeit und die Konzentrationen der Ak. Die Konzentration 

der verwendeten Ak wurde gemäß der Herstellerangaben gewählt. Es wurden 

Fluorescein-isothiocyanat (FITC) gelabelte oder Phycoerythrin (PE) gelabelte Aks 

verwendet. 
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Tabelle 1: Übersicht über die Inkubationszeit der verwendeten Aks 

 

Antikörper Inkubationszeit     Ak-
Konzentration

ISO-FITC Mouse IgG1 30 min 1 : 150 

CD 11 a FITC 30 min 1 : 100 

CD 14 FITC 30 min 1 : 100 

CD 36 PE 60 min 1 : 100 

CD 80 FITC 30 min 1 : 100 

CD 83 FITC 30 min 1 : 100 

DEC 205 FITC 30 min 1 : 100 

DC-Sign 30 min 1 : 100 

BDCA-1 FITC 30 min 1 : 100 

BDCA-2 FITC 30 min 1 : 100 

LOX-PE 60 min 1 : 100 

PE-goat-anti-mouse 

(Sekundär-Aks für CD 36 und LOX-1) 

30 min 1 : 50 

Mannoserezeptor 60 min 1 : 100 

Mannosesek.  

(Sekundär-Aks für Mannoserezeptor) 

30 min  1 : 50  

Anti-CD 36 Blockierungs-Ak  240 min  1 : 2000 

anti-LOX-1 Blockierungs-Ak  240 min  1 : 500 

anti-DEC-205 Blockierungs-Ak 240 min  1 : 500 
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Die DCs eines Ansatzes wurden entweder mit nur einem Ak (FITC- oder PE-gelabelt; 

Einfachfärbung), oder mit zwei Aks inkubiert, wobei in diesem Fall der eine Ak FITC-

gelabelt war, und der andere PE-gelabelt (Doppelfärbung). Da einige der Aks 

unkonjugiert, also weder FITC- noch PE-gelabelt sind, benötigten sie einen 

konjugierten Sekundär-Ak, der an den Primär-Ak  bindet, und ihn so detektierbar 

macht. 

Nach der Inkubation mussten die nicht-gebundenen Ak aus der Lösung heraus 

gewaschen werden. Dazu wurden in jedes Röhrchen 500 µl FACS-Puffer gegeben, 

und diese 5 Minuten bei 1500 g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, und 

falls erforderlich wurde nun ein zweiter Ak oder ein Sekundär-AK in das betreffende 

Röhrchen pipettiert. Für Phänotyp-Analysen wurden die Zellen nach der letzten 

Inkubation gewaschen und vor der Analyse mit dem FACS-Gerät mit 1% 

Paraformaldehyd fixiert.  

Somit waren die Proben analysebereit.  

Alle Aks wurden mit der Isokontrolle verglichen. 

 

2.5 LDL-Oxidierung 

Das LDL (Dichte=1,019 bis 1,063 g/ml) wurde durch sequentielle Ultrazentrifugation 

aus dem Plasma normolipämischer, gesunder, freiwilliger Probanden isoliert, und in 

PBS, das 2 mmol/L Ethylen-Diamin-Tetraessigsäure (EDTA) enthielt, gelagert (Brand 

K et al., 1997). Unmittelbar vor der Oxidierung wurde das EDTA aus dem LDL 

isoliert, indem es über eine PD 10 Säule gegeben wurde. Das LDL wurde in Ham´s 

F-10 Medium durch die Zugabe von 5µmol/L Kupfersulfat (CuSO4) bei 37°C oxidiert 

(Brand K et al., 1997). Für die beschriebenen Experimente wurde das Präparat 

dialysiert bevor es zu den kultivierten Zellen gegeben wurde. Die 

Proteinkonzentration wurde durch die Lowry-Methode bestimmt, und der 
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Cholesteringehalt wurde durch einen Cholesterinassay festgestellt. 

Thiobarbituratsäure-reaktive Substanzen (TBARS) wurden wie beschrieben 

gemessen; der initiale TBARS-Wert lag unter 0,1 nmol Malondialdehyd-

Equivalente/mg Protein. Maßnahmen, um während der Lipoprotein-isolierung und -

oxidation und während der Experimente eine Endotoxinkontamination zu vermeiden, 

beinhalteten die Verwendung von pyrogen-freiem Wasser, Reagenzien und 

Kulturbesteck. Die Endotoxinkontamination wurde durch den Limulus-Amöbozyten-

Lysat-Assay und den Kinetik-QCL-Test gescreent. Nur Lipoprotein-Aufbereitungen 

mit einem Endotoxingehalt von <10 pg/mL wurden für die Experimente benutzt. 

Diese Konzentration ist mit der oxLDL Konzentration in Plaques vergleichbar, und ist 

in vorhergehenden Studien verwendet worden (Weis M et al., 2002; Coutant F et al., 

2004; Nishi K et al., 2002). In einigen Kontrollexperimenten wurde natives LDL in 

einer Konzentration von 10 µg/ml bzw 100 µg/ml verwendet.   

 

  

2.6 OxLDL und dessen Einfluss auf Dendritische Zellen                                                         
  

2.6.1 Endozytosekapazität und Rezeptorexpression 

Es ist bekannt, dass sich die DCs im Laufe ihrer Reifung phänotypisch verändern 

(Bobryshev YV, 2005). Auch die Endozytosekapazität und die Rezeptorexpression 

unterliegen Veränderungen in den verschiedenen Reifestadien. Die Wirkung von 

oxLDL auf die Endozytose und die Expression der Rezeptoren ist deshalb von 

großem Interesse. 

Dazu wurden DCs wie unter 2.2 beschrieben angezüchtet, und am 6. Kulturtag nach 

24-stündiger Stimulation der Zellen mit oxLDL (10µg/ml) oder ohne oxLDL-

Stimulation geerntet. Die Expression verschiedener Scavangerrezeptoren (CD 36 
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und Lectin-like Oxidized Low-Density Lipoprotein type 1 (LOX-1)) und Rezeptoren für 

Endozytose (DEC 205, Mannoserezeptor (MR)) auf humanen DCs wurde mit Hilfe 

der Durchflusszytometrie analysiert, nachdem die Zellen, wie unter 2.4 beschrieben, 

für die FACS-Analyse vorbereitet wurden.  

Die Phagozytosekapazität der DCs wurde mit einem Fluoreszenz-Assay, der FITC-

Dextran als Marker für Makropinozytose und Lucifer-Yellow als Marker für 

Phagozytose verwendet, untersucht. Die Zellen wurden in 10 % PBS Medium re-

suspendiert und eine Stunde lang bei 37°C inkubiert. Die Internalisierung wurde auf 

Eis mit kaltem FACS-Puffer gestoppt. Die Zellen wurden in diesem Puffer drei Mal 

bei 4°C gewaschen und mit Fluoreszenz-Reader, FACS und konfokaler Mikroskopie 

analysiert. Vybrant DiD wurde als Marker für die Zellmembran verwendet. 

 

2.6.2 Western-Blot 

Leider existieren nur wenige Publikationen für die Expression von LOX-1 auf DCs, 

und diese Expression ist vor allem auf unreifen DCs beschrieben worden (Delneste Y 

et al., 2002). Aufgrund dieser unzureichenden Informationslage ergänzten wir unsere 

Durchflusszytometer-Ergebnisse durch Westernblot-Daten. Dazu wurden DCs wie 

unter 2.2 beschrieben, angezüchtet, und am dritten, vierten, fünften und sechsten 

Kulturtag wurden jeweils DCs (106 Zellen/mL) geerntet und mit RIPA-Puffer lysiert. 

Die Proteinkonzentration wurde anhand des standardisierten Pierce-Protokolls 

gemessen. Die Commercial-Gels wurden mit in Probe-Puffer gelösten Proben befüllt 

und bei 200V für 30-60 Minuten laufen gelassen. Das Blotting wurde auf 

Nitrozellulose-Membranen (blottingpads) bei 80V über 3h durchgeführt. Die 

Membranen wurden mit  Panceau-Lösung angefärbt um die Blotting-Qualität zu 

kontrollieren und danach mit dem Pulver entrahmter Milch abgesättigt. Der Hs-LOX-

1-Ak detektiert die C-type-lectin-like Domäne (amino acid 143-273) des humanen 
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LOX-1-Rezeptor, und wurde uns freundlicherweise von Herrn Dr. Landsberger 

(Universität  Greifswald; Deutschland) zur Verfügung gestellt. Der Ak wurde in einer 

Milchpuder-Lösung verdünnt (1:2000) und bei 4°C für 12h inkubiert. Für den 

Nachweis von CD36 verwendeten wir einen monoklonalen Ak, der in 

Milchpuderlösung 1:200 verdünnt, und bei 4°C für 12 Stunden inkubiert wurde. Der 

Antigen-Ak-Komplex wurde durch den Zusatz von Anti-rabbit-Horse-Radish-

Peroxidase (HRP) in einer Verdünnung von 1:1000 (LOX-1) bzw. 1:2500 (CD36) mit 

Hilfe des ECL-Pierce Chemilumineszenz-Detektions-Systems, sichtbar gemacht. Die 

Entwicklung erfolgte mit dem Kodak visa X-Omat.  

Die quantitative Analyse der Westernblots durch Densitometrie wurde mit der 

Histogramm-Funktion der Photoshop 7.0 Software durchgeführt.  

 

2.6.3 OxLDL-Aufnahme  

Um die Wirkung von oxLDL auf die DC zu untersuchen, ist es wichtig zu erfahren, ob 

oxLDL von der DC aufgenommen wird.  

Die DCs wurden wie unter 2.2 beschrieben, angezüchtet, und am sechsten Tag der 

Kultur mit 1,1`-dioctadecyl-3.3.3´,3´-tetramethy-lindocarbocyanine perchlorate (Dil) -

markiertem oxLDL (10 µg/ml) bei 37°C für 60 Minuten inkubiert (Thiery J et al., 

1996). Daraufhin wurden die DCs wie unter 2.2 nachzulesen, geerntet; die 

aufgenommene Dil-oxLDL-Fraktion wurde mit konfokaler Mikroskopie untersucht und 

mittels Durchflusszytometrie gemessen. Die Zellen wurden wie in Punkt 2.4 für die 

FACS-Analyse vorbereitet. Vybrant DiO wurde als Marker der Zellmembran 

verwendet, und Vybrant Dil als Negativkontrolle.  
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2.6.4 Blockierung der oxLDL-Aufnahme  

Neben der Tatsache, ob oxLDL von DCs aufgenommen wird, ist es natürlich auch 

essentiell, über welche Rezeptoren dies geschieht. Um dies zu beantworten, wurden 

humane DCs, wie unter 2.2 beschrieben, kultiviert. Diese wurden am sechsten Tag 

der Kultur, wie unter 2.2 und 2.4 beschrieben, mit Dil-oxLDL (10 µg/ml) ± 

Blockierungs-Aks gegen CD 36, LOX-1 und DEC-205 für vier Stunden bei 4°C 

inkubiert, geerntet und für die FACS-Analyse vorbereitet. Die jeweils inkorporierte Dil-

oxLDL Fraktion wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie gemessen. Um 

unspezifische Blockierungsaktivität zu erfassen, wurden IgG-Kontroll-Aks verwendet. 

 

2.6.5 DZ-Maturierung und -Differenzierung 

Coutant et al konnten bereits zeigen, dass oxLDL Einfluß auf die Reifung DCs hat 

(Coutant F et al., 2004). Da DCs wie eben erwähnt, in den verschiedenen 

Reifestadien unterschiedliche Phänotypen und Fähigkeiten haben, ist der Effekt von 

oxLDL auf die Maturierung weiterhin von großem Interesse. Aber auch die 

Differenzierung in BDCA-1/-2 spielt eine große Rolle für das Immunsystem, und 

findet deshalb in dieser Arbeit ebenfalls Beachtung. DCs wurden, wie unter 2.2 

beschrieben, kultiviert. Am sechsten Tag der Kultur (+/- 24-stündiger Inkubation mit 

10 µg/ml oxLDL) wurden die Zellen, wie unter 2.2 und 2.4 beschrieben, inkubiert, und 

der Maturierungsstatus anhand der Expression von CD 83, CD11a und CD14 mit 

Durchflusszytometrie bestimmt. Um die Differenzierung zu kontrollieren wurde die 

Expression von BDCA-1/-2 per Durchflusszytometrie gemessen. 
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2.6.6 Zytokin-Sekretion der DC 

Da die DC als antigenpräsentierende und entzündungsvermittelnde Zelle im Körper 

allgemein und im atherosklerotischen Plaque im Speziellen eine herausragende 

Bedeutung hat, ist die Beeinflussung der Zytokin-Sekretion durch oxLDL ein wichtiger 

Bestandteil dieser Arbeit. 

Um dies zu untersuchen wurden wie in Punkt 2.2 beschrieben, die  Überstände 

humaner DC-Kultur (+/- 24-stündiger Inkubation mit 10 µg/ml oxLDL) abgenommen 

und bei -80°C gelagert, bis sie auf den Gehalt an IL-6, IL-10, IL-12 und TNF-α 

analysiert wurden. Diese Zytokine wurden mit Zytokin-spezifischen ELISA-Kits 

nachgewiesen. Dies wurde folgendermaßen durchgeführt: Die benötigten Mikrowell-

Streifen wurden zweimal mit je 300 µl Waschpuffer gewaschen. Dieser Waschpuffer 

wurde hergestellt, indem man dem vom Hersteller bereitgestellten 

Waschpufferkonzentrat destilliertes Wasser im Verhältnis 1:20 dazugab. Danach 

wurde je 100 µl  Assay-Puffer, der in gleicher Weise wie der Waschpuffer aus einem 

bereitgestellten Konzentrat hergestellt wurde, in alle Standard-Wells gegeben. Um 

die Standard-Lösung herzustellen, wurden 100 µl IL-10-Standard-Lösung 

(bereitgestelltes IL-10 Konzentrat 1:8 mit Assay-Puffer vermischt) in das Well A 

pipettiert, durch Aspiration und Ejektion vermischt, und in Well B transferriert. Dies 

wurde fünf Mal wiederholt (bis Well G), und die überschüssigen 100 µl  anschließend 

aus Well G entnommen und verworfen. So erreichte man, dass man Standard-

Lösungen in Konzentrationen von 200 bis 3,1 pg/ml hatte. Danach wurden 100 µl 

Assay-Puffer in das leere Well H gegeben. In alle Wells, die für Proben vorgesehen 

waren (A-H Probe) wurden 50 µl Assay-Puffer gegeben, daraufhin wurde zu jedem 

Probe-Well 50 µl der Probe gegeben, und die Lösung vermischt. Daraufhin wurde 

eine 1:100 Verdünnung des vom Hersteller bereitgestellten Biotin-Konjugates in 

Assay-Puffer hergestellt. Je 50 µl dieser Lösung wurden in alle Wells, auch in das 
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Well H, gegeben. Die Platte wurde abgedeckt und zwei Stunden bei Raumtemperatur 

(20°C) auf einem Rotator bei 100 rotations per minute (rpm) inkubiert. 

Währenddessen wurde das bereitgestellte Streptavidin-HRP 1:300 in  Assay-Puffer 

verdünnt. Nach der Inkubation wurde die Wells wie oben beschrieben, geleert und 

gewaschen. Je 100 µl  der Streptavidin-HRP-Lösung wurde in jedes Well gegeben, 

darauf folgte eine einstündige Inkubation bei Raumtemperatur (20°C) auf einem 

Rotator mit 200 rpm. Die Wells wurde wie eben beschrieben, geleert und gewaschen, 

danach wurden je 100 µl der vom Hersteller bereitgestellten Tetramethyl-benzidine-

(TMB)Substrat-Lösung zu allen Wells gegeben, und die Platte für 10 Minuten bei 

(20°C) inkubiert, vorzugsweise auf einem Rotator mit 100 rpm. Die Farbentwicklung 

sollte beobachtet werden, und die Substratreaktion gestoppt werden, bevor positive 

Wells nicht mehr richtig dokumentierbar sind.  Die Reaktion wurde gestoppt, indem 

auf jedes Well  100 µl  der vom Hersteller bereitgestellten Stop-Lösung gegeben 

wurde. Es ist zu empfehlen, die Stop-Lösung dann dazuzugeben, wenn das Well mit 

dem höchsten Standard eine dunkelblaue Farbe zeigt. Die Ergebnisse müssen direkt 

nach diesem Schritt abgelesen werden. Der Absorptionsgrad jedes Wells wird mit 

Hilfe eines Spektro-Photometers mit einer primären Wellenlänge von 450 nm 

bestimmt. Das Photometer wird anhand des „leeren“ Wells H geeicht.   

 

2.6.7 Intrazelluläre Proteinexpression der DC  

Neben den ELISA-Untersuchungen, die für die Zytokine IL-10, IL-12, IL-6 und TNF-α 

durchgeführt wurden, analysierten wir die intrazelluläre Proteinexpression 

verschiedener anderer Zytokine, die in diesem Zusammenhang von Interesse waren.  

Humane DCs wurden, wie unter 2.2 beschrieben, kultiviert, und am fünften Tag der 

Kultur in Kulturmedium für 24 Stunden mit 10µg/ml oxLDL inkubiert. Daraufhin wurde 

ein intrazellulärer Protein-Array  auf Gamma interferon-inducible protein 10 (IP-10), 
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IL-4, IL13, LIGHT, Osteoprotegerin, Vascular Endothelial (VE)-Cadherin, Vascular 

Endothelial Growth Factor (VEGF) and Oncostatin-M folgendermaßen durchgeführt:  

Nach der Inkubation wurden die adhärenten Zellen mit eiskaltem PBS Medium 

gewaschen (siehe 2.4) und zehn Minuten lang bei  4°C durch Zell-Lysepuffer, der 

vom Hersteller bereitgestellt wurde, lysiert. Die Proben wurden daraufhin 5 Minuten 

bei 1500 x g zentrifugiert, der Überstand abgenommen und auf eine Konzentration 

von 0.25 mg/ml verdünnt (Bradford protein assay). Die Dot-Blots wurden zuerst  bei 

4°C für eine Stunde mit Blockierungspuffer (0.5% TWEEN 20, 0,5 g/l Casein, PBS 

pH 7.4) gegen unspezifische Bindung geblockt; darauf folgte eine 24-stündige 

Inkubation mit den Proben bei 4°C. Nach dreimaligem Waschen (siehe 2.4) mit 

Blockierungspuffer wurden die Dot-Blots bei 4°C für weitere 24 Stunden mit Ak-

lösung, die ebenfalls vom Hersteller bereitgestellt wurde, inkubiert. Nach weiterem 

dreimaligem Waschen (siehe 2.4) wurden die gebundenen Ak-Protein-Komplexe 

durch eine Inkubation mit einer Mixtur aus Sekundär-Aks, gekoppelt an 

Alkalinphosphatase (Dilution 1:2000) nachgewiesen. Die Ak-Protein-Komplexe 

wurden durch Nitro-Blue Tetrazolium Chloride/5-Bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphate 

p-Toluidine Salt (NBT/BCIP) nach Standardprotokollen sichtbar gemacht. Die Dot-

Intensitäten wurden mit der  Total Lab v2.01 software von Nonlinear Dynamics 

gemessen. Alle Proben wurden zwei Mal gemessen, und die densitometrische 

Analyse zeigte eine hohe Genauigkeit mit einer Standardabweichung von ± 13%. 

Proben, die (in wiederholten Messungen) verglichen mit den Kontrollen eine 

Differenz von ± 3 Standardabweichungen zeigten, wurden als signifikant angesehen 

(Krebs B et al., 2006). 
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2.6.8 Analyse der NF-қB -Aktivierung 

Um die Frage, wie DCs durch oxLDL aktiviert werden, suffizient beantworten zu 

können, ist es natürlich ebenfalls wichtig zu erfahren, über welchen 

Transkriptionsweg die Effekte von oxLDL auf die DCs vermittelt werden. Dabei legte 

wir unser Hauptaugenmerk auf den NF-қB -Pathway, da er bekanntermaßen eine 

wichtige Rolle bei DC-vermittelten Entzündungsvorgängen spielt (Zhu CH et al., 

2004). 

Es wurde ein ELISA für die Quantifizierung der NF-қB -Aktivierung verwendet: Für 

diesen Assay wurden DCs wie unter Punkt 2.2 beschrieben, kultiviert und am fünften 

Tag der Kultur bei 37 C° für 24 Stunden mit oxLDL (10µg/ml oder 100µg/ml) bzw. 

LDL (10µg/ml oder 100µg/ml) inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen, wie unter 2.2 zu 

lesen ist, abgeerntet, und eine Zellkernextraktion wie unter 2.6.7 beschrieben, 

durchgeführt. 

Die Proteinkonzentration des Extraktes wurde mithilfe eines Bradford Protein Assays     

bestimmt, daraufhin wurden die Proben mit bereitgestelltem Verdünnungspuffer auf 

eine Konzentration von 0,25 µg/µl verdünnt (Davis JN et al., 2001). Des Weiteren 

wurde der bereitgestellte Waschpuffer mit 450 ml deionisiertem Wasser vermischt 

und der NF-қB- Bindungspuffer mit 6 ml deionisiertem Wasser vermischt. Daraufhin 

wurde die bereitgestellte nicht spezifische DNA mit 7,5 ml der Bindungspuffer-Lösung 

vermischt (Arbeitskonzentration der DNA = 0,01mg/ml). Je 0,10 ml des 

bereitgestellten Primär-Aks (p50 und p150 spezifisch)  und des bereitgestellten 

Sekundär-Aks wurden mit je 9,90 ml des bereitgestellten Verdünnungspuffers 

vermischt. Danach wurde die benötigten Verdünnungen für die Standard-Kurve nach 

Herstellerangaben präpariert, indem in 7 beschrifteten Verdünnungsröhrchen für die 

Standard-Lösungen (S1-7) durch Vorlage von Verdünnungspuffer und Transfer von 

jeweils 0,2 ml von Röhrchen zu Röhrchen in absteigender Reihenfolge bestimmte 
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NF-қB-Konzentrationen erreicht wurden (von 25000 pg/ml in S7 bis 250 pg/ml in S1). 

Des Weiteren gab es ein Kontroll-Röhrchen B0, in dem sich kein NF-қB befand. Nun 

wurden auf jedes Well der ELISA-Platte 60 µl der DNA-enthaltenden NF-қB- 

Bindungspuffer-Lösung gegeben. Jedes Well, egal ob Standard, Kontrolle oder 

Probe wurde in zweifacher Ausführung angelegt. Daraufhin wurden je 40 µl der 

Standards oder der verdünnten Proben zu den Wells gegeben. Danach wurde die 

Platte bei Raumtemperatur und gleichmäßigem orbitalem Schwenken zwei Stunden 

lang inkubiert. Zum Waschen wurde die Platte umgedreht und entleert, 300 µl 

Waschpuffer wurden hinzugefügt, und nach 2 Minuten wurde die Platte abermals 

entleert. Dies wurde vier Mal wiederholt, und die Platte danach kopfüber auf einem 

Tuch getrocknet. Anschließend wurden 100 µl der Primär-Ak-Lösung in jedes Well 

pipettiert und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Platte 

wie eben beschrieben drei Mal gewaschen. Der Schritt wiederholte sich daraufhin mit 

der Sekundär-Ak-Lösung, ebenfalls mit drei Mal Waschen. Zu guter letzt wurden 100 

µl des bereitgestellten Enzym-Substrats in jedes Well gegeben und die Platte  in den 

Chemilunineszenz-Detektor Tecan Genios Multireader gegeben und gemessen. 

Die RLUs der Standards (B0 bis S7) wurden gemittelt und eine Standardkurve 

erstellt, indem die Standard-Konzentrationen (auf der x-Achse in pg/ml) gegen die 

RLU-Werte (auf der y-Achse) aufgetragen wurden. Die Korrelationskonstante r2 ist 

typischerweise 0,99. Anhand der erzielten RLU-Werte der Proben konnte so auf die 

entsprechende NF-қB-Konzentration in pg/ml geschlossen werden. Danach wurde 

die jeweilige  NF-қB-Konzentration durch den Proteingehalt der Probe in mg/ml 

geteilt um den Verdünnungsfaktor zu eliminieren. So konnte man den Gehalt an NF-

қB in pg/mg Protein ausdrücken. 
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2.6.9 NF-қB -Blockierung 

Die Blockierung des NF-қB -Pathways und die Untersuchung der damit verbundenen 

Veränderungen der oxLDL-abhängigen Aktivierung der DCs, ist eine gute 

Möglichkeit, die Ergebnisse der Analyse der NF-қB -Aktivierung zu überprüfen bzw. 

zu bekräftigen. 

Für diese Blockierungsexperimente wurde der spezifische Inhibitor der NF-қB 

Aktivierung Bay11-7082 benutzt. Bay11-1082 inhibiert die IқBα-Phosphorylierung, 

und vermeidet dadurch dessen Ubiquitin-Proteasomen-vermittelten Abbau, was 

wiederum zu einer Antagonisierung der NF-қB -Aktivierung führt (Kamthong PJ et al., 

2001). DCs wurden, wie unter 2.2 beschrieben, kultiviert. Am vierten Tag der Kultur 

wurden die DCs mit BAY (10µM) inkubiert. Am fünften Tag der Kultur wurde oxLDL 

(10µg/ml) zu den Zellen gegeben. Am sechsten Tag der Kultur wurden die DCs wie 

unter Punkt 2.2 beschrieben, geerntet, und die Expression von BDCA-1/-2, CD83, 

CD209, CD11a and CD36 wurde, wie unter Punkt 2.4 beschrieben, mittels 

Durchflusszytometrie bestimmt. 

 

2.7 Statistische Analyse 

Die Daten sind als Mittelwert +/- standart error of mean (SEM) dargestellt. Es wurde 

der Kolmogorov-Smirnov Test verwendet, um festzustellen, ob die Daten normal 

verteilt sind. Wenn dies der Fall war, wurde der ungepaarte t-Test verwendet um die 

beiden Gruppen zu vergleichen. Daten, die nicht normal verteilt waren, wurden 

anhand des Wilcoxon signed Rank Test verglichen. Unterschiede zwischen den 

Mittelwerten wurden als signifikant angesehen, wenn p<0.05 war, und als 

hochsignifikant, wenn p<0.01 war. Alle in-vitro-Experimente wurden mindestens drei 

Mal mit verschiedenen Zell- und Lipoproteinaufbereitungen wiederholt. Für die 
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statistische Analyse wurde SPSS (Version 16, Leibnitz Rechenzentrum München) 

verwendet. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Charakterisierung der Zellen 

Die verwendeten Zellen zeigten hohe Expressionen von CD80, CD86, HLA-DR und 

CD209, und eine zu vernachlässigend kleine Expression von CD3, CD14 und CD20. 

Damit konnte man sicher davon ausgehen, dass es sich bei den verwendeten Zellen 

um immature DCs handelt. 

 

3.2 Endozytosekapazität und Expression von Endozytoserezeptoren 

Unreife DCs haben eine hohe Endozytosekapazität. Der Einfluß von oxLDL (10 

µg/ml) auf die Endozytosekapazität wurde anhand von Endozytoseassays und der 

Expression von endozytoserelevanten Rezeptoren in der Durchflusszytometrie 

gemessen. 

Die Aufnahme von FITC-Dextran, einem Marker für die Makropinozytose (-15±2%; 

p<0.05; Abbildungen (Abb) 1a,b) und die Aufnahme von Lucifer-Gelb ein Marker der 

rezeptorabhängigen Phagozytose (-14±1%; p<0.05), wurden durch oxLDL signifikant 

verringert (Abb. 1b). Die Aufnahme von FITC-Dextran wurde anhand von konfokaler 

Mikroskopie dargestellt (Fotos 1a-f). Dabei ist zu sehen, dass das FITC-Dextran um 

den Zellkern herum akkumuliert.  Foto 1f visualisiert die verminderte Aufnahme von 

Fitc-Dextran durch den Einfluß von oxLDL. 

 

 

 

 

 

. 
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Abb. 1a,b und Fotos 1a-f: Einfluß von oxLDL auf die Endozytoseaktivität der 

DC     
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Abb. 1a: Repräsentative Beispiele der Fitc-Dextran-Aufnahme durch DCs bei 37°C.  

Die erste Kurve (schwarz) repräsentiert die Kontrollen. Die zweite Kurve 

(dunkelgrau) zeigt die Fitc-Dextran-Aufnahme der DCs nach Vorstimulation 

mit oxLDL für 24 Stunden. Die dritte Kurve (hellgrau) repräsentiert die 

unstimulierte Fitc-Dextran-Aufnahme. (n=5) 
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Abb. 1b: Phagozytose-assay: Die Makropinozytose (Aufnahme von FITC-Dextran) 

und die rezeptorabhängige Phagozytose (Aufnahme von Lucifer-Gelb) wurden durch 

oxLDL (10µg/ml) signifikant verringert. (*= p<0.05; **= p<0.01; n=5) 
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Fotos 1a-f: Repräsentative Darstellungen der intrazellulären Verteilung von 
FITC-Dextran, das durch DCs aufgenommen wurde (konfokale Mikroskopie; 65 
fache Vergrößerung). 
 

                  

Foto 1a:  DCs (Tag 5) mit typischen Schleiern haben FITC-Dextran aufgenommen. 

                   

Foto 1b: Konfokale Z-Serien (0,5μm) einer DC, die die Verteilung von 

aufgenommenem  FITC-Dextran zeigen. 
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Foto 1c: Grüne Farbe: die intrazelluläre     Foto 1d: Rote Farbe: Vybrand-DiD          

Verteilung von Fitc-Dextran.                                 repräsentiert die Zellmembran. 

 

          

                 

 Foto 1e: Fusion der Abbildungen   Foto 1f: Fusion der Abbildungen 

 von Fitc-Dextran und Vybrand-DiD.  von Fitc-Dextran und Vybrand-DiD 

nach 24 stündiger oxLDL-Stimulation. 

        

 

Die Analyse der Expression der Scavenger-Rezeptoren mit Hilfe der 

Durchflusszytometrie zeigte folgendes: Die Expression des MR (CD206; ein 
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Endozytoserezeptor für die Aufnahme von Glukose-konjugierten Proteinen) wurde 

durch oxLDL um -36 % (p<0.05) herunterreguliert (Abb. 2a,b). Im Gegensatz dazu 

wurde die Expression von DEC205 (CD205), einem DC-spezifischem Rezeptor, der 

relevant für die Aufnahme von viralen Antigenen ist (Guo M et al., 2000), um +77% 

(p<0.05), und damit ebenfalls signifikant, hochreguliert (Abb. 2a,b). Lox-1 wurde am 

sechsten Kulturtag auf der Oberfläche von 67 % der unstimulierten DCs 

nachgewiesen (Abb. 2a,c). Bei DCs, die 24 Stunden mit oxLDL inkubiert wurden, 

zeigte sich kein Unterschied in der Lox-1 Expression. CD36 hingegen wurde von 

51% der unstimulierten DCs exprimiert, und wurde durch den Einfluß von oxLDL um 

weitere 30 % (p<0,05) hochreguliert (Abb. 2a,c). 

 

 
 
Abb. 2 a-c: Der Einfluß von oxLDL auf die Expression von Scavenger-
Rezeptoren 

Abb 2a: Die Scavenger-Rezeptoren CD205 und CD36 (jedoch nicht LOX-1) wurden 

durch oxLDL hochreguliert, wohingegen der MR runterreguliert wurde (mittlere 

Fluoreszenz-Intensität; FACS-Analyse). 

*p< 0.05; **p<0.01; positive Zellen (schraffiert) versus unstimulierte Kontrolle (weiß) 

n=5 
 

 42



 

Mouse IgG2a Fitc

M
ou

se
 Ig

G
1 

P
E

Mouse IgG2a Fitc

M
ou

se
 Ig

G
1 

P
E

CD205-Fitc

CD205-Fitc

M
R

-P
E

M
R

-P
E

23% 54%

4%

2%

39%53%
K

on
tr

ol
le

ox
LD

L

Mouse IgG2a Fitc

M
ou

se
 Ig

G
1 

P
E

Mouse IgG2a Fitc

M
ou

se
 Ig

G
1 

P
E

CD205-Fitc

CD205-Fitc

M
R

-P
E

M
R

-P
E

23% 54%

4%

2%

39%53%
K

on
tr

ol
le

ox
LD

L
 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2b 
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Abb. 2c  

Abb. 2b/c: Repräsentative Dot Plot-Beispiele von MR, CD205, CD36 und LOX-1 

(Kontrolle und oxLDL-stimuliert). Die Zahlen in den Bildern geben die Expression des 

jeweiligen Rezeptors in Prozent an. Um die Gesamt-Expression eines Rezeptors in 

Prozent zu erhalten, müssen die Prozentangaben des linken oberen und des rechten 

oberen Quadranten, respektive des rechten unteren und des rechten oberen 

Quadranten addiert werden. *p< 0.05; **p<0.01; positive Zellen versus unstimulierte 

Kontrolle, n=5. 
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3.3 LOX-1 Protein und CD-36-Expression (Westernblot):  
Steinmann et al. haben bereits die Expression von CD205 auf humanen DCs 

beschrieben (Guo M et al., 2000), deshalb haben wir uns auf die Expression von 

CD36 und LOX-1 konzentriert. CD 36 ist ein bekanntes Endozytosemolekül auf DCs, 

das unter anderem für die Aufnahme von apoptotischen Zellen zuständig ist (Bertho 

N et al., 2005). Die Expression von LOX-1 auf unreifen DCs wurde kürzlich 

beschrieben (Delneste Y et al., 2002). Aufgrund dieser unzureichenden 

Informationslage haben wir unsere Durchflusszytometer-Ergebnisse durch 

Westernblot-Daten ergänzt, vor allem im Hinblick auf die Expression von LOX-1 auf 

reifen DCs (Delneste Y et al., 2002). Auf der einen Seite konnten wir zeigen, dass 

LOX-1 in höchstem Maße auf reifen DCs exprimiert ist, und dass die LOX-1 

Expression im Laufe des Reifungsprozesses von Monozyten zu DCs zunimmt (Abb. 

3a); die CD36-Expression war andererseits zwischen Tag 3 und Tag 6 stabil (Abb. 

3b). 
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Abb. 3a/b: LOX-1-Rezeptor Protein- und CD36-Expression   
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Abb. 3a: Repräsentatives Beispiel für die zeitabhängige Expression von LOX-1 auf 

DCs am 3, 4 und 6. Kulturtag und den entsprechenden α-Actin Banden. Die 

densitometrische Analyse zeigte eine signifikante Zunahme der Expression über 

diesen Zeitraum.  *p< 0.05; n=3 .  
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Abb. 3b: Repräsentatives Beispiel für die zeitabhängige Expression von CD36 auf 

DCs am 3, 4 und 6. Kulturtag und den entsprechenden α-Actin Banden. Die 

densitometrische Analyse zeigte keine signifikante Zunahme der Expression über 

diesen Zeitraum.   *p< 0.05; n=3 
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3.4 oxLDL-Aufnahme und Blockierung von Scavenger-Rezeptoren 

In Anbetracht der Tatsache, dass im subendothelialen Raum hohe Konzentrationen 

von oxLDL vorzufinden sind, wurde als nächstes die oxLDL-Aufnahmekapazität von 

DCs und die beteiligten Scavenger-Rezeptoren untersucht. 

Dil-oxLDL (10 µg/ml) wurde nach einer einstündigen Inkubation bei 37°C von 

76±10% (p< 0.01) der DCs aufgenommen (Abb. 4a,b). Die intrazelluläre Verteilung 

von Dil-oxLDL wurde anhand von konfokaler Mikroskopie dargestellt (Fotos 2a-f). 

Dabei ist zu sehen, dass das Dil-oxLDL um den Zellkern herum akkumuliert. Foto 2f 

stellt eine mit Vybrant-DiL behandelte Negativkontrolle dar. 

 

Abb. 4a,b und Fotos 2a-f: Aufnahme von Dil-oxLDL durch DCs 
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Abb. 4a: Repräsentatives Beispiel für die Aufnahme von Dil-oxLDL durch DCs bei         

37°C. Die erste Kurve (schwarz) repräsentiert die Kontrollen. Die zweite Kurve 

(hellgrau) repräsentiert die Aufnahme von Dil-oxLDL. 
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Abb. 4b: Aufnahme von Dil-oxLDL durch DCs. Repräsentative Dot-plots der Dil-

oxLDL-Aufnahme durch DCs bei 37°C. Die 15% bzw 91% ergeben sich jeweils aus 

der Summe des linken und rechten oberen Quadranten. 
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Fotos 2a-f:  Repräsentative Fotos der intrazellulären Verteilung von Dil-oxLDL 
das von DCs aufgenommen wurde (konfokale Mikroskopie; 63-fache 
Vergrößerung).                
  

                                 

Foto 2a:  DCs (Tag 5) mit typischen Schleiern haben FITC-Dextran aufgenommen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Foto 2b: Konfokale Z-Serien (0,5μm) einer DC, die die Verteilung von aufgenommenem  

oxLDL zeigen. 
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Vybrand-DiO

Δ

 
Foto 2c: Die rote Farbe entspricht der       Foto 2d: Die grüne Farbe 

intrazellulären Dil-oxLDL Verteilung;                     (Vybrand-DiO) repräsentiert die  

die schwarze Kavität repräsentiert den                 Zellmembran mit dendritischen 

Zellkern (*).                                                            Schleiern (Δ).                                                         

                       

 
Fusion: Dil-oxLDL/Vybrand-DiO

                 
Vybrand-DIL

    

Foto 2e: Fusion der Abbildungen                      Foto 2f: Die grüne Farbe (Vybrand-     

von Dil-oxLDL und Vybrand-DiO.              DIL) repräsentiert die Zellmembran                     

                                                                    mit dendritischen Schleiern. 
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Um herauszufinden, welcher Rezeptor in welchem Maße an der oxLDL-Aufnahme 

der DCs beteiligt ist, wurde jeder Rezeptor durch einen geeigneten Blockierungs-Ak 

geblockt, und die spezifische Änderung in der oxLDL-Aufnahme analysiert (Abb. 5a-

c). So reduzierte der anti-CD36-Ak die oxLDL-Aufnahme um -36 %. Der anti-LOX-1-

Ak verringerte die Aufnahme um -48 %, die Inkubation mit anti-CD205-Ak führte zu 

einer um -53 % reduzierten oxLDL-Aufnahme (p<0.01 für alle Experimente). Die 

Blockierung des MR durch Mannan führte jedoch zu keiner signifikanten Abnahme 

der oxLDL-Aufnahme. 

 

Abb. 5a-c: Blockierung der Aufnahme von Dil-oxLDL durch DCs 
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Abb. 5a:  Dot-plots der Blockierungen der Dil-oxLDL Aufnahme unter Verwendung 

von Mannan für die Blockierung des MR, und Blockierungs-Aks gegen CD205, CD36 

und LOX-1 bei 4°C. Die Zahlen in den Bildern geben die Expression des 

betreffenden Rezeptors in Prozent an, und werden durch die Summe der rechte 

oberen unde der linken oberen Quadranten errechnet.   

 
 

 51



C
ou

nt
s

Mannan

Kontrolle

Dil-oxLDL

Mannan

Fluoreszenz-Intensität
                                   

C
ou

nt
s

Anti-CD205

Kontrolle

Anti-CD205

Dil-oxLDL

Fluoreszenz-Intensität
 

 
 

C
ou

nt
s

Anti-CD36

Anti-CD36

Kontrolle

Dil-oxLDL

Fluoreszenz-Intensität
                               

C
ou

nt
s

Anti-LOX

Anti-LOX

Kontrolle

Dil-oxLDL

Fluoreszenz-Intensität
 

 
 

Abb. 5b: Repräsentative Histogramme der Blockierung der Aufnahme von Dil-oxLDL 

unter Verwendung von Mannan (Blockade des Mannose-Rezeptors), und der 

Blockierungs-Aks gegen CD205, CD36 und LOX-1 bei 4°C. Die erste Kurve 

(schwarz) repräsentiert jeweils die Kontrolle, die zweite Kurve (hellgrau) zeigt die 

unblockierte Dil-oxLDL-Aufnahme und die dritte Kurve (dunkelgrau) repräsentiert die 

Ak-induzierte Abnahme der Dil-oxLDL-Aufnahme. 
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Abb. 5c: Mittelwerte der Ergebnisse der Blockierungs-Experimente (mittlere 

Fluoreszenz-Intensität; FACS-Analyse).  

n=5 **p<0.01 versus ungeblockte Kontrolle 

 

3.5 Reifung und Differenzierung der DCs  

Reife DCs exprimieren eine hohe Zahl an Kostimulationsmolekülen wie z.B. CD11a, 

CD83, CD80, CD86 and HLA-DR. Es konnte bereits gezeigt werden, dass oxLDL die 

Reifung von Monozyten-generierten DCs induziert (Zaguri R et al., 2007). Dies 

konnte in dieser Arbeit durch die Hochregulation des Reifemarkers CD83 um 71 % 

(p<0.05) durch eine 24-stündige Stimulation mit 10 µg/ml oxLDL bestätigt werden 

(Abb. 6 a/b). Darüber hinaus fanden wir heraus, dass die Expression des 

Reifemarkers und Adhäsionsmoleküls CD11a/LFA-1 durch oxLDL um 39 % (p<0.05) 

gesteigert wird (Abb. 6 a/b). DC-sign (Kontrolle 73,6%±7,3, oxLDL 75%±6), das 

neben anderen Eigenschaften auch ein Adhäsionsmolekül ist, zeigte keine 

signifikante Hochregulation durch oxLDL. CD80 (57±11%), CD86 (93±2%), und HLA-

DR (98±0,5%) hatten eine hohe Basisexpression, die durch oxLDL nicht signifikant 

gesteigert werden konnte.  
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Abb. 6a/b: OxLDL induzierte Reifung von DCs  
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Abb. 6a: Dot-plot eines repräsentativen Experiments der oxLDL-induzierten Reifung 

von DCs, gezeigt anhand der Expression von CD 11a und CD83.  
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Abb. 6b: Die Mittelwerte der Ergebnisse aller sechs Experimente in Prozent 

(schraffiert) verglichen mit der unstimulierten Kontrolle (weiß). Die Expression von 

CD11a und CD83 steigerte sich nach der Inkubation mit oxLDL (n=6). 
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Neben der Reifung ist auch die Differenzierung in DC-1 und DC-2 (nach der 

Nomenklatur der T-Zell-Klassifikation) von klinischem Interesse (Yilmaz A et al., 

2006). Deshalb wurde in dieser Arbeit auch der Einfluss von oxLDL auf die 

Differenzierung der DCs untersucht (Abb. 6c/d). Sowohl die Differenzierung in BDCA-

1 (DC-1; +115%, p<0,05), als auch die Differenzierung in BDCA-2 (DC-2; +454%, 

p<0,01) wurde durch die Stimulation mit oxLDL signifikant induziert (Abb. 6 d).  

Neben BDCA-1 wird auch BDCA-3 durch myeloide DCs exprimiert, genauer gesagt 

durch einen speziellen Subtypus von myeloiden DCs. In Anbetracht der Tatsache, 

dass die Anzahl der zirkulierenden DCs, die BDCA-3 exprimieren, verglichen mit der 

Zahl der DCs, die BDCA-1 exprimieren, sehr gering ist, und dass alle relevanten in 

vivo Studien mit BDCA-1-exprimierenden Zellen durchgeführt wurden, haben wir uns 

auf die BDCA-1-Expression konzentriert (MacDonald KP et al., 2002; .Dzionek A et 

al., 2000) 

 

Abb. 6c/d: OxLDL induzierte Differenzierung von DCs 
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Abb. 6c: Dot-plot eines repräsentativen Experiments der oxLDL-induzierten 

Differenzierung von DCs gezeigt anhand der BDCA-1 und BDCA-2 Expression. 
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Abb. 6d: Die Mittelwerte der Ergebnisse aller sieben Experimente in Prozent 

(schraffiert) verglichen mit der unstimulierten Kontrolle (weiß). Die BDCA-1-

Expression wurde durch oxLDL signifikant gesteigert, die Expression von BDCA-2 

wurde hochsignifikant gesteigert (n=7).  

a-d mittlere Fluoreszenz-Intensität; FACS-Analyse 

 *p< 0.05; **p<0.01 versus unstimulierte Kontrolle 

 

 

3.6 Zytokinsekretion der DCs 

Reife DCs bilden und sekretieren ein weites Spektrum an Zytokinen und Chemokinen 

(Kofler S et al., 2005). Der Einfluß von oxLDL (10 µg/ml) auf das Zytokinprofil wurde 

anhand zweier unterschiedlicher Methoden untersucht.  

Zum einen wurden im Überstand der Kultur mit ELISA die Zytokinspiegel von IL-6, IL-

12, TNF-α und IL-10 gemessen. Dabei konnte man sehen, dass die Sekretion von IL-

6 durch den Einfluss von oxLDL um 80±12 pg/ml (+27%; p<0.05) signifikant 

gesteigert wurde, wohingegen die Sekretion von IL-10, einem antiinflammatorischem 

Zytokin, um 1,2±0,15 pg/ml (-34% p<0.05) signifikant gesenkt wurde. Die Sekretion 

von IL-12 (+33pg/ml; +10%) und TNF-α (-190±512pg/ml; -4%)  wurde von oxLDL 

nicht signifikant beeinflusst (Abb. 7a).  
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Zusätzlich zu diesen Experimenten konnte ein intrazellulärer Protein-assay für die 

pro-inflammatorischen Zytokine/Chemokine IL-4, IL-12, IL-13, IP-10, LIGHT (CD258), 

Osteoprotegerin und Oncostatin-M etabliert werden. Den meisten dieser Faktoren 

wird eine große Bedeutung in der Rolle von Monozyten in der Atherogenese 

zugeschrieben (Tedgui A et al., 2006). Der Assay zeigte, dass die Stimulation mit 

oxLDL dazu führt, dass Osteoprotegerin um +60% und IL-13 um +47% stärker 

exprimiert werden als in der Negativkontrolle (Abb. 7b). Die Expression der anderen 

Zytokine/Chemokine wird durch eine Stimulation mit oxLDL nicht signifikant 

beeinflusst.  

 

 

Abb. 7a/b: oxLDL induzierte Veränderungen des intrazellulären Zytokin-
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Abb. 7a: oxLDL induzierte Sekretion von IL-6, TNF-α, IL-12 und IL-10. Die weißen 

Säulen repräsentieren die entsprechenden Zytokinlevel vor der Stimulation, die 

schraffierten Säulen die Zytokinlevel nach Stimulation (logarithmische Skala).   
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Abb. 7b: oxLDL-induzierte Protein-Expression (Protein-array) von IL-4, IL-12, IL-13, 

IP-10, LIGHT, Osteoprotegerin und Oncostatin-M. Veränderungen in der dot-plot-

Dichte von ≥ 15% wurden als signifikant angesehen. 

n=3-5. *p< 0.05 versus unstimulierte Kontrolle 

 

 

3.7 Analyse des Transkriptions-Pathways 

Bei der Analyse des Transkriptionspathways haben wir uns auf den NF-κB 

Transkriptionsfaktor konzentriert, da er bekanntermaßen eine wichtige Rolle bei 

Entzündungsvorgängen, die durch DCs vermittelt werden, spielt (Zhu CH et al., 2004; 

Koski GK et al., 2001). Mit Hilfe eines chemilumineszenz-basierten sandwich-type 

ELISA konnte gezeigt werden, dass oxLDL in einer Konzentration von 10µg/ml die 

totale NF-қB Aktivität um 73±47% (p<0.01) steigert. Eine Konzentration von 100µg/ml 

oxLDL und natives LDL in beiden Konzentrationen änderte die NF-қB Aktivität in DCs 

jedoch nicht signifikant (64±58; -3±39; -1±15%; p=ns; n=4-10) (Abb. 8).  

 58



N
F‐
κB

‐E
lis
a‐

Fl
uo

re
sz
en

z‐
In
te
ns
itä

t  
x 
10

5

oxLDL 
10µg/ml

oxLDL 
100µg/ml

LDL 
10µg/ml

LDL 
100µg/ml

**

Kontrolle

20

40

60

80

0

N
F‐
κB

‐E
lis
a‐

Fl
uo

re
sz
en

z‐
In
te
ns
itä

t  
x 
10

5

oxLDL 
10µg/ml

oxLDL 
100µg/ml

LDL 
10µg/ml

LDL 
100µg/ml

**

Kontrolle

20

40

60

80

0
oxLDL 

10µg/ml
oxLDL 

100µg/ml
LDL 

10µg/ml
LDL 

100µg/ml

**

Kontrolle

20

40

60

80

0

 
 

Abb 8: oxLDL induzierte Veränderungen in der DC-NF-қB Aktivität  

NF-қB-ELISA: Steigerung der NF-қB Aktivität unter Stimulation mit 10µg/ml oxLDL. 

Unter Stimulation mit 100µl/ml oxLDL oder mit LDL in beiden Konzentrationen ergab 

sich kein signifikanter Unterschied zur Negativkontrolle. 

**p< 0.01 versus unstimulierte Kontrolle (n=4-10) 
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3.8  NFκB-Blockierung durch BAY-11-7092: 

Mit Hilfe des NF-қB-Blockers Bay11-7082 konnte der oxLDL-induzierte 

Reifungsprozess (CD83-Expression) um -35% (p<0,01) und der 

Differenzierungsprozess (BDAC-1/-2-Expression) um -37% bzw. -29% (beide 

p<0,05) geblockt werden. Darüber hinaus verringerte sich auch die Expression von 

CD205 durch die Blockierung um -31% (p<0,01). Es konnte keine signifikante 

Änderung in der Expression von CD36 und CD11a gefunden werden (Tab. 2). 

 

 

Rezeptor oxLDL oxLDL+Bay11-
7082 

Veränderung 
in %  

p  

CD 83 41±07 24±04 -35±12 p<0.01 
BDCA-1 29±06 21±08 -37±07 p<0.05 
BDCA-2 18±06 13±05 -29±04 p<0.05 
CD 36 46±19 42±18 -22±20 ns 
CD 205 43±09 26±04 -31±10 p<0.01 
CD 11a 84±06 76±05 -08±16 ns 
 

Tabelle 2: Einfluss von NF-қB auf die oxLDL-induzierte DC-Marker Expression 

(mittlere Fluoreszenz-Intensität nach oxLDL-Stimulation mit und ohne NF-қB-Inhibitor 

Bay11-7082) 
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4. Diskussion 

Diese Arbeit beschäftigt sich mit der Aktivierung von DCs durch oxLDL. Die 

Experimente brachten folgende Ergebnis hervor: oxLDL steigerte die Expression der 

Scavenger-Rezeptoren CD205 und CD36 und verminderte die Mannose-Rezeptor-

Expression, wohingegen die Expression des LOX-1-Rezeptors durch oxLDL nicht 

beeinflusst wurde. Die Endozytosekapazität von FITC-Dextran und Lucifer-yellow 

wurde durch oxLDL vermindert. Die Blockierung der Scavenger-Rezeptoren CD36, 

LOX-1 und CD205 reduzierte die oxLDL-Aufnahme deutlich. Des Weiteren induzierte 

oxLDL die Reifung der DCs und triggerte die Differenzierung der DCs in myeloide 

(BDCA-1) und plasmacytoide DCs (BDCA-2). 

Mit Hilfe eines Protein-arrays zum Nachweis von DC-Proteinen fanden wir heraus, 

dass Osteoprotegerin und IL-13 durch oxLDL in hohem Maße exprimiert werden. Die 

Expression von IL-10 sank, während die Ausschüttung von IL-6 durch oxLDL 

gesteigert wurde.  

Zu guter Letzt induzierte oxLDL die Aktivierung von NF-қB, die Inhibition der IқBα-

phosphorylation hingegen verhinderte die durch oxLDL hervorgerufene Reifung und 

Differenzierung der DCs.   

 

Die Arteriosklerose ist eine chronisch-entzündliche Erkrankung. Plaques enthalten 

neben Lipiden und fibrösen Elementen eine Vielzahl von Immunzellen wie z.B. 

Makrophagen, T-Zellen und B-Zellen (Zaguri R et al., 2007; Luo Y et al., 2004). Auch 

DCs  wurden bereits vor ca. zehn Jahren in atherosklerotischen Plaques 

nachgewiesen (Bobryshev YV et al., 1998). DCs sind professionelle APZs, die 

myeloiden oder lymphoiden Ursprungs sind (Szeles L et al., 2007). Sie besitzen die 

einzigartige Fähigkeit naive, Memory- oder Effektor-T-Zellen zu stimulieren 

(Bobryshev YV, 2005; Hansson GK et al., 2002; Hart DN, 1997). Es ist bekannt, dass 
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oxLDL endogenen Ursprungs eines der wichtigsten Auto-antigene in der zelluläre 

Immunantwort, die sich bei der Atherosklerose abspielt, ist (Luo Y et al., 2004).  Aus 

diesem Grund ist es von höchstem Interesse, wie DCs und oxLDL interagieren, bzw. 

welche Reaktionen und Veränderungen das Autoantigen oxLDL bei 

antigenpräsentierenden DCs hervorruft. Diese Erkenntnisse könnten von großer 

Wichtigkeit sein, um die komplexe Pathogenese der Atherosklerose besser zu 

verstehen. 

 

Aufnahme 

Es ist bekannt, dass DCs und oxLDL in fortschreitenden atherosklerotischen Plaques 

akkumulieren (Ehara S et al., 2001; Yilmaz A et al., 2006; Luo Y et al., 2004; Van Vre 

EA et al., 2006; Ehara S et al., 2002; Randolph GJ, 2002). Im subendothelialen 

Raum nutzen die DCs ihre Fähigkeit Antigene wie oxLDL zu phagozytieren. Die erste 

Frage, die sich in diesem Zusammenhang stellt, ist, ob oxLDL in die DC 

aufgenommen wird, und wie dies geschieht. Es konnte hier gezeigt werden, dass 

oxLDL von der DC aufgenommen wird. Es ist bekannt, dass die Aufnahme von 

oxLDL durch Makrophagen durch spezifische Scavenger-Rezeptoren geschieht 

(Martin-Fuentes P et al., 2007; Yoshida H et al., 1998). Deshalb haben wir uns unter 

anderem auf ebendiese Scavenger-Rezeptoren auf DCs konzentriert, und konnten 

durch Expressionsanalysen und Blockierung der einzelnen Rezeptoren zeigen, dass 

LOX-1, CD36, und CD205 als Scavenger-Rezeptoren auf DCs fungieren, und dass 

sie für die Aufnahme von oxLDL verantwortlich sind. 

Dieses Ergebnis bestätigt Perin-Cocon et al, der sich in seiner Arbeit unter anderem 

mit der Interaktion von oxLDL mit Scavenger-Rezeptoren auf APZs beschäftigt hat 

(Perrin-Cocon L et al., 2001). Der Autor vermutet in dieser Arbeit, dass oxidierte 

Phospholipide ihre biologische Aktivität nicht durch einen einzelnen Rezeptor 
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exprimieren, da Scavenger-Rezeptoren zu einer großen Gruppe von Rezeptoren 

gehören, die Liganden mit hoher negativen Ladung durch ionische Interaktionen 

binden. 

Man weiß, dass die Aufnahme von oxLDL durch Makrophagen, ähnlich wie von uns 

bei DCs gezeigt,  zum größten Teil durch die Scavenger-Rezeptoren CD36, 

Scavenger-Rezeptor-A und LOX-1 bewerkstelligt wird. Interessanterweise fanden 

Martin-Fuentes et al. heraus, dass inter-individuelle Unterschiede in der 

Genexpression der Scavenger-Rezeptoren auf Makrophagen zu unterschiedlichen 

Entzündungsreaktionen nach oxLDL-Stimulation führen (Martin-Fuentes P et al., 

2007). So scheint die Makrophagen-Aktivierung nach oxLDL-Inkubation mehr 

proinflammatorisch auszufallen, wenn sie mit CD36 und LOX-1 assoziiert ist, als 

wenn sie durch den Scavenger-Rezeptor-A übertragen wird. Es wäre von großen 

Interesse und ein wichtiger zukünftiger Forschungsansatz, zu prüfen, ob sich diese 

Sachlage bei DCs genauso verhält wie eben bei Makrophagen beschrieben.  

Um zu erfahren, welche Folgen die Aufnahme von oxLDL für die DC hat, haben wir 

uns neben dem Einfluß von oxLDL auf die Scavenger-Rezeptoren auch mit der 

Aktivierung von DCs beschäftigt, und damit frühere Projekte unserer Arbeitsgruppe, 

die sich mit dem Einfuß von oxLDL auf die Adhäsion und Transmigration von DCs 

beschäftigten (Weis M et al., 2002), durch Versuche zur Endozytose, Differenzierung, 

Zytokin-Produktion und NF-қB-Aktivierung ergänzt.  

 

Reifung 

Wie von Coutant et al. gezeigt werden konnte, induziert oxLDL die Differenzierung 

von Monozyten zu DCs, und damit deren Reifung (Coutant F et al., 2002; Coutant F 

et al., 2004). Während der Maturierung verändern sich die Eigenschaften und 

Aufgaben der DC. Wie eben beschrieben wurde, verlieren DCs im Laufe ihrer 
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Reifung die Fähigkeit, Antigene aufzunehmen (Bobryshev YV, 2005). Die oxLDL-

vermittelte, herabgesetzte Endozytose-Kapazität der DCs konnte mit einer Reifungs-

abhängigen Herunterregulierung der Endozytose-Rezeptoren und Aquaporinkanäle 

(wichtig für die Makropinozytose) in Verbindung gebracht werden (De Baey A et al., 

2000). Dieser Verlust an Endozytosefähigkeit könnte für die Akkumulation von Debris 

und für eine höhere Lipidbelastung im subendothelialen Raum von 

atherosklerotischen Läsionen mitverantwortlich sein (Perrin-Cocon L et al., 2001). 

Die Herunterregulierung des MR korreliert mit einer verminderten Fähigkeit zur 

Endozytose, und wird höchstwahrscheinlich ebenfalls durch Reifungsprozesse 

verursacht. 

Durch die Maturierung exprimieren die DCs hohe Konzentrationen an verschiedenen 

Adhäsionmoleküle (CD11 a, CD50, CD54 und CD58), Kostimulations-Molekülen 

(CD40, CD 80/B7.1, CD 83 und CD86/B7.2) und antigenpräsentierenden Molekülen 

wie  Major Histocompatibility Complex (MHC)-Proteine der Klasse I oder II und CD1 

Moleküle (Lipscomb MF et al., 2002; Steinman RM et al., 2003; Banchereau J et al., 

1998). CD11a zum Beispiel ist ein Rezeptor, der teilweise für die gesteigerte 

Akkumulation reifer DCs im atherosklerotischen Plaque verantwortlich ist (Bobryshev 

YV, 2005).  

Die in dieser Studie gezeigte, von oxLDL induzierte Hochregulierung des 

Kostimulations-Rezeptors CD83 unterstützt die Hypothese, dass T-Zellen im 

arteriosklerotischen Plaque von DCs aktiviert werden. Tatsächlich repräsentieren 

hohe Anzahlen an potenten kostimulatorischen DCs (70% CD83 positiv) in der 

direkten Nachbarschaft zu T-Zellen im Plaque Regionen mit hoher immunologischer 

Aktivität (Bobryshev YV, 2005) und zeigen Parallelen zu den Zellanordnungen in 

Lymphknoten (Bobryshev YV et al., 2002).  
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Interessanterweise konnte in einigen Studien gezeigt werden, dass natives LDL im 

Gegensatz zu oxLDL nicht, oder zumindest nicht in gleichem Maße, in der Lage ist, 

die Reifung von DCs zu induzieren (Coutant F et al., 2002; Luo Y et al., 2004), was 

bedeutet, dass die Oxidationsprodukte in oxLDL für diesen Effekt verantwortlich sind. 

Untersuchungen von Coutant et al. haben gezeigt, dass der Lipidanteil von oxLDL für 

dessen Effekt auf DCs verantwortlich sein muss, da sich die CD86-Expression 

sowohl durch oxLDL als auch durch den extrahierten Lipid-Anteil von oxLDL 

signifikant hochregulieren lässt (Coutant F et al., 2002). Der Wasser-Anteil des 

oxLDL Moleküls, der z.B. oxidierte freie Fettsäuren enthalten könnte, konnte diesen 

Effekt nicht zeigen. Darüber hinaus fanden Coutant et al. in der gleichen Studie 

heraus, dass Lysophosphatidylcholin (LPC), ein Phopspholipid, das bis zu 50 % des 

Gesamtphospholipidanteils von oxLDL ausmacht, für die Effekte von oxLDL auf DCs 

verantwortlich sein könnte. LPC zeigte zum einen eine gesteigerte Expression von 

CD83, CD 86, CD40 und HLA-DR, und zum anderen eine Abnahme der 

Endozytosekapazität. Darüber hinaus konnten LPC-behandelte DCs naive T-Zellen 

aktivieren, was an der Abgabe von IL-2 zu erkennen war. Dies alles spricht für eine 

LPC-induzierte Reifung von DCs, die wie oben mehrfach beschrieben, auch durch 

oxLDL hervorgerufen werden konnte. 

 

Differenzierung 

Die Aufnahme von oxLDL durch die DCs führte nicht nur zur Reifung, sondern, wie 

hier gezeigt, auch zu einer Differenzierung in myeloide (BDCA-1) DCs und 

plasmacytoide (BDCA-2) DCs. Dies repräsentiert nicht nur eine Veränderung in der 

Morphologie, sondern zeigt auch den Einfluß auf das Immunsystem. Ein Übergewicht 

zu einer Seite kann sowohl mit dem Fortschreiten als auch dem Abheilen einer 

entzündlichen Erkrankung assoziiert sein. Neuste Veröffentlichungen haben gezeigt, 
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dass die Zahl der zirkulierenden BDCA-1 und BDCA-2 DCs mit dem Voranschreiten 

der Arteriosklerose reduziert wird (Yilmaz A et al., 2006; Van Vre EA et al., 2006), 

was für eine vermehrte Akkumulation der DCs im Gewebe spricht. Neben der durch 

oxLDL getriggerten Induktion der DC-Differenzierung, könnte oxLDL auch die 

Differenzierung von Makrophagen in einen DCs-ähnlichen Phänotyp stimulieren (Cho 

HJ et al., 2007). 

 

Zytokine 

Die Aktivierung einer Entzündung durch DCs wird durch das unterschiedlich 

ausgeprägte Zytokin-Chemokin-Spektrum, das durch den Einfluß von oxLDL 

entsteht, widergespiegelt. Es hat sich in unseren Versuchen gezeigt, dass die 

Bildung proatherosklerotischer Chemokine, wie z.B. IL-6, Osteoprotegerin und IL-13, 

durch oxLDL gesteigert wird, wohingegen die Abgabe des anti-atherosklerotischen 

IL-10 reduziert wird. IL-6 ist ein bekanntes proatherogenes Zytokin, welches lokal von 

in den Plaque infiltrierenden Entzündungszellen gebildet wird (Kofler S et al., 2005; 

Maier W et al., 2005). IL-13 erhöht die Fähigkeit von aktivierten humanen Monozyten 

LDL zu oxidieren, und kann die Chemokin-Produktion von humanen vaskulären 

SMCs ändern (Jordan NJ et al., 1997; Folcik VA et al., 1997). Des Weiteren scheint 

IL-13, das von DCs gebildet wurde, einer der kritischen Faktoren zu sein, der DCs 

befähigt, eine TH2 Zytokin-Produktion hervorzurufen (Bellinghausen I et al., 2003). 

Osteoprotegerin ist eine Komponente des Knochenmetabolismuses, und wird auch 

von DCs produziert (Bengtsson AK et al., 2004). Darüber hinaus ist es mit der 

Kalzifizierung des Plaques assoziiert, und stellt einen unabhängigen Risikofaktor für 

das Voranschreiten der Koronar-Atherosklerose dar (Kiechl S et al., 2004). Vor 

kurzem konnten Schoppet et al. zeigen, dass die Expression von Osteoprotegerin 

 66



durch DCs mit der Reifung zunimmt, und NF-қB abhängig ist (Schoppet M et al., 

2007).  

Die Steigerung der proatherogenen Cytokine IL-6, Osteoprotegerin und IL-13 zeigt 

die wichtige Rolle von DCs und oxLDL bei der Entstehung und Progression der 

Atherosklerose, da sie auf der einen Seite eine Entzündungsreaktion vermitteln und 

auf der anderen Seite weitere Entzündungszellen zum Ort des Geschehens „locken“.  

 

NF-қB 

Unsere Gruppe konnte hier zeigen, dass eine 24-stündige Inkubation mit moderaten 

oxLDL Konzentrationen (10µg/ml) zu einer Aktivierung von NF-қB in DCs führt, ein 

Effekt, der bereits für Monozyten (Zhu CH et al., 2004; Brand K et al., 1997), 

Fibroblasten, SMCs und Endothelzellen gezeigt werden konnte (Maziere C et al., 

1996).  

Demgegenüber steht die Arbeit von Bluml et al, die zeigt, dass eine kurze Inkubation 

(70 Minuten) mit hohen Konzentrationen an oxidierten Phospholipiden (60µg/ml) eine 

LPS-induzierte NF-қB Aktivierung in humanen DCs verhindert (Bluml S et al., 2005).  

Es ist hervorzuheben, dass in dieser Arbeit die oxLDL-induzierten Reifungs- und 

Differenzierungsprozesse ebenso wie die Hochregulierung von CD205 teilweise 

verhindert werden konnten, indem die NF-қB-Aktivierung durch eine Blockierung der 

IқBα-Phosphorylierung unterdrückt werden konnte; dies unterstreicht den Einfluß von 

oxLDL auf die NF-қB-vermittelte DC-Aktivierung.  

Die Tatsache, dass TNF-α und IL-12 als NF-қB-abhängige Zytokine durch oxLDL 

nicht hochreguliert werden konnten, hat uns gezeigt, dass auch andere 

Transkriptionsfaktoren, die in dieser Arbeit nicht berücksichtigt wurden, an der 

oxLDL-induzierten DC-Aktivierung beteiligt sein könnten. IL-10, das von DCs 

ausgeschüttet wurde, aktiviert den Transkriptionsfaktor signal transducers and 
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activators of transcription (STAT)-3- durch die IL-10-Rezeptor-Signalkaskade 

(autocrine regulatory loop), was wiederum proinflammatorische Gene inaktiviert 

(Barton BE, 2006; Li Y et al., 2006). Eine Abnahme der IL-10-Sekretion, wie sie in 

dieser Arbeit unter oxLDL-Einfluß beobachtet wurde, steht mit einer reduzierten 

STAT-3-Aktivität in Zusammenhang, was das oxLDL induzierte proinflammatorische 

Zytokinprofil teilweise erklärt (Barton BE, 2006; Murray PJ, 2006). Nagy et al. 

(Szatmari I et al., 2006) schreiben dem sogenannten peroxisome proliferator-

activated receptor-γ (PPARγ) eine wichtige Rolle für den Lipidmetabolismus in DCs 

(wie in Monozyten/Makrophagen) zu. Vor allem die Expression von CD36 war mit der 

Aktivität von PPARγ verknüpft, was erklären könnte, dass die Hochregulierung von 

CD 36 in der vorliegenden Arbeit nicht durch die NF-қB-Blockierung verhindert 

werden konnte (Szatmari I et al., 2006).  

Nichtsdestotrotz scheint  NF-қB der zentrale Pathway für die Reifung der DCs, die 

darauf folgende T-Zell-Stimulation, und letztendlich für die Aktivierung des 

Immunsystems zu sein (Iruretgoyena MI et al., 2006). Dies ist insofern wichtig, da 

dieser Pathway einen guten Angriffspunkt in der Pathogenese der Erkrankung bieten 

könnte.  

 

5. Zusammenfassung und Ausblicke 

 

Zusammenfassung 

Einleitung: Die Erforschung der Arteriosklerose ist durch die hohe Prävalenz der 

Krankheit in der westlichen Welt eine der größten Herausforderungen in der 

medizinischen Forschung. Neben den Endothelzellen ist die DC eine der 

Schlüsselzellen in der Pathophysiologie der Arteriosklerose. Ox-LDL, die oxidierte 

Form von LDL, ist bekanntermaßen ein Autoantigen für die Entwicklung und 
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Progression der Arteriosklerose. OxLDL ist in hohem Maße mit der Schaumzell-

Bildung und der daraus resultierenden Arteriosklerose assoziiert. 

In dieser Arbeit haben wir uns mit der Aufnahme von oxLDL durch DCs, den 

beteiligten Scavenger-Rezeptoren, der Reifung, der Differenzierung, dem 

Zytokinspektrum der DC und dem verantwortlichen Transkriptionspathways 

beschäftigt. 

Für alle Experimente wurden aus Monozyten kultivierte DCs verwendet. 

 

Ergebnisse: Durch Phagozytoseassays konnte gezeigt werden, dass die FITC-

Dextran-Aufnahme (Marker für die Makropinozytose) und die Lucifer-Gelb-Aufnahme 

(Marker für die rezeptorabhängige Phagozytose) der DCs durch die Vorinkubation 

mit oxLDL herunterreguliert werden (-14±1% respektive -15±2%; beides p<0.05). Die 

Analysen der Scavenger-Rezeptoren DEC205, LOX-1, CD36 und des MR auf DCs 

ergaben eine oxLDL-abhängige, gesteigerte Expression bei den Rezeptoren CD205 

(+77%; p<0.05) und CD36 (+30%; p<0.05), wohingegen die Expression von LOX-1 

unverändert blieb, und die Expression des MR (-36%; p<0.05) durch oxLDL 

vermindert wurde. Da sich diese Arbeit mit der Interaktion der DC mit oxLDL 

beschäftigt, war es wichtig zu erfahren, ob die DC oxLDL aufnimmt, und über welche 

Rezeptoren dies geschieht. Anhand von Durchflußzytometrie, 

Fluoreszenzmikroskopie und konfokaler Mikroskopie haben wir gezeigt, dass oxLDL 

von der DC aufgenommen wird. Durch Blockierungsversuche der einzelnen 

Scavenger-Rezeptoren konnte festgestellt werden, dass CD205 den größten Anteil 

an der oxLDL-Aufnahme hat (-53% Aufnahme von oxLDL bei Blockierung des 

Rezeptors; p<0.01). Auch LOX-1 und CD36 scheinen sehr großen Anteil an der 

oxLDL-Aufnahme zu haben (-48% respektive -36% Aufnahme bei Blockierung; beide 
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p<0.01), wohingegen die Blockierung des MR zu keiner signifikanten Abnahme der 

oxLDL-Aufnahme in die DC geführt hat. 

Die Analyse des Reifemarkers CD83 zeigte, dass oxLDL dessen Expression um 71% 

steigern kann (p<0.05). Darüber hinaus vermag oxLDL die Expression von 

CD11a/LFA-1, einem Reifemarker und Adhäsionsmolekül, um 39% zu steigern 

(p<0.05).  DC-sign, das neben anderen Eigenschaften auch ein Adhäsionsmolekül 

ist, zeigte keine Hochregulation durch oxLDL. CD80, CD86, und HLA-DR hatten eine 

hohe Basisexpression, die durch oxLDL nicht signifikant gesteigert werden konnte. 

Experimente zur Differenzierung der DCs ergaben, dass sowohl die Differenzierung 

in BDCA-1 (DC-1; +115%, p<0,05) als auch die Differenzierung in BDCA-2 (DC-2; 

+454%, p<0,01)  durch oxLDL signifikant gesteigert werden konnten. 

Um den Einfluß von oxLDL auf die Zytokinexpression der DC zu beleuchten, wurden  

die Zytokinspiegel von IL-6, IL-12, TNF-α und IL-10 im Überstand der Kultur mit 

ELISA gemessen. Dabei konnte man sehen, dass die Sekretion von IL-6 durch den 

Einfluss von oxLDL um 80±12 pg/ml (27%; p<0.05) gesteigert wurde, wohingegen 

die Sekretion von IL-10, einem anti-inflammatorischen Zytokin, um 1,2±0,15 pg/ml 

(34%, p<0.05) gesenkt wurde. Die Sekretion von IL-12 und TNF-α wurde von oxLDL 

nicht signifikant beeinflusst.  

Zusätzlich konnte ein intrazellulärer Protein-assay für die pro-inflammatorischen 

Zytokine/Chemokine IL-4, IL-12, IL13, IP-10, Osteoprotegerin und Oncostatin-M 

etabliert werden. Der Assay zeigte, dass die Stimulation mit oxLDL dazu führt, dass 

Osteoprotegerin um +60% und IL-13 um +47% stärker exprimiert werden als in der 

Negativkontrolle (beide p<0.05).  

Bei der Analyse des Transkriptionspathways haben wir uns vor allem auf den NF-κB 

Transkriptionsfaktor konzentriert, da er eine wichtige Rolle bei 

Entzündungsvorgängen, die durch DCs vermittelt werden, spielt. Mit Hilfe eines 
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ELISAs konnte gezeigt werden, dass oxLDL in einer Konzentration von 10µg/ml die 

totale NF-қB Aktivität um 73±47% (p<0.01) steigert. Eine Konzentration von 100µg/ml 

oxLDL und natives LDL in beiden Konzentrationen änderte die NF-қB-Aktivität in DCs 

jedoch nicht. 

Blockierungsversuche mit dem NF-қB-Blocker Bay11-7082 konnten den 

Reifungsprozess (CD83-Expression) um -35% (p<0,01) und den 

Differenzierungsprozess (BDAC-1/-2-Expression) um -37% bzw. -29% (beide 

p<0,05) reduzieren. Darüber hinaus verringerte sich auch die Expression von CD205 

durch die Blockierung um -31% (p<0,01). Es konnte keine signifikante Änderung in 

der Expression von CD36 und CD11a erzielt werden. 

Zusammenfassung: Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die oxLDL-

Aufnahme durch DCs durch die Scavenger-Rezeptoren LOX-1, CD36, und CD205 

erfolgt. OxLDL verursacht ein pro-inflammatorisches Zytokin-Profil in humanen DCs 

und verursacht eine Reifung und Differenzierung der DCs; dies läuft zumindest 

teilweise über den NF-қB-Pathway. Diese Ergebnisse unterstützen die Hypothese, 

dass die vaskuläre Entzündung durch oxLDL-induzierte Aktivierung von DCs 

getriggert werden könnte. 

 

Ausblicke und Bedeutung für die Pathogenese 

Es gibt zunehmend wissenschaftliche Hinweise, dass sowohl DCs mit ihrer 

einzigartigen Fähigkeit, T-Zellen zu stimulieren, wie auch oxLDL, eine wichtige Rolle 

in der Pathogenese und Progression der Arteriosklerose spielen. Die oxLDL-

vermittelte, herabgesetzte Endozytosekapazität der DCs führt zu einer Akkumulation 

von Debris und einer Vergrößerung der Lipidbelastung im subendothelialen Raum. 

Dies ist mit Sicherheit ein entscheidender Faktor in der Progression der Erkrankung. 
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Die reifungsabhängige Konzentrationserhöhung an Adhäsions- und 

Kostimulationsmolekülen führt zu einer gesteigerten Akkumulation reifer DCs im 

atherosklerotischen Plaque. Dies wiederum führt zu einer vermehrten Ausschüttung 

von Zytokinen, die, wie hier gezeigt wurde, vor allem pro-inflammatorischer Natur 

sind. Die Entzündungsreaktion und damit die Progression der Arteriosklerose wird 

dadurch verstärkt. Alle Ergebnisse unserer Experimente deuten darauf hin, dass die 

Interaktion von DCs und oxLDL für die Pathogenese der Atherosklerose von 

Bedeutung zu sein scheint.  

Die Erkenntnisse über die Aufnahme von oxLDL durch die DC, wie auch die Effekte 

von oxLDL auf die Reifung, die Differenzierung und das Cytokinspektrum der DC, 

und vor allem der Pathway, in der Vermittlung diese Effekte, könnten wichtig sein, um 

in Zukunft pharmakologische Angriffspunkte für Prophylaxe und Therapie der 

Atherosklerose zu finden. 

Asgary et al haben zum Beispiel den Effekt einer Immunisierung gegen oxLDL an 

einem Hasen-Tiermodel untersucht (Asgary S et al., 2007). Sie fanden dabei heraus, 

dass eine Immunisierung der Tiere mit Maldon-dialdehyd-modified LDL (MDA-LDL) 

und gleichzeitiger hochkalorischer Diät mit einer signifikanten Abnahme der 

Cholesterin-, LDL-Cholesterin-, Triglycerid-, und Blutglukosespiegel einhergeht. Auch 

die „Fatty-streak lesions“ in der Aorta und in der rechten und linken Koronararterie 

waren in der immunisierten Gruppe signifikant geringer als in der nicht-

immunisierten, hochkalorisch-gefütterten Gruppe. Dieses Prozedere könnte ein 

erster viel versprechender Schritt sein, die oxLDL-Effekte in der Atherosklerose zu 

verhindern. 

Nichtsdestotrotz sind weitere wissenschaftliche Untersuchungen zur Pathogenese 

der Atherosklerose dringend erforderlich, um zu einem besseren Verständnis dieser 

komplexen Erkrankung zu kommen.  
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6. Abkürzungsverzeichnis 

 

Abb   Abbildung 

Ak   Antikörper 

APZ   Antigen präsentierende Zellen 

BDCA   Blood-Dendritic-Cell-Antigen 

BSA   Bovines Serum Albumin 

CD   Cluster of Differentiation 

DC   Dendritic Cell, Dendritische Zelle  

DEC-205  CD-205, Lektinrezeptor 

Dil   1,1`-dioctadecyl-3.3.3´,3´-tetramethy-lindocarbocyanine  

   perchlorate 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

EDTA   Ethylen-Diamin-Tetraessigsäure 

ELISA   Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

FACS   Fluorescence activated cell sorting, Durchflusszytometer 

FCS                         Fetal Calf Serum 

FITC   Fluorescein-isothiocyanat  

GM-CSF    Granulozyten-Makrophagen-Kolonien-Stimulierender-Faktor  

HLA   Humanes Leukozyten Antigen 

HRP   Horse-Radish-Peroxidase 

HSP-60  Hitzeschockprotein-60 

ICAM-1  Intercellular cell adhesion molecule 1 

IP-10   Gamma interferon-inducible protein 10 

IFN   Interferon 

Ig   Immunglobulin 
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IL   Interleukin 

IP-10   Gamma interferon-inducible protein 10 

KHK   Koronare Herzkrankheit 

LDL   Low Density Lipoprotein 

LFA-1   Lymphocyte function-associated antigen-1 

LOX-1   lectin-like oxidized low-density lipoprotein type 1  

LPC   Lysophosphatidylcholin 

LPS   Lipopolysaccharid 

MDA-LDL   Maldon-dialdehyd-modified LDL  

M-CSF  Macrophage colony stimulating factor 

MGDZ   Monozyten generierte Dendritische Zellen 

MHC   Major Histocompatibility Complex 

MR   Mannoserezeptor 

NBT/BCIP  Nitro-Blue Tetrazolium Chloride/5-Bromo-4-Chloro-3'- 

   Indolyphosphate p-Toluidine Salt 

NF-қB   nukleärer Transkriptionsfaktors-kappa B 

nm   Nanometer    

oxLDL   oxidiertes Low-Density Lipoprotein 

pAVK   peripere arterielle Verschlußkrankheit 

PBMZ   aus peripherem Blut entnommene Mononukleäre Zellen 

PBS   Phosphate Buffered Saline 

PE   Phycoerythrin 

pg   Picogramm 

PG   Prostaglandine 

PPARγ  Peroxisome Proliferator-activated Receptor-γ  

RLU   Relative Light Units 
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rpm   rotations per minute 

SMC   Smooth muscle cell 

STAT-3  Signal Transducers and Activators of Transcription-3 

Streptavidin-HRP Streptavidin-Horse-Radish-Peroxidase 

TBARS  Thiobarbituratsäure-reaktive Substanzen 

Th   T-Helfer 

TMB   Tetramethyl-benzidine 

TNF   Tumor Nekrose Faktor 

TLR   Toll-like receptor 

VCAM-1  Vascular cell adhesion molecule 1 

VE-Cadherin  Vascular endothelial-Cadherin 

VEGF   Vascular endothelial growth factor  

µm   Mikrometer 
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