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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Atherogenese

Friither wurde der atherosklerotische Prozess im Wesentlichen als passive Ablagerung
von Lipiden und Lipoproteinen in der GefidBwand aufgefasst. Heute muss man die
Atherosklerose als einen hoch komplexen, aktiven Prozess mit inflammatorischen
Reaktionen in der GefidBwand betrachten (Ross 1999). Atherosklerose-bedingte
Erkrankungen sind immer noch die Haupttodesursache in westlichen Léandern (Lusis
2000, Ross 1995). Fiir eine Reihe von Therapeutika, wie z.B. lipidsenkende
Medikamente (z.B. Niacin, Statine, Fibrate), die an arteriosklerotischen Risikofaktoren

angreifen, wurde auch ein vitaler Nutzen gezeigt.

Die frilhe Phase der Atherogenese, noch vor Entstehung morphologischer
Veridnderungen, ist gekennzeichnet durch die sogenannte endotheliale Dysfunktion. Die
Permeabilitit des Endothels fiir Lipoproteine und andere zirkulierende Stoffe im Plasma
nimmt dabei zu. In der Folge werden Endothelzellen aktiviert und exprimieren vermehrt
sogenannte Adhésionsmolekiile auf ihrer Zelloberfliche. Vor allem die Selektine
vermitteln zunidchst den temporiren Kontakt von Monocyten/Lymphocyten/
Thrombocyten mit dem Endothel. Durch eine weitere Familie von Adhédsionsmolekiilen,
sogenannte CAMs (cellular adhesion molecules), kommt es zur festen Anheftung von
diesen Zellen an die Gefilwand. Im Weiteren Verlauf dringen vor allem die
Monocyten/Lymphocyten aktiv in den subintimalen Raum ein. Auto- und parakrine pro-
inflammatorische Cytokine und Chemokine regen weitere Monocyten an, in die Intima
einzudringen. Monocyten differenzieren dort zu Makrophagen und nach Lipidbeladung
entstehen Schaumzellen, deren Ansammlung als "fatty streak" makroskopisch die
frilhen Lidsionen kennzeichnet. Wihrend der Differenzierung setzen die Makrophagen
ihrerseits vermehrt inflammatorische Cytokine und Chemokine, wie z.B. TNF-q,
verschiedene Interleukine und MCP-1, frei. Zu Schaumzellen transformierte
Makrophagen akkumulieren in der wachsenden Lision. Diese pro-inflammatorische

Umgebung aktiviert auch die glatten Muskelzellen in der GefdBwand. Sie wandern aus



2 Einleitung

der Media in die entstehende intimale Lision ein. Glatte Muskelzellen, Fibroblasten und
sezernierte extrazellulare Matrix konnen eine fibrose Kappe iiber den Lasionen bilden.
Untersuchungen zeigten, dass sich Makrophagen, T-Lymphocyten und Mastzellen
vermehrt in der Schulter von atherosklerotischen Plaques finden. Unter dem Einfluss
von Scherkriften und Matrix-Metalloproteinasen kann diese fibrose Kappe aufreissen.
An diesen Stellen kommt es gehduft zur Ruptur (Libby 2001). Der thrombogene
Lipidkern der Plaques sowie Collagen und Tissue Factor (TF) werden im Gefidfl luminal
exprimiert (Wilcox et al. 1989). Die Aktivierung von Thrombocyten und des

Héamostasesystems fiihrt zur Thrombusbildung.

1.2 Monocyten und Makrophagen in der Atherosklerose

Monocyten und Makrophagen spielen eine zentrale Rolle bei inflammatorischen
Krankheiten, wie z.B. Rheumatoide Arthritis, Atherosklerose oder Asthma. Das pro-
inflammatorische Potential der Monocyten, ihre Aktivierung und Differenzierung und
spiatere Sekretion von Mediatoren, wie z.B. Cytokinen, Chemokinen, Radikalen,
proteolytischen Enzymen, Prostaglandinen, Wachstumsfaktoren, beeinflusst ent-

scheidend die Progression dieser Erkrankungen (Osterud and Bjorklid 2003).

Wenn zirkulierende, periphere Monocyten in den subendothelialen Bereich
transmigrieren, kommt es zur Reifung der Monocyten zu Makrophagen. Dieser
Differenzierungsprozess macht die Zellen bereit fiir die aktive Teilnahme an der
inflammatorischen Antwort. Dieser Prozess ist von vielen Transkriptionsfaktoren
abhéngig. So konnte auch eine neue Rolle von NFxB in diesem Zusammenhang gezeigt

werden (Takashiba et al. 1999).

Natives LDL kann die Intima in beide Richtungen durchdringen. Kommt es allerdings
zu einem exzessiven Eindringen von LDL in die GefiBBwand, kann das native LDL in
der Matrix an Proteoglycane gebunden werden. LDL wird in der GefdBBwand chemisch
modifiziert und von Makrophagen aufgenommen, die zu Schaumzellen degenerieren
und inflammatorische Mediatoren freisetzen konnen, wie z.B. TNFa, IL-1, IL-8 und

MCSF.
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1.3 Schaumzellen

Der Mechanismus der Schaumzellbildung ist intensiv untersucht worden (Berliner et al.
1995, Brown and Goldstein 1986, Chisolm et al. 1999, Steinberg 1997, Witztum and
Steinberg 1991). Normalerweise sind Makrophagen vor toxischer Cholesterinbeladung
geschiitzt, weil bei erhohten intrazelluldren Cholesterinpools die Transkription des
LDL-Rezeptors herunter reguliert wird (s.a. . Die Regulation des LDL-Rezeptors
ebenso wie die HMG-CoA-Reduktase (Hydroxymethylglutaryl-CoA-Reduktase)
unterliegt also einem negativen Feedback-Mechanismus iiber den SREBP-Signal-

transduktionsweg.

Modifiziertes LDL, vor allem oxidiertes LDL, wird iiber andere Rezeptoren in die
Zellen aufgenommen, die sogenannten Scavenger Rezeptoren, die keiner negativen
Feedback-Regulation unterliegen (Berliner et al. 1995, Chisolm et al. 1999, Steinberg
1997, Witztum and Steinberg 1991). Im Gegenteil kann sogar ihr Substrat, modifiziertes
LDL, die Transkription einiger Scavenger-Rezeptoren induzieren. Sie unterliegen somit
im gewissen Sinne einer positiven Feedback-Kontrolle. Weiterhin hat es verschiedene
Effekte auf den Lipidmetabolismus und die Akkumulation von Makrophagen (Gomez-
Munoz et al. 2000, Jong et al. 2000, Stengel et al. 1998, Wang et al. 1999).
Modifiziertes LDL wirkt nicht nur selbst chemotaktisch auf Monocyten, sondern
reguliert zudem die Expression von MCSF (Quinn et al. 1987, Rajavashisth et al. 1990)
und MCP-1 (Leonard and Yoshimura 1990). Des Weiteren kann oxidiertes LDL auch
pro-inflammatorische Effekte induzieren, wie z.B. die Proliferation von glatten Muskel-
zellen (Hamilton et al. 1999, Martens et al. 1999, Matsumura et al. 1999, Sakai et al.
1999), die Expression pro-inflammatorischer Cytokine (Huang et al. 1999a, Petit et al.
1999), eine erhohte Expression von Matrix-Metalloproteinasen und eine inhibierte
Expression von iNOS (Huang et al. 1999b). Daneben wirkt modifiziertes LDL in

hoheren Konzentrationen direkt cytotoxisch (Li et al. 1998).

Der Arrest zirkulierender Monocyten und Lymphocyten durch Hochregulierung von

spezifischen Adhisionsmolekiilen wie ICAM-1 und VCAM-1 sind einer der ersten

Schritte in der Atheroskleroseentstehung. [Abbildung 1-1| zeigt eine Ubersicht von

verschiedenen beteiligten Zellen und Mediatoren.
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Abbildung 1-1: Schaumczellbildung in der Intima. Die Rolle von Monocyten und Makrophagen in der
Atherogenese unter Mitwirkung von Lipoproteinen, Scavenger Rezeptoren, Adhdsionsmolekiilen und

anderen. Aus (Osterud and Bjorklid 2003).

Monocyten und Makrophagen konnen aber auch reparative Effekte in der
Atherosklerose ausiiben. Wichtig hierbei zu erwédhnen ist der reverse
Cholesterintransport, der fiir die Mobilisierung von Cholesterin aus der GefaBwand und
den Riicktransport zur Leber eine Rolle spielt. Die Expression von spezifischen
Membranproteinen, des Cholesterinexporters ABCA1 und die Sekretion von ApoE sind
hierfiir von groer Bedeutung (Stein et al. 2002).

14 Lipoproteine und ihre Bedeutung in der Atherosklerose

Lipoproteine lassen sich aufgrund ihrer unterschiedlichen FEigenschaften in
verschiedene Klassen unterteilen. Mit Hilfe der Ultrazentrifugation konnen die
Lipoproteine nach ihrer Dichte in fiinf Hauptklassen aufgetrennt werden (Kostner
1976): Chylomikronen (d<1,000), Very Low Density Lipoprotein (VLDL, d<1,006),
Intermediate Density Lipoprotein (IDL, d<1,019), Low Density Lipoprotein (LDL,
d<1,063) und High Density Lipoprotein (HDL,, d<1,125 und HDL;, d<1,210). In
ist die chemische Zusammensetzung der Plasma-Lipoproteine aufgefiihrt.
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Tabelle 1: Die Zusammensetzung der Plasma-Lipoproteine angegeben in % der Lipoproteinmasse.

Cholesterin | Cholesterin
Lipoprotein Protein | Triglyceride | Phospholipide frei verestert
in % der Lipoproteinmasse
Chylomikronen 1-2 85-90 4-8 1-3 2-5
VLDL 10 55-65 15-20 5-10 10-15
LDL 25 5-10 20-25 5-10 35-45
HDL 45-55 3-5 25-30 5-10 15-45

Die Apolipoproteine besitzen als Proteinkomponente der Lipoproteine neben der

Stabilisierung der Lipidkomplexe auch spezifische Funktionen im Lipidtransport. Thre
Einteilung erfolgt nach der ABC-Nomenklatur (Alaupovic 1971). Apo Al und Apo AIl
sind die hauptsdchlichen Proteine der HDL-Fraktion, LDL besteht im Wesentlichen aus
Apo B100. Die drei niedermolekularen Peptide Apo CI, Apo CII und Apo CIII sind in
der VLDL-, aber auch in der HDL-Fraktion nachweisbar (s. .
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Tabelle 2: Verteilung der Lipoproteine angegeben in % des gesamten Proteinanteils.

Lipoprotein Al All B CI ClI CIlI

in % des gesamten Proteinanteils

Chylomikronen | Spuren Spuren 5-20 15 15 40
VLDL Spuren Spuren 40 10 10 30
LDL - - 95-98 Spuren Spuren Spuren
HDL 65-70 20-25 Spuren 1-2 1-2 2-4

Cholesterin ist ein wichtiger Bestandteil aller Zellmembranen. Da Cholesterin schlecht
wasserloslich ist, kann es im Blut nur mit Hilfe der sogenannten Lipoproteine
transportiert werden. Lipoproteine umschlieBen das Cholesterin mit ihrem EiweiBanteil
so, dass es wasser-dispergierbar wird und im Blut befordert werden kann. Fiir den
Transport von Cholesterin im Blut sind besonders die Lipoproteine LDL und HDL
verantwortlich. LDL-Partikel transportieren das Cholesterin von der Leber zu den
iibrigen Korperzellen, die das Cholesterin aufnehmen und weiterverarbeiten konnen.
Die Aufnahme erfolgt iiber den LDL-Rezeptor und unterliegt einem negativen
Feedback-Mechanismus. Ist reichlich Cholesterin vorhanden, wird sowohl die
Expression des LDL-Rezeptors als auch die Aktivitit des Schrittmacherenzyms HMG-
CoA-Reduktase, das fiir zelluldre de novo Cholesterinsynthese verantwortlich ist, iiber
den SREBP-Signaltransduktionsweg vermindert (Brown and Goldstein 1986, Goldstein
and Brown 1990). Die HDL-Partikel hingegen nehmen das Cholesterin umgekehrt von
den peripheren Korperzellen auf und beférdern es zur Leber. Dort wird das Cholesterin
teilweise zu Gallensduren oxidiert. Cholesterin und Gallensduren konnen bilidr
sezerniert werden und werden dann teilweise reabsorbiert und teilweise fikal

ausgeschieden.
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Exogen zugefiihrte Lipide, darunter auch Cholesterin, werden im Duodenum und
Diinndarm als Micellen resorbiert. In der Darmwand werden daraus als
Transportpartikel die groBten Lipoproteine mit geringster Dichte, die sogenannten
Chylomikronen synthetisiert. Sie erreichen iiber die Lymphe unter Umgehung des
Portalkreislaufes den systemischen Blutkreislauf und so die peripheren Gewebe.
GefidBendothelstindige Lipasen in der Mikrozirkulation spalten aus ihren
Hauptfettkomponenten, die Triglyceride und freie Fettsdauren ab. Dabei verbleiben
cholesterinreiche Restpartikel, sie sogenannten Remnants. Sie werden bei Passage durch
die Leber von den Zellen erkannt, gebunden und iiber spezifische Rezeptoren

aufgenommen.

Die Leber synthetisiert ihrerseits einen etwas kleineren Lipoprotein-Typ, die
triglyceridreichen VLDLs. In der Zirkulation werden sie wiederum durch Gefil3-
wandlipasen unter Abgabe von Triglyceriden verkleinert. Es entstehen IDLs und

schlieBlich die stark cholesterinangereicherten LDLs.

Ein weiterer wichtiger Weg zur Elimination von Cholesterin lduft iiber HDL. Diese sehr
kleinen Lipoproteine werden primér in der Leber und im Darm synthetisiert. Sie sind in
der Lage, Cholesterin in veresterter Form der Leber zuzufiihren, von der es nach

Metabolisierung zu Gallenséduren ausgeschieden wird (Simons and Ikonen 2000).

Natives LDL kann vor allem in der Intima durch Oxidation, Lipolyse und Aggregation
modifiziert werden. Die wichtigste Modifikation stellt die Oxidation dar. Zuerst entsteht
mmLDL (minimal oxidiertes LDL), das noch gering verindert ist, aber bereits die
Monocyten/Endothel-Interaktionen induzieren kann (Watson et al. 1997). Dieses
mmLDL wird noch vom LDL-Rezeptor erkannt und aufgenommen. Wird das LDL
jedoch stirker oxidiert, erfolgt die Aufnahme {iiber die sogenannten Scavenger
Rezeptoren. Wandern zirkulierende Monocyten in den subendothelialen Bereich, reifen
sie zu Makrophagen und exprimieren diese Scavenger Rezeptoren auf ihrer Oberfliche.
Da die Aufnahme von modifizierten LDL-Partikeln {iber Scavenger Rezeptoren keinem
Feedback-Mechanismus unterliegt, kommt es nach exzessiven Aufnahmen von
oxidiertem LDL zu Schaumzellbildung (Berliner et al. 1995, Bhakdi et al. 1995,
Steinberg et al. 1989).
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1.5 Scavenger Rezeptoren und peroxisome proliferator activated

receptors (PPARs)

1.5.1 Scavenger Rezeptoren

Scavenger Rezeptoren sind Rezeptoren, die oxidiertes LDL und strukturell nicht
verwandte Liganden binden konnen. Der quantitativ wichtigste Vertreter der Scavenger
Rezeptoren ist CD36. CD36 ist ein 88 kDa grof3es Plasmamembranglykoprotein, das auf
fast allen Zellen exprimiert werden kann (Greenwalt et al. 1992, Abumrad et al. 1993,
Han et al. 1997). Der Rezeptor ist nicht nur an der Phagocytose von apoptotischen
Zellen und Zellfragmenten beteiligt, sondern auch fiir die zellulire Aufnahme von
modifiziertem LDL, hauptsidchlich oxidiertem LDL, verantwortlich (Endemann et al.
1993, Nicholson et al. 1995, Nozaki et al. 1995). Auch der Scavenger Rezeptor B1 (SR-
BI) gehort zur CD36 Familie. Er weist ca. 30 % Aminosiduresequenzhomologie zu
CD36 auf (Acton et al. 1996). Im Gegensatz zu CD36, bindet SR-BI auch natives LDL
und HDL und wird als hepatischer HDL-Rezeptor angesehen (Murao et al. 1997, Acton
et al. 1996, Temel et al. 1997, Rigotti et al. 1995). Scavenger Rezeptor A (SR-A) wird
in Monocyten und Hepatocyten exprimiert und ist hauptsichlich fiir die Aufnahme von

acetyliertem LDL verantwortlich (Kunjathoor et al. 2002).

Ein weiterer Vertreter der Scavenger Rezeptoren ist LOX-1 (lectin-like oxidised LDL
receptor-1) (Sawamura et al. 1997). LOX-1 ist ubiquitdr exprimiert und bindet mild
oxidiertes LDL, aber kein natives LDL (Sawamura et al. 1997, Adachi et al. 1997).
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Tabelle 3: Ubersicht iiber die wichtigsten Scavenger Rezeptoren und den LDL-Rezeptor. ECs =
Endothelzellen, SMCs = glatte Muskelzellen, PS = Phospholipide, natLDL = natives LDL, mmLDL =
minimal oxidiertes LDL, oxLDL = oxidiertes LDL, acLDL = acetyliertes LDL.

Rezeptoren Liganden Expression in

CD36 oxLDL, LDL, HDL, VLDL, PL, Monocyten, Makrophagen,
apoptotische Zellen, Fettsduren Thrombocyten, ECs, SMCs

SR-A HDL, acLDL, oxLLDL, LDL, VLDL, Hepatocyten, Monocyten
LPS, apoptotische Zellen

SR-BI HDL, LDL, oxLDL, acLDL, VLDL, Hepatocyten, Monocyten
PL
LOX-1 oxLDL, apoptotische Zellen ECs, SMCs, Monocyten,

Makrophagen, Fibroblasten

LDL-Rezeptor natLDL, mmLDL alle Zellen

1.5.2  Peroxisome proliferator activated receptors (PPARs)

In den letzten Jahren hat eine Gruppe neuer Regulatoren der Genexpression,
peroxisome proliferator activated receptors (PPARs), ein wachsendes Interesse in der
Atheroskleroseforschung gefunden. Anfinglich als Zielproteine fiir bestimmte
lipidsenkende Substanzen identifiziert, die in der Leber von Nagern zur Vermehrung
und VergroBerung von Peroxisomen fiihrt, wurden PPARs dann als nukleire
Transkriptionsfaktoren auch beim Menschen charakterisiert. PPARs besitzen eine
Liganden- sowie eine DNA-Bindedoméne. Nach der Aktivierung durch ihre Liganden
bilden sie Heterodimere mit RXR (retinoic acid X receptor) und binden an definierte
PPREs (PPAR-response elements) in der Promotorregion ihrer Zielgene. Bisher sind

drei Unterarten bekannt: PPARo, PPARB/PPARS und PPARY.

PPARa reguliert vor allem die Genexpression in Lipidkatabolismen (Kliewer et al.
1997). Aktivatoren fiir diesen Transkriptionsfaktor sind mehrfach-ungesittigte

Fettsauren (PUFA), wie Docasahexaensdure (DHA), Eicosapentaensdure (EPA) oder
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Eicosatetraensidure (ETYA), Eicosanoide (Kliewer et al. 1997), sowie lipidsenkende
Fibratderivate, wie Fenofibrat oder Gemfibrozil (Forman et al. 1997). PPARo wird in
unterschiedlichen Organen, wie Leber, Herz und Niere exprimiert und reguliert dort
unter anderem die Genexpression von Enzymen der Fettsdureoxidation und bestimmter

Apolipoproteine, wie z.B. Apo CIII (Auboeuf et al. 1997).

PPARY ist einer der zentralen Mediatoren der Genregulation in der Adipogenese
(Tontonoz et al. 1994) und kontrolliert in Adipocyten die Expression der Lipoprotein-
Lipase, des fatty-binding-Proteins und weiterer Gene. Aktivatoren fiir PPARY sind
natiirlich vorkommende Substanzen, wie das Prostaglandin-D2-Derivat (15d-PGJ,) oder
bestimmte Formen oxidierter Linolensidure, sowie eine Gruppe neuer Antidiabetika-
Thiazolidindione (TZDs), wie Troglitazon, Piaglitazon oder Rosiglitazon (Lehmann et
al. 1995). Diese Substanzen erhohen die Insulinsensitivitit, die Glukose- und
Fettsdureaufnahme in peripheren Organen und Fettgewebe und senken so den

Blutzucker- und Triglyceridspiegel (Schoonjans and Auwerx 2000).

In Monocyten und Makrophagen konnte gezeigt werden, dass PPARa-Aktivierung die
Expression von Tissue Factor (TF) und dadurch die pro-koagulatorische Aktivitit
hemmt (Marx et al. 2001). Auf molekularer Ebene scheinen die Effekte von PPARo vor
allem durch inhibitorische Wirkungen auf andere transkriptionelle Signalwege, wie die
Aktivierung von AP-1 und NFxB, vermittelt zu werden (Marx et al. 2001, Staels et al.
1998).

Vergleichbar mit PPARo wird PPARYy ebenfalls in Endothelzellen und
Monocyten/Makrophagen exprimiert (Jiang et al. 1998, Marx et al. 1999, Marx et al.
1998, Ricote et al. 1998a, Ricote et al. 1998b). PPARY hat eine protektive Wirkung. So
kann z.B. die Reduktion von ICAM-1 und E-Selektin durch Troglitazon und 15d-PGJ,
zu einer verminderten Einwanderung von Monocyten in die GefdBwand fiihren (Pasceri
et al. 2000). Dariiber hinaus hemmen PPARy-Aktivatoren die IFNy-induzierte
Freisetzung von chemotaktisch-wirksamen Proteinen, sogenannte Chemokine. Diesen
wird eine besondere Bedeutung im Rahmen der "Anlockung" von monocytiren Zellen

zugesprochen (Marx et al. 2000).
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Im Gegensatz zu diesen positiven Effekten von PPARYy-Aktivatoren in Monocyten und
Makrophagen gibt es Arbeiten, die die Stimulation von potentiell pro-atherogenen
Mechanismen zeigen konnten. So fiihrt eine Aktivierung von PPARY zu einer
vermehrten Expression des Scavenger Rezeptors CD36, was eine vermehrte Aufnahme
von oxidiertem LDL und eine Differenzierung zu Schaumzellen begiinstigt (Nagy et al.

1998, Tontonoz et al. 1998).

1.6 Reverser Cholesterintransport und der Cholesterinexporter

ABCA1

1.6.1 Reverser Cholesterintransport

John Glomset stellte schon vor ungefihr 30 Jahren die Hypothese des reversen
Cholesterintransportes auf, da zwar alle Zellen Cholesterin synthetisieren, aber nicht
katabolisieren konnen, konne es sonst zu Cholesterinakkumulationen kommen (Glomset
1968). Reverser Cholesterintransport bedeutet, dass Cholesterin von den peripheren
extrahepatischen Zellen und Geweben zur Leber und vielleicht auch zum Darm zur
Katabolisierung und Exkretion transportiert wird und die als einzige Organe dazu
nennenswert in der Lage sind. Entscheidend fiir den reversen Cholesterintransport im
Plasma ist das HDL bzw. Apo A-I (Sviridov and Nestel 2002). Die normale Beladung
von HDL bzw. Apo A-I mit zellulirem Cholesterin erfordert aber einen zelluldren
Cholesterinexporter ABCA1 (ATP-binding cassette transporter Al). Das ABCA1 Gen
wurde 1994 von der Gruppe um Chimini kloniert (Luciani et al. 1994). 1999 entdeckten
drei Arbeitsgruppen unabhiingig voneinander, dass die durch extrem niedrige HDL-
Spiegel charakterisierte Tangier Krankheit durch Mutationen im ABCA1 Gen
hervorgerufen wird und mit diesem neuen Schliisselprotein konnte man nun die
Mechanismen und die Regulation des Cholesterineffluxes untersuchen (Bodzioch et al.
1999, Rust et al. 1999, Brooks-Wilson et al. 1999). Es sind mindestens drei
unterschiedliche Mechanismen des zelluliren Cholesterineffluxes bekannt: einfache
Diffusion aus der Membran auf Akzeptormolekiile, SR-Bl-vermittelter Efflux und
ABCA1l-vermittelter Efflux. Die einfache Diffusion durch die Membran wird
eingeschriankt durch die extrem schlechte Wasserloslichkeit von Cholesterin, das

Vorhandensein von Akzeptoren und dem Konzentrationsgradienten. Der Rezeptor SR-
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BI vermittelt den Lipidaustausch zwischen Zellmembran und Plasmakompartiment
bidirektional. Im Gegensatz dazu fordert der Cholesterinexporter ABCA1 nur den
unidirektionalen Efflux aus den Zellen auf HDL und diirfte in vivo der quantitativ
absolut dominierte Mechanismus des zelluldaren Cholesterineffluxes sein (Yancey et al.

2003).

Der reverse Cholesterintransport umfasst mindestens fiinf Schritte:

(1) Abgabe von Cholesterin aus den Zellen an spezifische Akzeptoren im Plasma

(Cholesterinefflux)

2) Veresterung von freiem Cholesterin innerhalb der HDL-Partikel durch Lezithin-
Cholesterin-Acyl-Transferase (LCAT)

3) Transfer von Cholesterinestern zu den Apo B-enthaltenden Lipoproteinen

(Cholesterintransfer)
4) Remodeling von HDL und

5 Aufnahme von Cholesterin aus den HDL-Partikeln in die Leber und
moglicherweise auch durch die Nieren und Darm, sowie endokrine Driisen iiber

Lipoprotein-Rezeptoren (Cholesterinaufnahme) (Fielding and Fielding 1995).

Das folgende Schema zur HDL Inter-Konversion ist entnommen dem Ubersichtsartikel

von Sviridov und Nestel (Sviridov and Nestel 2002) (Abbildung 1-2). Reverser

Cholesterintransport beginnt mit dem ABCAIl-abhingigen Efflux des zelluldren
Cholesterins auf lipidfreies Apo A-I und damit der Bildung von pref;-HDL-Partikeln.
Diese kleinen lipidarmen Partikel (pref;-HDL) sind der initiale Akzeptor fiir zellulidres
Cholesterin. Durch zunehmende Akkumulation von Cholesterin wachsen diese Partikel
zu groBeren Partikeln, dem sogenannten pref,-HDL. Durch Wirkung der LCAT wird
Cholesterin zunehmend verestert und durch moglichen Erwerb von zusitzlichen Apo A-
I Molekiilen reifen pref, zu o;-HDL Partikeln. Diese Partikel erlangen weiter
Cholesterin von preBf-HDL und vielleicht auch von peripheren Zellen (Sasahara et al.
1998), und werden so zu groBeren a,-HDL- und a;-HDL-Partikeln geformt. Der nichste

Reifungsschritt von HDL  beinhaltet den  Austausch von akkumulierten
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Cholesterinestern gegen Triglyceride durch die Beteiligung von Cholesterinester-
Transferprotein (CETP), den Transfer von Phospholipiden durch die Beteiligung von
Phospholipid-Transferprotein (PLTP) und die Hydrolyse von TGs und Phospholipiden
durch die hepatische Lipase, ohne dass eine Aufnahme in die Leber erforderlich ist. Es
werden so wieder kleinere oz-HDL-Partikel und lipidfreies Apo A-I zuriickgewonnen
(Liang et al. 1994, Liang et al. 1995). Die zuletzt genannten werden erneut durch
zellulédres Phospholipid und Cholesterin re-lipidiert, um pref;-HDL-Partikel zu bilden.

pref,-FIDL _gadoss

INHIBITION OF ?

prefi,-HDL  suuuus -
CONVERSION
pref, -HDL
apoA-I
INCREASED gy, 1
CHOLESTEROL ﬁ-”;’i 11
EFFLUX e
Cells OVERPRODUCTION
OF APOAI

Abbildung 1-2: Turnover von HDL-Untereinheiten wihrend des reversen Cholesterintransportes (aus

(Sviridov and Nestel 2002).

1.6.2  Regulation des Cholesterinexporter ABCA1

Die zelluldre Expression von ABCA1l wird u.a. durch cAMP (zyklisches AMP),
Oxysterole, 9-cis RA (9-cis retinoic acid), PPAR Agonisten, IFNy (Panousis and
Zuckerman 2000), IL-1B (Hamon et al. 1997, Krongvist et al. 1999) und TGFf
(Panousis et al. 2001) reguliert. Langmann und Kollegen zeigten, dass es nach einer
Inkubation mit acetyliertem LDL zu einer Induktion der ABCA1 Transkription und
Proteinexpression in humanen Monocyten kam (Langmann et al. 1999). Auch konnte
gezeigt werden, dass Oxysterole ABCAI1 stimulieren konnen und zwar iiber die
Aktivierung und Heterodimerbildung des Transkriptionsfaktors LXRo (liver x receptor
o) und RXRo (retinoic acid x receptor o) (Repa et al. 2000). Lawn und Kollegen
berichteten in ihrer Arbeit, dass cAMP eine 10-fache Steigerung von ABCAI1 in
humanen Fibroblasten hervorrufen konnte (Lawn et al. 1999). Dies wurde auch von

anderen Arbeitsgruppen bestitigt (Haghpassand et al. 2001, Oram et al. 2000). Chinetti
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und Kollegen, aber auch andere Arbeitsgruppen konnten zeigten, dass PPARo- und
PPARY-Agonisten die ABCA1 mRNA Expression in Makrophagen und den Apo Al-
mediierten Cholesterinefflux induzieren konnten (Chinetti et al. 2001, Oliver et al.
2001). Dies wurde in Makrophagen von Tangier Kranken nicht gefunden (Chinetti et al.
2001). Chawla und Kollegen berichteten, dass Ligandenaktivierung von PPARY zu einer
Induktion von LXRo und somit zur ABCA1 Induktion fiihrt (Chawla et al. 2001).

Tabelle 4: Regulation der ABCAI Expression.

ABCAI Induktion ABCA1 Reduktion
cAMP (zyklisches AMP) IFNY (Interferon 7)
Oxysterole

9-cis RA (retinoic acid)

PPAR-Agonisten

TGF (transforming growth
factor [3)

IL-1B (Interleukin-1)

acetyliertes LDL

Apolipoproteine

1.7 Adhasionsmolekiile in der Atherogenese

Wie bereits erwdhnt, wird die Atherosklerose als ein inflammatorischer Prozess
aufgefasst. Wihrend dieser Entziindungsreaktion kommt es zu einer Vielfalt von Zell-

Zell-Interaktionen, so z.B. zwischen Monocyten/Leukocyten und dem Endothel. Die
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Proteine, die die mechanische Interaktionen vermitteln, werden Adhisionsmolekiile
genannt und konnen in vier Familien gegliedert werden: (1) Selektine, (2) Selektin-
liganden, (3) Integrine und (4) Mitglieder der Immunglobulinsuperfamilie (Harlan
1992). Eine wichtige Funktion dieser Adhisionsmolekiile besteht darin, die
Leukocyten-Rekrutierung aus der Zirkulation durch initiales Rollen der Leukocyten auf
dem Endothel, die fixe Adhidsion und Aktivierung und schlieBlich die Transmigration
der Leukocyten in das Gewebe zu fordern. Das erste Rollen der Leukocyten wird
iiberwiegend durch Selektine der Leukocyten und Endothelzellen und Selektinliganden
der jeweils anderen Zellen bewerkstelligt, wie z.B. E-Selektin auf Endothelzellen, P-
Selektin auf Thrombocyten, L-Selektin auf Leukocyten und PSGL-1 (P-Selektin
glycoprotein-1) (Kansas 1996). Die feste Adhidsion und Transmigration der Leukocyten
wird dagegen durch Integrine, heterodimere Molekiile, wie z.B. CD29 (1 Integrin,
VLA), CD18 (B2 Integrin), CDI11a/18 (0rf3,, LFA-1), CD11b/18 (ompB2, Mac-1),
GPIIb/Illa (B3)) und durch Interaktion mit Adhidsionsmolekiilen der Immun-
globulinsuperfamilie (ICAM-1, -2 und -3, PECAM-1, VCAM-1) vermittelt (Harlan
1992), (Huo and Ley 2001). In F%m ist eine schematische Darstellung der

Interaktion von Leukocyten und Endothelzellen und die Rolle der verschiedenen

Adhiasionsmolekiile gezeigt (Blankenberg et al. 2003). Diverse Adhisionsmolekiile
konnten in atherosklerotischen Lisionen vermehrt nachgewiesen werden (Johnson-
Tidey et al. 1994, Davies et al. 1993, Poston et al. 1992, O'Brien et al. 1993, Nakashima
et al. 1998). Viele als arteriosklerotische Risikomarker etablierte Noxen erhGhen die
Expression von Adhésionsmolekiilen auf Monocyten oder Endothelzellen und

vermitteln wahrscheinlich so friithe Schritte der Atherogenese (Ross 1999).
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Abbildung 1-3: Schematische Darstellung der Interaktion von Leukocyten und Endothelzellen wdhrend
dem initialen Schritt in der Atherosklerose und die Rolle der verschiedenen Adhdisionsmolekiile in diesem

Prozess aus (Blankenberg et al. 2003).

1.8 Cytokine, Ty1- und Tx2-Antwort

Cytokine sind kleine, meist 10sliche Proteine (ca.25kDa) und werden von
verschiedenen Zellen im Korper vor allem myeloiden und lymphatischen Zellen meist
auf einen Stimulus durch die Bindung an den passenden Rezeptor sezerniert. Sie wirken
autokrin und parakrin vor allem auf Lymphocyten, Monocyten und Leukocyten

(Janeway 2001).

Zwei Subpopulationen von CD4" T-Zellen, die Typ 1 T-Helfer Zellen (Ty 1) und Typ 2
T-Helfer Zellen (Ty 2), lassen sich anhand ihres Cytokinmusters unterscheiden. Die
Ty 1 Zellen produzieren pro-inflammatorische Cytokine, wie z.B. IFNy, IL-1j, 1L-2
und TNFo/f, die Makrophagen aktivieren kénnen und fiir die Zell-mediierte Immunitét
verantwortlich sind. Im Gegensatz dazu, produzieren die Ty2 Zellen anti-
inflammatorische Cytokine, wie z.B. IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13, die fiir eine starke
humorale Antwort (Antikorperreaktion) verantwortlich sind und verschiedene
Makrophagenfunktionen inhibieren konnen. Zusitzlich zu ihren unterschiedlichen

Rollen in der humoralen Immunantwort konnen polarisierte Ty 1 und Ty 2 Zellen fiir
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verschiedene immunopathologische Reaktionen im Menschen verantwortlich sein

(Romagnani 2001).

1.9 IL-10, IL-10 Rezeptor (IL-10R) und die klassische IL-10R-

Signaltransduktion

IL-10 wird auch als CSIF (cytokine synthesis inhibitory factor), MCSFIII (mast cell
growth factor III) und B-TCGF (B cell-derived T cell growth factor) bezeichnet. Das
Gen fiir IL-10 ist auf Chromosom 1q lokalisiert, hat eine Grée von 4.7 kb und besitzt
finf Exons und vier Introns. Es kodiert fiir ein 18 kDa homodimeres Protein, das
hauptsichlich von CD4" T-Zellen und aktivierten Monocyten/Makrophagen produziert
wird. Eine einzigartige Eigenschaft des anti-inflammatorischen Cytokins IL-10 ist seine
Fihigkeit, pro-inflammatorische Cytokine, wie z.B. IL-18, IL-6 und IL-8, zu hemmen.
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass IL-12, IFNy und IL-4 die IL-10 Synthese
steigern. IL-10 erhoht die Expression des Chemokin-Rezeptors CCRS5 und inhibiert die
Expression von MHC Klasse II Antigenen, CD54 (ICAM-1), CD80 (B7) und CD86
(B7.2) (Moore et al. 2001). IL-10 wirkt in verschiedenen in vitro und Tiermodellen
stark anti-inflammatorisch. IL-10 vermittelt seine Effekte iiber einen spezifischen

Oberflidchenrezeptor der Cytokinrezeptor-Klasse II.

Der IL-10 Rezeptor Komplex ist ein Tetramer und besteht aus zwei IL-10R1 Ketten, an
denen der Ligand bindet (Abbildung 1-4) und zwei IL-10R2 Ketten, die essentiell fiir
die Signaltransduktion sind (Abbildung 1-5). Sowohl die IL-10R1 Ketten als auch die

IL-10R2 Ketten gehoren zur Cytokinrezeptor-Familie Klasse II, die auch IFNo und
IFNYy umfasst.

IL-10R1 Ketten werden auf Zellen hematopoetischer Herkunft exprimiert, wie z.B. T-
Zellen, B-Zellen, Monocyten, Makrophagen und andere. IL-10R2 Ketten scheinen
ubiquitdr exprimiert zu sein und sind in ihrer Funktion noch nicht voll verstanden (de

Waal Malefyt 2001).

Weder die IL-10R1 noch die IL-10R2 Kette besitzen eine intrinsische Kinaseaktivitit.

Eine IL-10 Behandlung induziert in den Zellen eine Phosphorylierung der IL-10R1-
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assoziierten JAK1 (Janus kinase 1) und der IL-10R2-assoziierten TYK2 Kinasen
(Finbloom and Winestock 1995, Ho et al. 1995).

Abbildung 1-4: Kristallstruktur des humanen IL-10/IL-10R1 Komplexes (aus der Proteindatenbank PDB
RCSB).

Funktionelle IL-10 Rezeptorkomplexe (IL-10R) sind Tetramere, die zwei IL-10R1
Polypeptidketten und zwei IL-10R2 Ketten besitzen. Die IL-10-Signaltransduktion in
Monocyten wird durch die Bindung des homodimerischen Cytokins IL-10 an die
extrazelluliren Domédnen der zwei benachbarten IL-10R1 Molekiile initiiert. Die
Bindung aktiviert die Rezeptor-assoziierten Janus Tyrosinkinasen, JAK1 und Tyk2.
Diese Kinasen phosphorylieren dann spezifisch Tyrosinreste (Y446 und Y496) an der
intrazelluldiren Domine der IL-10R1 Kette. Einmal phosphoryliert, dienen diese
Tyrosinreste und ihre flankierenden Peptidsequenzen als temporidre Andockstellen fiir
den latenten, cytosolischen Transkriptionsfaktor STAT3 (signal transducer and activator
of transcription 3). STAT3 bindet transient iiber seine SH2 (Src homology 2) Doméne
an diese IL-10R1 Kette und wird seinerseits durch die Rezeptor-assoziierten JAKSs
Tyrosin-phosphoryliert. Ist STAT3 einmal aktiviert, 10st es sich vom Rezeptor und
dimerisiert mit anderen phosphorylierten STAT3 Molekiilen. Sie translozieren in den
Kern, wo sie mit hoher Affinitit an SBEs (STAT binding elements), die sich in den
Promotorsequenzen der verschiedenen IL-10-abhingigen Gene befinden, binden. Eines
dieser Gene ist SOCS-3 (suppressor of cytokine signalling-3), ein Mitglied der neu
identifizierten Familie der JAK/STAT Inhibitorgene. Die Fahigkeit von IL-10 sehr
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schnell die Expression von SOCS-3 zu induzieren, konnte erkldren, wie IL-10 die

Induktion vieler Gene in Monocyten durch andere Cytokine hemmt (Abbildung T-5).
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Abbildung 1-5: Ein Modell fiir die IL-10-Signaltransduktion in humanen mononukledren Phagocyten aus
(Donnelly et al. 1999).

1.10 Die Rolle von IL-10 in Atherosklerose-Tiermodellen, in vitro

und humanen Krankheiten

IL-10 besitzt ausgeprdgt anti-inflammatorische Eigenschaften, was in verschiedenen
Tiermodellen gezeigt werden konnte (de Waal Malefyt 2001). IL-10 spielt eine
protektive Rolle bei lokalisierten inflammatorischen Krankheiten, wie Pankreatitis (Van
Laethem et al. 1995), Hepatitis (Arai et al. 1995), Peritonitis (van der Poll et al. 1995),
aber auch bei Rheumatoider Arthritis (Kasama et al. 1995, Tanaka et al. 1996). Bei IL-
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10 knock out (IL—lO'/') Miusen wurden eine erhohte T-Zell-Infiltration, IFNy- und

iNOS-Expression und andere Marker fiir eine Entziindungsreaktion gefunden.

AuBer den anti-inflammatorischen Effekten von IL-10 konnte in verschiedenen
Atherosklerose-Tiermodellen aber auch eine Reduktion der Bildung von Schaumzellen
durch IL-10 gezeigt werden. In den Arbeiten von Pinderski-Oslund und Kollegen
(Pinderski Oslund et al. 1999) und Mallat und Kollegen (Mallat et al. 1999a) wurden
IL-10 iiberexprimierende, transgene (IL-10%*) Miuse und IL-10 knock out (IL-107")
Maiuse generiert. Nach einer 15- bis 16-wochigen atherogenen Didt wurden keine
Veridnderungen im Gesamtcholesterinspiegel gesehen, wobei es bei IL-10"" Méusen zu
einem erhohten LDL- und einem erniedrigten HDL-Spiegel kam. Die LDL- und HDL-
Cholesterinwerte waren zwischen Wildtypmiusen und transgenen Miusen vergleichbar.
Ein erniedrigter HDL-Cholesterin Spiegel deutet auf eine potentielle Rolle der Balance
zwischen pro- und anti-inflammatorischen Cytokinen im HDL-Metabolismus hin.
AuBerdem waren die atherosklerotischen Lisionen bei IL-10" Miusen um ein
vielfaches grofler als bei Wildtypméusen. Die Léasionen zeigten "fatty streak"
Formationen, eine fibrose Kappe und massive Akkumulationen von Lipiden in
mononukleiren Zellen. Die IL-10"* dagegen wiesen minimale Lésionen im Vergleich
zu Kontrolltieren auf und waren somit vor Schaumzellbildung geschiitzt
. Es lag deshalb nahe, Effekte von IL-10 auf die zelluldre Cholesterin-Homdostase

in Makrophagen zu vermuten.
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Abbildung 1-6: Schnitt durch die Aortenwurzel. Anfiarbung akkumulierter Lipide in mononuklediren Zellen
nach 16-wéchiger atherogenen Nahrung mittels Oil Red O: Wildtypméiuse (A, B), IL-10%"* (C, D) und IL-
107 (E, F); links 10-fache und rechts 40-fache Vergroferung. Aus (Pinderski Oslund et al. 1999).
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2 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, den Einfluss des anti-inflammatorischen
Cytokins IL-10 auf den Cholesterinmetabolismus in Monocyten/Makrophagen zu
kldren. Insbesondere sollte die Wirkung von IL-10 auf die Expression von Scavenger
Rezeptoren, des Cholesterinexporters ABCAT1, des Adhisionsmolekiils ICAM-1 und die

zugrunde liegenden Regulationsmechanismen untersucht werden.

Als Monocyten/Makrophagen Modell wurde die humane, monocytédre Zelllinie THP-1
ausgewihlt, die zu reifen Makrophagen ausdifferenziert werden kann. Die Effekte einer
IL-10 Inkubation von Monocyten und Makrophagen auf die oben genannten Rezeptoren
sollten auf RNA- und Proteinebene quantifiziert werden. Die Folgen fiir die zellulére
Cholesterin-Homoostase, die Cholesterinaufnahme und den zelluldren Cholesterinefflux

sollten mittels Funktionstests charakterisiert werden.

SchlieBlich sollten durch Verwendung von spezifischen Agonisten und Antagonisten
und mittels siRNA-Technik hergestellter spezifischer "knock-down" Varianten des
verwendeten Zellmodells die beteiligten Signaltransduktionswege charakterisiert

werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Geriite

Autoklav
Centriflo cones (CF 25, Amicon)
Durchflusszytometer (FACScan)
Einmalkiivetten Plastibrand®
FACS-Rohrchen
Gelelektrophoresen:
Gelkammer Sub Cell
Stromversorgung

Gene Quant II RNA/DNA Calculator

6-, 24- und 96-Lochrundbodenplatten

Nucleofector™

PCR-Tubes 0.2 ml (Ultra Thin Wall Tubes)

PCR-Tubes 0.5 ml

PD-10 Saulchen

Petrischalen

pH-Meter 765 Calimatic SE 103
Photometer Uvikon 922

Pipetten

Pipettenspitzen 10 ul Diamond D 10
Pipettenspitzen 20-1000 ul

Plastikr6hrchen (1.5 ml und 2 ml)

Systec GmbH, Wetternberg
Biorad, Miinchen

Becton Dickinson, Heidelberg
Brand GmbH, Wertheim

Becton Dickinson, Heidelberg

Biorad, Miinchen
Amersham Biotech., Upsala (S)

Amersham Biotech., Cambridge
(UK)

Sarstedt, Niimbrecht

Amaxa, Koln

Bioplastics, Landgraf (NL)
Biozym Diagnostics, Oldendorf
Amersham Biotech., Upsala (S)
Sarstedt, Niimbrecht

Knick, Berlin

Kontron Instruments, Neufahrn
Gilson Abimed, Langenfeld
Gilson, Langenfeld

Sarstedt, Niimbrecht

Eppendorf, Hamburg
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Plastikréhrchen (15 ml und 50 ml)
Real-Time PCR iCycler iQ
Reinstwasser (ddH,O) Anlage
Spritzen

Sterilbank GELAIRE BSB 4 A
Sterilfilter 0.2 um
Stickstoffbehilter

T75 und T25 Zellkulturflaschen

TECAN-Reader
Thermal-Cycler Perkin Elmer 480
Vortexer Heidolph Reax 2000

Waagen

Wasserbad

Zellschaber

Zentrifugen:
Beckmann LZ Ultrazentrifuge
Hereaus Multifuge 3 C-R
Jonan MR 1822

Neo Lab 16/18

3.2 Chemikalien und Reagenzien

Acylamid

Agarose

Albumin Bovin
Ammoniumpersulfat (APS)

Antikorper:  ABCAI

Falcon, Heidelberg

Biorad, Miinchen

Milli Pore, Eschborn

Becton Dickinson, Heidelberg

Flow Laboratories, Michigan (USA)
Sartorius, Niirnberg

L'air liquide. Champigny (F)
Sarstedt, Niimbrecht

GENios
PE Applied Biosystems, Weiterstadt
Heidolph

Sartorius, Géttingen
Kottermann Labortechnik, Miinchen

Sarstedt, Nimbrecht

Beckmann Instruments, Miinchen
Kendro, Osterode
Jonan GmbH, Unterhaching

Hermle Labortechnik, Wehingen

Sigma, Deisendorf
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisendorf
Biorad, Miinchen

Acris, Hiddenhausen
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CD36 (FA6)
ICAM-1 (CD54)

IxB-o (C-21)

Isotyp (MOPC 21)

LXRo
p50 (NLS-G)
p65 (C-20)
phospho-1kB-a
PPARY (E-8)
PPARYy
anti-mouse-FITC
anti-mouse-HRP
anti-rabbit-HRP
Aqua Pure Isolation Kit

Biocoll Separating Solution

Biorad External Well Factor Solution

Borséure

Calciumchlorid

Cell Line Nucleofector™ Kit V
Chloroform p.A.

Cholesterin Liquicolor

Citrat

CorrelateEIA Direct cAMP
Dextran T 500

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Serotec (USA)
Immunotech

Santa Cruz, Heidelberg
Sigma, Deisendorf
Dianova, Hamburg

Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
Cell Signaling, Frankfurt
Santa Cruz, Heidelberg
Cell Signaling, Frankfurt
Dako (DK)

Amersham Biotech., Upsala (S)
Cell Signalling, Frankfurt
Biorad, Miinchen
Biochrom AG, Berlin
Biorad, Miinchen

Sigma, Deisendorf
Sigma, Deisendorf
Amaxa, Koln

Merck, Darmstadt

Rolf Greiner Biochemica, Flacht

Universititsapotheke, Miinchen

Assay Design, Ann Arbor (USA)

Amersham Biosciences, Upsala (S)

Sigma, Deisendorf
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Dinatriumhydrogenphosphat
Dioxan

Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNA-Standards

ECL-L6sung (Chemilumineszenz)
Endofree Kit

Ethanol p.A.

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
FACS Flow

Fenofibrate

Foetal Calf Serum (FCS)

Folin & Ciocalteus Phenol Reagent
Geneticin

Glycerol

Glycin

Guanidin-HC1

Hank's Balanced Salt Solution (10x)
Hepes Buffer 1 M
22-(R)-Hydroxycholesterol (22-OHC)
rHu IL-10

Kaliumbromid

Kaliumchlorid

Kupfersulfat

LB-Medium (Luria Broth)

Sigma, Deisendorf
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisendorf
Boehringer, Mannheim
Pierce, Rockford (USA)
Qiagen, Hilden

Merck, Darmstadt
Sigma, Deisendorf
Sigma, Deisendorf
Becton Dickinson, Heidelberg
Sigma, Deisendorf
Sigma, Deisendorf
Sigma, Deisendorf
Gibco (UK)

Sigma, Deisendorf
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisendorf
Sigma, Deisendorf
Sigma, Deisendorf
Sigma, Deisendorf
Promocell GmbH, Heidelberg
Sigma, Deisendorf
Sigma, Deisendorf
Sigma, Deisendorf

MOBIO, Dianova, Hamburg
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Magnesiumchlorid
Methanol p.A.

Metafectene
B-Mercaptoethanol
Natriumacetat

Natriumazid
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natrium-EDTA
Natriumtartrat
Nitrocellulosemembran
NucleoBond Kit

Oil Red O Pulver
Oligonukleotid-Synthese
Paraformaldehyd (PFA)
PBS + Mg**/Ca**

Penicillin
Phorbolmyristratacetat (PMA)
Piceatannol

2-Propanol p.A.
Protease-Inhibitoren
Protein-Standards

pSilencer™ 1.0-U6 Vektor

Sigma, Deisendorf
Merck, Darmstadt
Biontex, Miinchen
Sigma, Deisendorf
Sigma, Deisendorf
Sigma, Deisendorf
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisendorf
Biorad, Miinchen
Sigma, Deisendorf
Sigma, Deisendorf
Amersham Biotech., Upsala (S)
Macherey-Nagel, Diiren
Sigma, Deisendorf
Metabion, Martinsried
Sigma, Deisendorf

Pan Biotech, Aidenbach
Sigma, Deisendorf
Sigma, Deisendorf
Calbiochem (Merck), Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisendorf
Biorad, Miinchen

Ambion (UK)
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Ready-To-Go RT-PCR Beads
Restriktionsenzyme:

ApaAl

EcoR I

BamH I

Xho I
9-cis Retinoic acid (9-cis RA)
RNase freie DNase
RPMI 1640 Medium
SOCS-Medium
Streptomycin
SybrGreen I (10000-fach)
T4 DNA Ligase
TEMED
TransAM™ NFxB
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Triton X-100

Tween 20

33 Losungen und Puffer

3.3.1 DEPC-Wasser fiir Real-time RT-PCR

Amersham Biotech., Upsala (S)

New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
Sigma, Deisendorf

Promega, Madison (USA)

PAA Lab. (A)

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Deisendorf

Molecular Probes, Eudene (USA)
Invitrogen, Karlsruhe

Biorad, Miinchen

Active Motif, Rixensart, (B)
Sigma, Deisendorf

Sigma, Deisendorf

Sigma, Deisendorf

2 ml DEPC in 11 Reinstwasser (ddH,O) geben, gut schiitteln und ca. 2 h einwirken

lassen; anschlieBend autoklavieren, um das DEPC zu zerstoren.
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3.3.2 HHMC-Lésung fiir FACS-Versuche

0,25 g BSA, 5 ml Hank's Losung (10-fach), 500 ul HEPES, 50 ul MgCl,, 50 ul CaCl,,
ad 50 ml Reinstwasser (ddH,O)

3.3.3 TBE-Puffer fiir Agarosegele
0,5 M Tris (basisch), 0,415 M Borsidure, 10 mM EDTA, Reinstwasser (ddH,0)

pH 8.0

3.3.4 Annealing-Puffer fiir RNAi

100 mM Ka-Acetat, 30 mM HEPES, pH 7.4, 2 mM Mg-Acetat, Reinstwasser (ddH,0)

3.3.5 Puffer fiir Gesamtproteinextraktion (WCEB-Puffer)

25 mM HEPES, 0,3 M NaCl, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM EDTA, 0,5 % Triton X-100,
10 % Glycerin, Reinstwasser (ddH,O)

Protease-Inhibitor-Mix:

200 ul B-Glycerophosphat, 100 ul Benzamidin, 100 ul PNPP, 60 ul Na-Vanadat, 20 ul
DTT, 10 ul Leupeptin, 10 pul Pepstatin, 10 ul Aprotinin, 100 ul PMSF, ad 10 ml
Reinstwasser (ddH,O)

3.3.6  Puffer fiir Cytosol- und Kernextraktion

3.3.6.1 Hypononischer Puffer

10 mM HEPES (pH 7,3), 10 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, 1 mM PMSEF, 0,5 % Protease-
Inhibitor-Mix (B.3.6.6), ad 10 ml Reinstwasser (ddH,O)

3.3.6.2 Lysepuffer

10 mM HEPES (pH 7,3), 10 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 0,4 % Nonidet P-40, 0,5 %
Protease-Inhibitor-Mix (3.3.6.6), ad 10 ml Reinstwasser (ddH,O)
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3.3.6.3 0,02 M KCl-Puffer

20 mM HEPES (pH 7.3), 22 % Glycerol (99 %-ig), 0,02M KCIl, 1,5 mM MgCl,,
0,2 mM EDTA, 0,5 % Protease-Inhibitor-Mix (3.3.6.6), ad 10 ml Reinstwasser (ddH,O)

3.3.6.4 0,6 M KCIl-Puffer

20 mM HEPES (pH 7,3), 22 % Glycerol (99 %-ig), 0,6 M KCl, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM
EDTA, 0,5 % Protease-Inhibitor-Mix (3.3.6.6), ad 10 ml Reinstwasser (ddH,0)

3.3.6.5 0,3 M KCl-Puffer

(fiir Proteinbestimmung, Verdiinnen von Proben)

410 pl1 0,02 M KCl-Puffer und 390 pl 0,6 M KCI-Puffer

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

3.3.7 Sammel- und Laufgele fiir Western Blot

Die SDS-PAGE wurde mit dem Minigel System der Firma Biorad durchgefiihrt. Jeweils

zwel kleine Gele (10 ml) wurden in folgender Zusammensetzung gegossen:

Sammelgele (3 %): 3,25 ml Reinstwasser (ddH,0O), 1,25 ml Upper Tris Puffer
( , 500 ul Acrylamid, 30 ul 10 %-iges APS und 5 ul
TEMED

Laufgele (10 %): 4,10 ml Reinstwasser (ddH»O), 2,50 ml Lower Tris Puffer
(B.3.8.1), 3,34 ml Acrylamid, 62,50 ul 10 %-iges APS und
3,75 ul TEMED

Laufgele (7.5 %): 4,93 ml Reinstwasser (ddH»O), 2,50 ml Lower Tris Puffer
(B.3.8.1), 2,50 ml Acrylamid, 62,50 ul 10 % APS und
3,75 ul TEMED
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3.3.8 Puffer fiir Western Blot

3.3.8.1 Lower- und Upper Tris Puffer
Lower Tris (4-fach):

90,9 g THAM (Tris base), 10 ml 20 % SDS, ad 10 ml Reinstwasser (ddH,O)
pH 8,8

Upper Tris (4-fach):

6,06 g THAM (Tris base), 2 ml SDS, ad 100 ml Reinstwasser (ddH,O)

pH 6,8

3.3.8.2 Laufpuffer
10-fach: 60 g THAM (Tris base), 288 g Glycin, 100 ml 20 % SDS, ad 2 1 Reinstwasser
(ddH»0O)

80 ml Laufpuffer (10-fach), ad 800 ml Reinstwasser (ddH,O)

3.3.8.3 Transferpuffer
3,03 g Tris, 14,4 g Glycin, 800 ml Reinstwasser (ddH,0), 200 ml Methanol

(kiihl stellen)

3.3.8.4 TBS-Puffer

10ml 1 M Tris (pH 10,88), 33 ml 5 M NaCl, 1000 ml Reinstwasser (ddH,O), 1 ml
Tween (0,1 %)

3.3.8.5 Blockierungspuffer
5 g Milchpulver (5 %), 100 ml TBS/Tween

3.3.8.6 Probenpuffer
55 mM Tris/HCI (pH 6,8), 4 % SDS, 40 % Glycerin, 4,3 % B-Mercaptoethanol, 0,1 %

Bromphenolblau
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3.3.9 Losungen fiir LDL-Priparation

3.3.9.1 Dichtegradientenlosungen

Um das LDL und HDL mittels Ultrazentrifugation aus dem Plasma zu gewinnen,

bendtigte man drei verschiedene Losungen fiir die Dichtegradienten:

D 1 (1,080 g/ml): 250 ml Reinstwasser (ddH,O), 30 g NaCl, 0,25 g Na-
EDTA; pH 7,4

D 2 (1,050 g/ml): 250 ml Reinstwasser (ddH,0O), 18,5 g NaCl, 0,25 g Na-
EDTA; pH 7,4

D 3 (1,000 g/mD): 250 ml Reinstwasser (ddH,0), 0,25 g Na-EDTA; pH 7,4

3.3.9.2 PBS-Puffer
0,524 ¢ Natriumdihydrogenphosphat, 2,883 g Dinatriumhydrogenphosphat, 17,532 g
NaCl, ad 2 1 Reinstwasser (ddH,0O)

pH 7.4

3.3.9.3 Resolubilisierungslosung fiir dHDL
0,01 M Tris, 0,1 M NaCl, 0,001 M Na-Azid, 2 M Guanidin HCI

pH 7.4

3.3.10 Herstellung der Oil Red O Firbelosung

500 mg Oil Red O Pulver wurden mit 100 ml reinem 2-Propanol gemischt (0,5 %-ige
Losung) und fiir 1 h, unter gelegentlichem Riihren, stehen gelassen. Die Losung ist
lichtgeschiitzt fiir 6-12 Monate haltbar. Um die Zellen zu farben, wurde stets eine
frische Arbeitslosung (0,3 %-ig) hergestellt, indem man die 0,5 %-ige Losung mit
Reinstwasser (ddH,O) in einem Verhiltnis von 3:2 mischte. Diese Losung ist maximal
fiir 2 h haltbar. Nachdem diese Mischung 10 min stehen gelassen wurde, filtrierte man

diese durch ein Whatmanpapier oder einen Papierfilter.
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Oligonukleotidprimer

Tabelle 5: Oligonukleotidprimer, die in der vorliegenden Arbeit fiir die Real-time RT-PCR und

Sequenzierungen verwendet wurden.

Primer Sequenz Referenzen
B-Aktin forward: 5'-GCG AGA AGA TGA CCC AGA TCA-3'
Tib Mol Biol
(297 bp) reverse: 5-TCT CCT TAA TGT CAC GCA CGA-3'
GAPDH forward: 5'-TTG GTA TCG TGG AAG GAC TCA-3' (Kielar et al.
(250 bp) reverse: 5-TGT CAT CAT ATT TGG CAG GTT T-3' 2001)
CD36 forward: 5'-GAG AAC TGT TAT GGG GCT AT-3' (Pietsch et al.
(389 bp) reverse: 5'-TTC AAC TGG AGA GGC AAA GG-3' 1996)
ABCAI forward: 5'-GCA CTG AGG AAG ATG CTG AAA-3' (Kielar et al.
(206 bp) reverse: 5'-AGT TCC TGG AAG GTC TTG TTC AC-3' 2001)
ABCA1 | forward: 5-TGA CAA GTC TGT GCA ATG GAT CAA-3' (Plat and
(349 bp) | reverse: 5-GAT ACG AGA CAC AGC CTG GTA GAT-3' | Mensink 2002)
LXRo forward: 5'-AGA GGA GGA ACA GGC TCA TGC-3'
(Fu et al. 2001)
(142 bp) reverse: 5'-AAA GGA GCG CCG GTT ACA CT-3'
LDL-R forward: 5'-CAA TGT CTC ACC AAG CTC TG-3' (Scheithe et al.
(245 bp) reverse: 5'-TCT GTC TCG AGG GGT AGC TG-3' 1997)
SR-BI forward: 5'-CTT CCT CGA GTA CCG CAC-3' (Rubic et al.
(547 bp) reverse: 5-GAG CCA CGA AGC GAT AGG-3' 2004)
forward: 5'-GAG ACT ATA AAT ATC CCT TGG-3'
P1/P4 Sequenzierung

reverse: 5'-GAC CAT GAT TAC GCC AAG CGC G-3'
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3.5 Kultivierung eukaryotischer Zellen

3.5.1 Kultur von THP-1 Zellen, transient und stabil transfizierten THP-1 Zellen

THP-1 Zellen wurden alle 3 bis 4 Tage passagiert. Sie wurden auf 0,2x10° Zellen/ml
eingestellt, bei 1000 U/min fiir 5 min abzentrifugiert und in T75 Zellkulturflaschen im
Brutschrank (37°C, 5 % CO,, 95 % Luftfeuchtigkeit) kultiviert. Die Zellen benotigten
folgendes Medium: RPMI-1640, 10 % hitzeinaktiviertes FCS und 1 % Penicillin und
Stretomycin. Um THP-1 Zellen zu Makrophagen ausdifferenzieren zu lassen, wurde
160 nM PMA fiir 72 h zugegeben. Anschlieend wurde das Medium gewechselt und die

Zellen stimuliert.

Fiir die Selektion von stabil transfizierten THP-1 Zellen wurde das RPMI-Medium

zusitzlich mit 600 pg/ml Geneticin versetzt.

3.5.2 Praparation und Kultur von PBMCs

Aus 100 ml Vollblut von gesunden Spendern wurden mittels Ficoll-Dichtegradient
periphere mononukleédre Blutzellen (PBMCs) isoliert. Eine 50 ml Spritze wurde mit
5 ml Citrat und 5 ml Dextran (6 %) vorgefiillt, um die Gerinnung zu vermeiden. Nach
der Blutabnahme und Mischung wurde die 50 ml Spritze fiir 30 min aufrecht auf den
Stempel gestellt, damit sich die Blutplittchen absetzen konnten. In ein 50 ml Falcon-
Rohrchen wurde 12,5 ml Ficoll-Losung (1,077 g/ml) vorgelegt, die Nadel im 90°
Winkel gebogen und das Plasma langsam auf die Ficoll-Losung gegeben. Danach
wurden die Zellen fiir 20 min bei 2000 U/min, 10°C und ohne Bremse abzentrifugiert.
In der mittleren Schicht befanden sich die PBMCs. In ein neues 50 ml Falcon-Rdhrchen
wurde 20 ml kaltes RPMI-Medium (ohne Zusitze) vorgelegt und die PBMC-Schicht
vorsichtig mit einer Pipette aufgenommen und in das neue Falcon-Rohrchen iiberfiihrt.
Die Zellen wurden erneut abzentrifugiert (1000 U/min, 5 min, 10°C). Nach einem
weiteren gleichen Wasch- und Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in 2 ml
Eppendorf-Cups verteilt. Nun konnten die PBMCs fiir Kurzversuche (3 h) verwendet

werden.
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3.5.3 Einfrieren und Auftauen von eukaryotischen Zellen

Zum Einfrieren wurden 2x10° Zellen abzentrifugiert (1000 U/min, 5 min, RT), der
Uberstand verworfen und mit 1,8 ml Einfriermedium versetzt, das wie folgt
zusammengesetzt war: RPMI-Medium , 20 % DMSO und 1 % steriles FCS. Die
Zellen wurden iiber Nacht bei -80°C eingefroren und am néchsten Tag in einen

Stickstoffbehilter verlagert.

Die eingefrorenen Zellen wurden aus dem Stickstoffbehélter entnommen und leicht
angetaut. Die Prozedur musste schnell erfolgen, da das vorhandene DMSO toxisch fiir
die Zellen ist. 30 ml kaltes RPMI-Medium wurde in ein 50 ml Falcon-Rdhrchen
vorlegt und die eingefrorenen Zellen in dieses Medium gegeben. Nach dem
Abzentrifugieren (1000 U/min, 5 min, RT) wurden die Zellen in 10 ml warmem RPMI-
Medium (3.5.1) aufgenommen, in eine T25 Zellkulturflasche gegeben und im

Brutschrank kultiviert.

3.6 Kultivierung von Bakterien

3.6.1 Anzucht von E.coli Bakterien

Kompetente Bakterien (E.coli, DH50) wurden im LB-Medium kultiviert. Fiir diese
Arbeit wurde ein fertiges LB-Pulver der Firma MOBIO, Dianova verwendet, welches
mit der entsprechenden Menge an Reinstwasser (ddH,O) versetzt wurde (2,5 g LB-
Pulver/100 ml Reinstwasser (ddH,0)). Kompetente E.coli Bakterien (DH50) wurden

freundlicherweise von Frau Dr. Krump-Konvalinkova zur Verfiigung gestellt.

3.6.2 Lagerung von E.coli Bakterien

Bakterien wurden bei -80°C gelagert, indem man 500 ul 60 % steriles Glycerol und
1500 pl Bakterienkultur mischte.
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3.7 Arbeiten mit Nukleinsduren

3.7.1 Isolierung von Gesamt-RNA

RNA degradiert wesentlich leichter als DNA. Im Gegensatz zu DNasen, deren Aktivitit
von Metallionen abhingt, erfordern RNasen keine Kofaktoren. Gesamt-RNA besteht
aus einem Gemisch von rRNA (ribosomaler RNA), tRNA (Transfer-RNA), mRNA
(messenger RNA) und anderen. Die mRNA macht daran nur einen Anteil von ca. 2-5 %

aus.

Wenn man mit RNA arbeitet, sollte stets darauf geachtet werden, dass alle Flachen mit
Ethanol abgewischt, Handschuhe getragen, autoklavierte Einwegmateralien und DEPC-
Wasser verwendet werden, um eine Degradierung der RNA durch RNasen zu
vermeiden. Aulerdem sollten alle Zentrifugationsschritte bei 4°C durchgefiihrt werden.
Die Verwendung von DEPC-Wasser ( dient dazu, RNase-frei zu arbeiten. Fiir die
Isolierung von Gesamt-RNA wurde der Aqua Pure Total RNA Isolation Kit der Firma

Biorad verwendet.

1-2x10° THP-1 Zellen, 2x10° PMA-differenzierte THP-1 Zellen oder 5-10x10° PBMCs
wurden fiir die Isolierung verwendet. Die Zellen wurden in 15 ml Falcon-Roéhrchen
gesammelt und abzentrifugiert (1000 U/min, 5 min, RT). Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet mit 1 ml sterilem PBS gewaschen und in ein 2 ml Eppendorf-
Cup iiberfiihrt. Nachdem die Zellen abzentrifugiert (14000 U/min, 5 min, 4°C) und der
Uberstand verworfen wurde, gab man 300 ul Lysis-Solution hinzu. Die Zellsuspension
wurde durch 10-maliges Aufziehen mit der Pipette resuspendiert. Danach gab man
100 ul DNA/Protein-Pelleting-Solution hinzu, schwenkte das Eppendorf-Cup 10-20-
mal und inkubierte es 5 min auf Eis. Dann wurde es abzentrifugiert (14000 U/min,
10 min, 4°C). 300 ul 2-Propanol wurde in ein neues 2 ml Eppendorf-Cup vorgelegt und
die klare Phase aus dem abzentrifugierten Eppendorf-Cup wurde vorsichtig iiberfiihrt.
Nach 25-maligem Schwenken wurde die RNA gefillt und fiir 30 min oder ldnger bei
-20°C inkubiert, um die Ausbeute zu erhohen. Nach dem Zentrifugieren (14000 U/min,
10 min, 4°C) wurde der Uberstand vorsichtig verworfen und die RNA mit 300 ul
Ethanol (70 %-ig) gewaschen. Wieder erfolgte ein Zentrifugationsschritt (14000 U/min,
10 min, 4°C). Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt und die RNA fiir 20-30 min an
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der Luft getrocknet. Die RNA wurde je nach Pelletgrole mit RNA-Hydration-Solution
gelost und bis zum Gebrauch bei -80°C aufbewahrt.

3.7.2 DNase Behandlung von Gesamt-RNA

Zur Entfernung von Resten genomischer DNA wurden alle Proben einer DNase
Behandlung unterzogen. Man stellte sich nach dem Herstellerprotokoll einen Mix fiir
60 ul RNA her, der aus folgenden Reagenzien bestand: 7,5 ul Puffer (10-fach), 3,75 ul
DEPC-Wasser und 3,75 ul DNase. 15 ul von diesem Mix wurde zu jeder Probe
gegeben. Die Reaktion lief bei 37°C fiir 15 min im PCR-Gerét ab. Danach versetzte
man jedes Eppendorf-Cup mit 7,5 ul Stop-Solution und inkubierte es fiir weitere 10 min

bei 65°C, um die Reaktion zu stoppen und das Enzym zu inaktivieren.

3.7.3 Konzentrationsbestimmung von RNA und DNA

Die RNA- und DNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt, wobei die
Nukleinsduren bei 260 nm und die Proteine bei 280 nm gemessen wurden. Die
Konzentration der RNA bzw. DNA errechnete sich aus der optischen Dichte (OD) bei
260 nm gegen den Leerwert (hier: DEPC-Wasser), der Verdiinnung und einem fiir RNA
bzw. DNA spezifischen Multiplikationsfaktor, der bei RNA 40 und bei DNA 50 ist. Aus
dem Verhiltnis (ratio) der ODygopm und der ODjysonm erhielt man eine Aussage iiber
Proteinkontaminationen in der jeweiligen Probe. Reine RNA bzw. DNA sollte eine
Ratio von > 1.8 (optimal 2) haben, wobei die Werte auch vom pH und Salzgehalt

abhéngig sind.
Crna [pg/ml] = Azeo nm X Multiplikationsfaktor 40 x Verdiinnungsfaktor 20

Cona [ug/ml] = Azep nm X Multiplikationsfaktor 50 x Verdiinnungsfaktor 20

3.74  Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist die einfachste Methode, DNA-Fragmente
voneinander zu trennen und identifizieren. Um eine gute Fragmenttrennung zu
erreichen, verwendet man iiblicherweise Agarosekonzentrationen von 0,8-2 %. In der

vorliegenden Arbeit wurden immer 0,8- und 1,5 %-ige Gele verwendet.
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Agarose wurde mit 1-fach TBE-Puffer ) in der Mikrowelle gekocht, bis die
Agarose gelost war. Dann gab man 0,5 pg/ml Ethidiumbromid in die geschmolzene und
leicht abgekiihlte Agarose und goss daraus ein Gel. Sobald die Agarose erhirtet war,
wurde 1-fach TBE-Puffer in die Kammer gegeben, der Groenmarker und die
DNA-Losung aufgetragen, die zuvor mit Probenpuffer versetzt wurden, und
lie das Gel bei 100-120 V fiir 30-60 min laufen.

3.7.5 Prazipitation von Nukleinsiauren

Nukleinséduren fallen durch Zugabe einer hohen Konzentration monovalenter Kationen
aus. Zur Fillung von RNA wurde 2 M Natriumacetat pH 4,0 und zur Fillung von DNA
3 M Natriumacetat pH 5,0 verwendet. Die Proben wurden mit dem 1-fachen Volumen
2-Propanol versetzt und gemischt. Um die Ausbeute von RNA bzw. DNA zu erhohen,
wurden die Proben bei -20°C gefillt. Die gefillte RNA bzw. DNA wurde
abzentrifugiert (14000 U/min, 10 min, 4°C) und der Uberstand verworfen. Das Pellet
wurde mit 70 %-igem Ethanol gewaschen, um Salz- und Alkoholreste zu entfernen,

luftgetrocknet und anschliefend mit Rehydrierungslosung versetzt.

3.7.6  Isolierung des ligierten pSilencer™ 1.0-U6 Vektors aus dem Agarosegel

Mit Hilfe von Low-Melting-Agarose konnen DNA-Fragmente nach der Elektrophorese
aus dem Gel zuriickgewonnen und zum Klonieren weiter verwendet werden. Diese
Agarose besitzt einen Schmelzpunkt von 65°C. Beim Aufschmelzen der Agarose bei
dieser Temperatur kommt es nicht zu einer Denaturierung der DNA. Der verwendete

pSilencer™ 1.0-U6 Vektor der Firma Ambion (Abbildung 3-1) wurde mit den

Restriktionsenzymen Apa Al und Eco RI linearisiert. Die benotigte DNA-Bande wurde
unter UV-Licht aus dem Gel geschnitten und in ein 2 ml Eppendorf-Cup iiberfiihrt. Das
Gewicht der ausgeschnitten Bande wurde bestimmt und auf ein Volumen von 300-
500 ul mit sterilem Wasser aufgefiillt. Das Gemisch wurde noch mit 1/10 des
Gesamtvolumens 3 M Natriumacetat pH 9,0 versetzt und fiir 10 min bei 65°C im
Heizblock geschiittelt. Die Trennung der Agarose von den Nukleinsduren erfolgte durch
Zugabe von einem Volumen TE-Phenol und starkem Schiitteln fiir 30 sek, bis eine
weille Emulsion entstand. Diese Emulsion wurde fiir 10 min bei 14000 U/min

abzentrifugiert und die wissrige Phase abgenommen und nochmals mit einem Volumen
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Phenol/Chloroform versetzt und zentrifugiert. Dadurch wurden Agaroseriickstinde aus
der wissrigen Phase entfernt. Aus der erhaltenen wéssrigen Phase wurden die

Nukleinsduren gefillt und weiter verwendet.

3.7.77 Plasmidgewinnung aus E.coli Bakterien

Nach der Transformation von Bakterien mit einem Vektor kann man das eingebrachte
Plasmid durch Wachstum der Bakterien vermehren. Dazu wurden die jeweiligen Klone
in unterschiedlichen Mengen LB-Medium (3.6.1) angeimpft, 5 mg/ml Ampicillin
hinzugefiigt und bei 37°C iiber Nacht hochgeschiittelt. Die Ernte der Bakterien erfolgte
durch Zentrifugation fiir 5 min, 6000 U/min und 4°C. Der Uberstand wurde verworfen

und das Bakterienpellet weiter verwendet.

3.7.7.1 Midi-Priparation aus E.coli Bakterien und Plasmidverdau

Die Priparation mittlerer Plasmidmengen aus E.coli diente analytischen Zwecken, wie
z.B. der Sequenzierung oder einem Restriktionsverdau, und wurde mit dem Nucleo-
Bond Kit der Firma Macherey-Nagel durchgefiihrt. Die jeweiligen Klone wurden dafiir
in 50 ml LB-Medium angeimpft und {iber Nacht hochgeschiittelt. Fiir einen
Verdau wurde ein 25 ul Ansatz pipettiert. Dazu wurden 1-3 ul Plasmid-DNA (ca.
600 ng/ml), 1 ul des jeweiligen Enzyms (Bam HI und/oder XholI), 2,5 ul 10-fach
Puffer, 0,5 ul BSA und Reinstwasser (ddH,0O) verwendet. Der Verdau wurde bei 37°C
fiir 1 h im Heizblock durchgefiihrt. Nach dem Verdau und der anschlieenden Trennung
der Nukleinsdauren im Agarosegel konnte festgestellt werden, ob die gewiinschten DNA-

Fragmente im Plasmid eingebaut waren.

3.7.7.2 Maxi-Priparation aus E.coli Bakterien

Zur Transfektion von THP-1 Zellen wurde die Plasmid-DNA mit dem EndoFree
Plasmid Maxi Kit von Qiagen isoliert. Damit konnte eine hohe Ausbeute (~500 pug/ml)
an reiner Plasmid-DNA, die frei von Endotoxinen (LPS) war, erreicht werden. Hierzu
wurden 100 ml LB-Medium mit dem zu isolierenden Klon angeimpft und iiber
Nacht hochgeschiittelt. Auch hier wurde das mitgelieferte Herstellerprotokoll
angewandt. Die Plasmid-DNA wurde je nach PelletgroBe mit TE-Puffer, der im Kit

enthalten war, gelost.
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3.7.8 Plasmidsequenzierung

Die Sequenzierungen der isolierten Plasmide, meist aus einer Midi-Priparation, wurden
von der Sequenzierfirma Agova in Berlin vorgenommen. 1 ug der Plasmid-DNA je
Probe wurde in sterile 1,5 ml Eppendorf-Cups pipettiert und an die Sequenzierfirma
geschickt. Zum Sequenzieren der DNA im pSilencer™ 1.0-U6 Vektor wurden die
Primer P1 und P4 ([Tabelle 5) ausgewihlt und von der Firma Agova verwendet. Die
Analyse und Bestitigung der Sequenzen erfolgte mit der Software BLAST (Tatusova
and Madden 1999).

3.8 RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction)

3.8.1 Reverse Transkription

Die RT-PCR ist eine komplexe Methode und alle physikalischen und chemischen
Parameter der Reaktion sind voneinander abhingig. Sie miissen bei der Optimierung
sorgfiltig ausgewidhlt werden, um Spezifitit, Sensitivitit und Reproduzierbarkeit zu
gewihrleisten. Da RNA nicht als Template fiir die PCR dienen kann, muss die isolierte
mRNA oder Gesamt-RNA mit Oligonukleotidprimern in komplementire DNA (cDNA)
revers transkribiert (RT) werden (Bustin 2000). In der vorliegenden Arbeit wurde dies
mit der reversen Transkriptase M-MLV (moloney murine leukemia virus)
bewerkstelligt, wobei das Arbeitsoptimum des Enzyms zwischen 37 und 42°C liegt. Um
eine komplette Umschreibung von RNA in cDNA zu gewéhrleisten, wurde die RT fiir
30 min bei 42°C durchgefiihrt. Als Primer konnen Oligo-dT-Primer, Hexamerprimer
(random hexamer primer) oder spezifische Primer verwenden werden. Da stets Gesamt-
RNA isoliert wurde, wurden Hexamerprimer, die in den Ready-To-Go RT-PCR beads
(Amersham Biosciences) mitgeliefert wurden, verwendet. Diese "Beads" enthalten
folgende Komponenten fiir einen 50 ul Ansatz: 2,0 U Taq DNA Polymerase, 10 mM
Tris-HCI (pH 9,0), 60 mM KClI, 1,5 mM MgCl,, Nukleotide, 200 uM von jedem dNTP
und M-MLV.
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3.8.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mittels PCR konnen kleinste Mengen an cDNA durch sequentielle Wiederholungen
amplifiziert werden (Entdecker Kary Mullis, 1983). Nach dem Umschreiben von RNA
in cDNA und dem Aufschmelzen der cDNA fiir 5 min bei 95°C in Einzelstringe kommt
es zur eigentlichen PCR. Der erste Schritt ist die sogenannte Denaturierung. Das
Template wird nochmals fiir 30 sek bei 95°C in Einzelstringe aufgeschmolzen. Im
Anschluss wird die Temperatur soweit abgekiihlt, dass die spezifischen Primer an die
DNA hybridisieren kdnnen. Dieser Schritt wird Annealing genannt und findet meistens
bei 55-65°C fiir 20-60 sek statt. Nach der Anlagerung der spezifischen Primer beginnt
die Tag-Polymerase mit der Kettenverldangerung. Dieser Schritt wird Elongation oder
Extension genannt und bei 72°C fiir 20-60 sek durchgefiihrt. Diese drei Schritte werden
je nach eingesetzter Templatemenge in der Regel 20- bis 40-mal wiederholt, um eine
exponentielle Vermehrung der Proben-cDNA im Abschnitt zwischen den Primern zu

bekommen.

3.8.3 Real-time RT-PCR

Durch die Applikation der Fluoreszenz-Technik und passenden Geriten fiir die PCR
konnen nun Amplifikation, Detektion und Quantifizierung in Echtzeit verfolgt werden.
Heutzutage sind die PCR-Gerdte mit einer UV-Lampe und einer CCD-Kamera
ausgestattet, um den fluoreszierenden Farbstoff anzuregen und die emittierten Photonen
zu messen und zu dokumentieren. In der vorliegenden Arbeit wurde der iCycler der
Firma Biorad und der Farbstoff SybrGreen I (Molecular Probes) fiir die Real-time PCR
benutzt (Morrison et al. 1998). SybrGreen I ist ein fluoreszierender Farbstoff, der in
doppelstrangige DNA interkaliert und dann ein hohes Fluoreszenzsignal liefert.
Wihrend der Annealingphase lagern sich nach und nach die Fluoreszenzmolekiile in die
entstehenden Doppelstringen ein. Angeregt durch eine Lichtquelle im Gerédt beginnen
sie zu fluoreszieren. Das von ihnen abgegebene Licht kann von den optischen
Detektoren des Gerites erfasst werden. Der Anstieg der Fluoreszenz in jedem
Reaktionsgefidl wird wihrend der ganzen Reaktion dokumentiert. So kann genau
festgestellt werden, wann die Amplifikation optisch nachweisbar wird und wie lange sie
exponentiell verlduft. Die Benutzung von SybrGreenI ist sehr einfach und

kostengiinstig. Da sich der Farbstoff in jegliche doppelstringige DNA einlagert, kann
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nicht zwischen spezifischem Produkt, Fehlprodukten oder Primerdimeren unterschieden
werden. Mit der anschlieBenden Analyse der Amplifikat-Schmelzkurven kann man
jedoch die entstandenen Produkte gut charakterisieren und Fehlamplifikate entdecken.
Im allgemeinen wurden wihrend der PCR-Etablierung die Produkte durch

Gelelektrophorese kontrolliert.

Es gibt aber noch weitere Moglichkeiten, die Amplifikationen zu quantifizieren:
Molecular-Beacons (Tyagi and Kramer 1996), Hybridisierungssonden meist Lightcyler
(Wittwer et al. 1997) und Hydrolysesonden meist Tagman (Gut et al. 1999, Livak et al.
1995). Auch wenn der Detektionsmarker bei diesen Methoden meist direkt an die
spezifischen Primer gekoppelt ist, muss auch bei diesen Methoden die Spezifitit der

Amplifikate stets iiberpriift werden.

3.8.3.1 Sperzifitit der Produkte

Der Schmelzpunkt, T, ist die Temperatur, bei der nur noch die Hilfte der
komplementidren Sequenzen hybridisiert vorliegen. Mit der Schmelzkurvenanalyse
konnen die entstandenen Amplifikate nach der Lange charakterisiert werden. Man kann
sowohl zwischen dem spezifischen Produkt, als auch zwischen den Fehlprodukten und
den Primerdimeren unterscheiden, da diese in der Regel kleiner sind und deshalb einen
niedrigeren Schmelzpunkt haben. Zur Bestitigung, dass wirklich nur ein Amplifikat,
d.h. die erwartete Linge, entstanden ist, muss die PCR-Reaktion auf ein Agarosegel
aufgetragen werden und ausgewertet werden. Auflerdem ist es ratsam, das entstandene

Produkt nach Optimierung der PCR sequenzieren zu lassen.

3.8.3.2 Effizienz der PCR

Die Effizienz einer PCR ist sehr entscheidend, wenn man spezifische mRNAs
quantifizieren und vergleichen mochte. Diese Amplifikationseffizienz wird bestimmit,
indem man die RNA etwa in 10-fachen Verdiinnungsschritten amplifiziert. Verliuft
eine PCR exakt exponentiell, ist bei logarithmischem Auftrag des Signals liber dem
Schwellenzyklus eine Gerade mit der Steigung -3,320 (2 -’logl0) und ein
Korrelationskoeffizient von 1,000 zu erwarten. Reale MeBwerte kommen dem bei guter

Etablierung der PCR sehr nahe (s. |Abbildung 4-2).
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3.8.3.3 Absolute und relative Quantifizierung

Bei der absoluten Quantifizierung wird anhand einer externen Kalibrierungskurve die
Expression des Zielgens quantifiziert. Bei der relativen Quantifizierung wird die
Expression des Zielgens mit der eines internen Standards (housekeeping gene) von
derselben Probe verglichen. Dabei wird also der gesamte Analysengang von der RNA-
Isolierung bis zur PCR kontrolliert. Als Zielparameter wird der sogenannte Ci-Wert
(threshold cycle) bestimmt. Der Ci-Wert bedeutet die (interpolierte) Zyklenzahl, bei der
das Signal in einer Probe zum erstenmal eine vorher gewihlte Schwellenintensitit
iiberschreitet, die fiir alle Probenplitze in gleicherweise bestimmt wird. Dabei wird die
Differenz zwischen dem C-Wert des Rezeptors und dem Ci-Wert des internen
Standards derselben Probe gebildet (AC,). Der C-Wert in der Kontrollprobe wird von
dem Wert der Behandlung abgezogen (A(AC,)). Es werden also durch den (A(AC)))-
Wert die experimentell bedingten Unterschiede zwischen zwei Proben noch beziiglich
der internen Standards kontrolliert. Der fold change, d.h. die Anderung der RNA-
Expression im Vergleich zur Kontrolle, wird durch Delogarithmieren zur Basis zwei

berechnet. Die Formel ist wie folgt (Applied 1997):

fold change = 2'(A(Act”,

wobei ACt = Ct (Rezeptor) ~ Ct (interner Standard)

und A(AC,) = AC; (Behandlung) ~ AC, (Kontrolle)

Fiir die Quantifizierung wird der Betrag der exponentiellen Amplifikation der DNA-
Fragmente in der PCR ausgenutzt. Als Richtlinie fiir den Schwellenwert C; nimmt man
die Zykluszahl, bei der sich das Fluoreszenzsignal etwa 10-fach vom Hintergrund

zwischen den ersten 10 Zyklen abhebt (= C-Wert).

Ein idealer interner Standard (housekeeping gene) sollte unter den verwendeten
experimentellen Bedingungen stets konstant exprimiert werden, d.h. unter
Kontrollbedingungen wie nach experimentellen Manipulationen konstant bleiben
(Bustin 2000). Als interne Standards werden meistens drei Genprodukte verwendet,
namlich B-Aktin, GAPDH und rRNA, obwohl auch andere beschrieben wurden, wie
z.B. Cyclophillin und 18S RNA. In der vorliegenden Arbeit wurden B-Aktin und

GAPDH verwendet, da experimentelle Manipulationen keine Verdnderungen aufwiesen
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und die absolute Hohe der Expression nahe bei der Expression der spezifischen

Zielgene dieser Arbeit lag.

3.8.3.4 Etablierung der PCR-Parameter

Es ist sehr wichtig, dass alle Parameter und Reagenzien, die in einer spezifischen RT-
PCR benotigt werden, vorher hierfiir optimiert werden. Nicht optimierte
Temperaturprofile und Konzentrationen fiihren zu einer suboptimalen Effizienz der

PCR und zur Bildung von unspezifischen Fehlprodukten und Primerdimeren.

Die Amplifikatlinge fiir die Real-time RT-PCR sollte nicht groBer als 500 bp betragen,
um die Enzyme optimal auszunutzen. Fiir die meisten Experimente wurde initial eine

Gesamt-RNA-Konzentration von 1000 ng pro 50 ul Ansatz verwendet.

Die Auswahl der spezifischen Primer ist von groBler Bedeutung. Mit verschiedenen
Programmen kann die Spezifitit der Primer Genom-weit iiberpriift werden (z.B.
BLAST (Altschul et al. 1997)). Die optimale Linge der Primer sollte 15-25 Nukleotide
betragen und der GC-Gehalt zwischen 40 und 60 % liegen. Die Differenz der
Schmelztemperatur (Ty,) zwischen den beiden Primern, die meistens zwischen 56 und
62°C liegt, sollte nicht mehr als 2-4°C betragen und die eingesetzte Konzentration sollte
zwischen 100-300 nM sein, um einen akzeptablen Bereich der exponentiellen
spezifischen Amplifikate zu erreichen. Eine zu hohe Konzentration fiihrt zur Bildung
von Primerdimeren und eine zu niedrige Konzentration fiihrt zu einem ineffizienten
Annealing. Es ist ratsam am 3'-Ende ein C oder G zu haben, um eine bessere Bindung
und Elongation zu erhalten. Primer sollten keine internen Sekundirstrukturen, wie z.B.
Haarnadeln (hair pins), bilden, weil dann die Bindung an das Template reduziert wird.
AuBerdem diirfen die Primer nicht miteinander hybridisieren und sollten eine sehr
geringe Komplementaritit an ihren Enden besitzen, da dies zur Bildung von

Primerdimeren fiihren kann.

SybrGreen I ist ein fluoreszierender Farbstoff, der in doppelstringige DNA interkaliert.
In geloster Form ist seine Leuchtkraft gering, erhoht sich aber drastisch in DNA-
gebundener Form. SybrGreenl wird direkt in das PCR-Rohrchen gegeben.
Zwischenverdiinnungen von SybrGreenI sollten lichtgeschiitzt im Kiihlschrank

aufbewahrt werden.
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MgCl, ist essentiell als Kofaktor fiir die Tag-Polymerase. Zu hohe Konzentrationen
fordern die Amplifikation unspezifischer Fragmente (Schmierbildung im Agarosegel
sichtbar) und erhohen die Schmelztemperatur. Eine zu niedrige Konzentration fiihrt zu
einem ineffizienten Annealing und reduziert damit die Syntheseeffizienz. In den

Ansitzen wurden Konzentrationen zwischen 1,5 und 4 mM MgCl, verwendet.

Die reverse Transkription wurde immer bei 42°C fiir 30 min durchgefiihrt, da hier die
M-MLYV ihr Arbeitsoptimum hat. Danach erfolgte der erste Denaturierungsschritt bei
95°C fiir 5 min und die weiteren dann bei 95°C fiir 20 sek. Die Annealing-Temperatur
fiir das Andocken der spezifischen Primer wurde fiir jede spezifische mRNA separat
etabliert und lag bei 58 bzw. 60°C fiir 20 sek. Die Verldngerung der Stringe, auch
Extension genannt, wurde durch die Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus, einem
hitzestabilen Bakterienstamm, bewerkstelligt und erfolgte bei 72°C fiir 20 sek. Diese
drei Schritte (=1 Zyklus) wurden 30- bis 40-mal wiederholt. Nach jedem Real-Time
PCR-Lauf erfolgte fiir jede Probe eine Schmelzkurvenanalyse. Diese war wie folgt:
Aufschmelzen bei 95°C fiir 1 min, Erhitzen mit ansteigender Temperatur a 0,5°C fiir
8 sek iiber einen Bereich von 55-98°C. Kontrolliert wird die erste Ableitung der
Fluoreszenzintensititskurve, die genaue Gauss'sche Kurven fiir jedes Amplifikat

erbringen sollte.

Da mit SybrGreen I gearbeitet wurde, musste vor jedem Lauf eine sogenannte "well
factor plate" verwendet werden. Sie diente als allgemeine Kalibrierung der gesamten
Platte und als individuelle Kalibrierung fiir jeden einzelnen Probenplatz. Eine 10-fach
konzentrierte Losung (external well factor solution) wurde von der Firma Biorad zur
Verfiigung gestellt, 1:10 mit DEPC-Wasser verdiinnt und war fiir 3 bis 4

Wochen im Kiihlschrank haltbar.

3.9 RNA interference (RNAi)

RNA interference (RNAi) bezeichnet die experimentelle Ausnutzung eines natiirlichen
Mechanismus der Virusabwehr in den Zellen, mit dem die Expression bestimmter
Genprodukte durch kurze, spezifische, doppelstringige RNA-Molekiile unterdriickt

wird. Indem small interference (si) RNAs nach Entwinden spezifisch an mRNA binden,
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kann die doppelstriangige siRNA/mRNA anschlieBend durch doppelstrangspezifische
Nukleasen rasch abgebaut werden (Zamore 2001, Dykxhoorn et al. 2003).

RNAi-Mechanismus:

Doppelstringige (ds) RNA wird durch das Enzym Dicer, einem Mitglied der RNAse 1T
Familie, in siRNAs gespalten. Diese siRNAs sind meist 21-23 Nukleotide lang und der
Prozess ist ATP-abhingig. Die siRNAs werden dann in den RNA-inducing silencing
complex (RISC) aufgenommen. Obwohl die Aufnahme von siRNAs durch RISC ATP-
unabhiingig ist, benotigt das Entwinden der siRNA-Duplex ATP. Nach dem Entwinden
kann der einzelstringige Gegenstrang (antisense) RISC und mRNA, die eine
komplementire Sequenz aufweist, hybridisieren. Die Target-RNA wird dann spezifisch
von Nukleasen geschnitten. Durch experimentelle Einbringung spezifischer siRNAs
kann dieser natiirliche zelluldre Mechanismus zur spezifischen Unterdriickung eines

Genproduktes verwendet werden.

3.9.1 Herstellung der siRNA Konstrukte und Subklonierung

Plasmide sind zirkuldre, doppelstringige DNA-Molekiile, die sich unabhingig vom
bakteriellen Genom in Bakterien vermehren konnen. Die Minimalausstattung eines
Plasmids besteht aus einem Replikationsstart (ORI, origin of replication), einem
Selektionsgen (meist ein Antibiotikaresistenzgen) und einer Klonierungsstelle (multiple

cloning site), um eine gewiinschte DNA-Sequenz ins Plasmid einbauen zu konnen.

Der in der Arbeit verwendete Vektor (pSilencer™ 1.0-U6) der Firma Ambion ist

3.24 kb lang und besitzt ein Ampicillin-Resistenzgen (Abbildung 3-1). Der pSilencer™

1.0-U6 Vektor wurde freundlicherweise von Frau Dr. Krump-Konvalinkova zur

Verfiigung gestellt.
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Abbildung 3-1: pSilencer™ 1.0-U6 Vektor der Firma Ambion mit den verwendeten Schnittstellen Apa Al
EcoR I, Bam HI und Xho I.

3.9.1.1 Annealing von Oligonukleotiden fiir RNAi
Synthetisierte Oligonukleotide wurden mit DEPC-Wasser (3.3.1) so verdiinnt, dass sie

eine Endkonzentration von 1 pg/ml hatten. Folgender Mix wurde fiir einen Ansatz
pipettiert: 2 ul sense-Oligonukleotide, 2 ul antisense-Oligonukleotide und 46 ul
Annealingpuffer (3.3.4). Die Oligonukleotide wurde fiir 3 min bei 90°C aufge-
schmolzen und langsam auf 37°C abgekiihlt, damit die Oligonukleotide miteinander

hybridisieren konnten. Der Ansatz wurde fiir eine weitere Stunde bei 37°C inkubiert.

3.9.1.2 Ligation mit dem pSilencer™ 1.0-U6 Vektor

Die T4 DNA Ligase katalysiert die Bildung einer Phosphodiester-Bindung zwischen der
5”-Phosphatgruppe und der 3"-Hydroxylgruppe von doppelstringiger DNA. Somit kann
sowohl DNA mit glatten als auch mit iliberhdngenden Enden verkniipft werden. Die
linearisierte DNA des pSilencer™ 1.0-U6 Vektors und die jeweiligen annealten
doppelstriangigen Oligonukleotide wurden so verdiinnt, dass man eine Endkonzentration
von 0,1 pg/ul bzw. 10 ng/ul erhielt. Man setzte immer einen Kontrollansatz und die
verschiedenen Ansitze mit dem spezifischen Insert an. Die Ansdtze wurden leicht

gevortext und iiber Nacht bei 16°C im Wasserbad inkubiert.
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Kontrollansatz:

1 ul Annealingpuffer, 1 ul (ca. 100 ng/ml) linearisierter pSilencer™ 1.0-U6 Vektor, 1 ul
T4 Ligase 10-fach Puffer, 1 ul T4 DNA Ligase, 6 ul Reinstwasser (ddH,0)

Ansatz fiir die Konstrukte:

1 ul verdiinntes Insert, 1 pl linearisierter pSilencer™ 1.0-U6 Vektor (ca. 100 ng/ml),
1 ul T4 Ligase 10-fach Puffer, 1 ul T4 DNA Ligase, 6 ul Reinstwasser (ddH,O)

3.9.1.3 Transformation von kompetenten E.coli Bakterien (DHS) mittels

Hitzeschock

Die Ligationsprodukte wurden aus dem Wasserbad genommen und auf Eis gestellt.
Kompetente E.coli Bakterien wurden aus dem -80°C Gefrierschrank geholt und auf Eis
gestellt, um sie langsam aufzutauen. 2,5 ul Ligationsprodukt bzw. Kontrollansatz
wurden mit 50 pul E.coli Suspension leicht resuspendiert und fiir 30 min auf Eis
inkubiert. In der Zwischenzeit wurden zwei Thermoblocke auf 37°C bzw. 42°C
vorgeheizt. Nach der Inkubationszeit wurden die Eppendorf-Cups fiir 90 sek bei 42°C
(Hitzeschock) gehalten, um eine Penetration in die E.coli Bakterien zu erreichen und
danach fiir 2 min auf Eis gestellt. 150 ul SOCS-Medium, das vom Hersteller
mitgeliefert wurde, wurde in jedes Eppendorf-Cup gegeben und die Bakterien zur
Erholung fiir 45 min bei 37°C im Heizblock unter Schiitteln inkubiert. 100 ul der
jeweiligen Bakteriensuspension wurden auf Agarplatten mit Ampicillin gegeben,

ausgestrichen und iiber Nacht kopfiiber im Brutschrank inkubiert.

3.9.1.4 Klonierung

Eine Klonierung ist die massenhafte, identische Vermehrung eines DNA-Fragments,
was durch Einfiihrung in einen Vektor, mit dem ein Wirtsbakterium infiziert werden
kann, ermoglicht wird. Erst durch die Klonierung kann man grof3e Mengen eines DNA-

Fragments herstellen, die dann fiir Experimente herangezogen werden konnen.

Waren E.coli-Kolonien nach der Transformation mit dem Vektor auf den Agarplatten
gewachsen, wurde frisches autoklaviertes LB-Medium (3.6.1)) mit 5 mg/ml Ampicillin
hergestellt. Eine Kolonie wurde gepickt und 15 ml LB-Medium (3.6.1) angeimpft. Uber

Nacht wurde die Kultur hochgeschiittelt. Sicherheitshalber wurde eine kleine Kultur
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eingefroren @ Aus 2 ml Bakterienkultur wurde eine 100 ml Kultur iiber Nacht
angesetzt, hochgeschiittelt und anschlieBend eine Plasmidpriparation @
durchgefiihrt.

3.9.1.5 Restriktionsanalysen fiir die Konstrukte

Um ein DNA-Fragment in einen Vektor einzubauen, muss die doppelstringige DNA
des verwendeten Vektors mit Restriktionsendonukleasen bzw. Restriktionsenzymen
geschnitten werden. Dabei handelt es sich um bakterielle Enzyme, die bestimmte
Sequenzabschnitte auf der DNA erkennen und schneiden. Die Restriktionsenzyme
erkennen je nach Spezifitiat 4-8 bp in einem DNA-Strang. Die Erkennungssequenzen
sind meist Palindrome, d.h. symmetrisch und damit in beiden Stringen gleich
aufgebaut. Am hiufigsten werden Enzyme mit Erkennungssequenzen von sechs Basen
verwendet. Um den verwendeten pSilencer™ 1.0-U6 Vektor zu linearisieren, wurden

die Restriktionsenzyme Apa I und EcoR I verwendet.

Die eingesetzte Enzymmenge wird in Units (U) angegeben, dabei schneidet 1 U Enzym
1 ug doppelstringige DNA pro Stunde. Das Temperaturoptimum der eingesetzten
Enzyme wurde dem Herstellerprotokoll entnommen, der verwendete Puffer wurde
mitgeliefert. Der Verdau wurde bei 37°C im Heizblock fiir 60 min durchgefiihrt. Die
Restriktionsenzyme BamH 1 und Xho I wurden verwendet. Fiir einen 25 pul Ansatz
wurden folgende Reagenzien verwendet: 2,5 ul 10-fach Puffer, 1-3 ul DNA (ca. 500-
600 ng/ml), 1 pul von jeweiligem Enzym, 0,5 ul BSA (dient zur Enzym-Stabilisierung)
und Reinstwasser (ddH,0).

3.9.1.6 Transfektion von THP-1 Zellen

Zellen konnen auf unterschiedlichste Weise mit Plasmiden transfiziert werden, z.B.
mittels Endo- oder Phagocytose, Fusion mit der Zelle, Elektroporation, Mikroinjektion
oder verschiedener Virensysteme. In der vorliegenden Arbeit wurde Metafectene der
Firma Biontex und der Cell Line Nucleofector™ KitV der Firma Amaxa (das
Nucleofector™ Geridt von Amaxa wurde von Dr. Stefan Linder freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt) verwendet. Die zu transfizierenden Zellen sollten im
proliferierenden und vitalen Zustand und die DNA frei von Endotoxinen (LPS) sein,

was durch die Verwendung des EndoFree Kits von Qiagen gesichert wurde. Die
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Transfektionseffizienzen von THP-1 Zellen wurden mit einem GFP-Vektor (pGFP.C I,
green fluorenscence protein, von Frau Dr. Krump-Konvalinkova freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt) ausgetestet. GFP ist ein fluoreszierendes Quallenprotein, das ein
dhnliches Anregungs- und Emissionsspektrum wie Fluorescein hat. THP-1 Zellen
wurden mit verschiedenen DNA- und Metafectene-Konzentrationen und fiir
verschiedene Zeiten bzw. mit dem Cell Line Nucleofector™ Kit V fiir unterschiedliche
Zeiten nach Protokoll transfiziert und die Transfektionseffizienzen mittels Durchfluss-

zytometrie gemessen.

3.9.1.7 Stabile Transfektion von THP-1 Zellen

Eine stabile Transfektion zeichnet sich dadurch aus, dass die Fremd-DNA in das Genom
der Zellen stabil (d.h. dauerhaft) eingebaut wird. In der vorliegenden Arbeit wurde eine
Kotransfektion mit dem jeweiligen Konstrukt und dem G418-Vektor (pcDNA3; von
Frau Dr. Krump-Konvalinkova freundlicherweise zur Verfiigung gestellt) durchgefiihrt,
da dieser eine Geneticin-Resistenz aufweist, was zur Selektion erfolgreich transfizierter
Zellen benutzt werden kann. Nach verschiedenen Vorversuchen wurden 600 pg/ml
Geneticin in dem RPMI-Medium (B.5.1) zur Selektion erfolgreich transfizierter Zellen

verwendet.

3.9.1.8 Transiente Transfektion von THP-1 Zellen

Transfizierte Fremd-DNA wird in den Zellen meist nach einigen Tagen wieder
ausgeschleust oder abgebaut. Deshalb sind transiente Transfektionen nur fiir
Kurzzeitversuche geeignet. In der vorliegenden Arbeit wurden die Zellen fiir 24 h mit
dem Cell Line Nucleofector™ Kit V nach Protokoll transfiziert, das Medium gewechselt
und die Zellen inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde Gesamt-RNA isoliert und die

interessierenden Transkripte mittels Real-time RT-PCR quantifiziert.

3.10 Durchflusszytometrie/FACS

Die Durchflusszytometrie, in der praparativen Form auch FACS (fluorescence activated
cell sorting) genannt, ist ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung optischer
Merkmale, wie Granularitit, GroBe oder durch Fluoreszenzfarbstoff-markierte

Antikorper detektierte Oberflaichenmolekiile oder intrazellulire Proteine auf
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Einzelzellebene. Zur Analyse werden die Zellen einer Zellsuspension in einem
Kapillarstrom an einem gebiindelten Laserstrahl geeigneter Wellenldnge vorbei geleitet.
Bei exakter Anregung der Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes durch den
monochromatischen Laserstahl werden diese auf ein hoheres Energieniveau gehoben.
Nach dem Laserpuls fallen die Elektronen unter Abgabe von Energie (in Form von
Photonen) auf ihr Ursprungsniveau zuriick. Die emittierte Photonen-charakteristische
Wellenldnge, die durch einen Photodetektor registriert wird, verhilt sich proportional
zur Menge an gebundenen Antikorpern/Zelle, was fiir alle analysierten Zellen als
Histogramm-Plots dargestellt werden kann. Zusitzlich werden durch die Lichtbeugung
und Lichtstreuung (auch als forward scatter (FSC) und sideward scatter (SSC)
bezeichnet) Informationen iiber die GroB3e und die Granularitdt der Zellen gewonnen,

was man anhand eines Dot-Plots gegeneinander auftragen kann.

Eine gleichzeitige FACS-Messung mit Antikorpern, die mit verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen markierte sind, ist moglich, weil sich die geeigneten Farbstoffe
bei einer gemeinsamen Wellenlidnge anregen lassen, aber iiber unterschiedliche, fiir den
jeweiligen Farbstoff charakteristische Emmisionsfrequenzen verfiigen. Bei FITC ist das
Absorptionsmaximum bei 495 nm und Emissionsmaximum bei 519 nm. Man kann aber
auch Farbstoffe detektieren, die von den Zellen selbst produziert werden, wie z. B. GFP,

welches als Kontrolle der Transfektionseffizienz genutzt werden kann.

3.10.1 Oberflichenproteine

3.10.1.1 CD36-Fiarbung

Der Oberflichenrezeptor CD36 ist der quantitativ wichtigste Scavenger Rezeptor
, der die Aufnahme von modifiziertem LDL vermittelt. Nach der experimentellen
Inkubationszeit wurden THP-1 Zellen in einem 15 ml Falcon-Rohrchen gesammelt und
bei 1000 U/min fiir 5 min zentrifugiert. Danach wurden die Zellen mit HHMC-Losung
( gewaschen und in 96-Lochrundbodenplatten verteilt und nochmals zentrifugiert
(1000 U/min, 5 min, 10°C). Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt und unspezifische
Bindestellen durch Vorinkubation mit 5 % Humanserum fiir 30 min auf Eis gesittigt.
Nach zweimaligem Waschen mit HHMC-Lsung wurden die Zellen entweder

mit einem irrelevanten primédren Antikorper (Isotyp-Kontrolle, 1:100) oder einem
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spezifischen CD36 (FA6, 1:40) Antikorper fiir 45 min auf Eis inkubiert. Die Zellen
wurden erneut zweimal mit HHMC-Losung (IBEI) gewaschen und wieder bei
1000 U/min fiir 5 min zentrifugiert. Der sekundére, FITC-gekoppelte Antikérper wurde
1:100 verdiinnt und fiir 45 min auf Eis inkubiert. Nach zweimaligem Waschen wurden
die Zellen mit 3,7 %-igem PFA fixiert und in FACS-Rohrchen iiberfiihrt. Die
Auswertung erfolgte mit der Software CELLQuest™ im Durchflusszytometer der Firma

Becton Dickinson.

3.10.1.2 ICAM-1-Firbung

Mit Ausnahme des ICAM-1 spezifischen Antikorpers (anti-CD54) wurde das gleiche
Farbeprotokoll wie fiir die CD36-Firbung verwendet. Beide primédren Antikorper
(Isotyp-Kontrolle und ICAM-1) wurden 1:100 mit HHMC-L6sung verdiinnt.
Der sekundire Antikorper ist der gleiche wie bei 3.10.1.1.

3.10.2 Intrazellulire Proteine

Mochte man intrazellulidre Proteine im Durchflusszytometer messen, miissen die Zellen
vor der Farbung permeabilisiert werden. Es gibt dazu verschiedene Moglichkeiten. In
dieser Arbeit wurden die Zellen mit eiskaltem 100 %-igem Methanol fiir 45 sek
permeabilisiert. Es ist wichtig, die optimale Permeabilisierungsdauer auszutesten, da zu
kurze Zeiten die Zellmembran nicht ausreichend fenestrieren und zu lange
Permeabilisierung die Zellmembran so zerstoren konnen, dass dadurch intrazellulidre

Proteine ausgeschwemmt werden.

3.10.2.1 PPARYy-Firbung

PPARY ist ein wichtiger nukledrer Transkriptionsfaktor (1.5.2) fiir zahlreiche Gene des
Lipidstoffwechsels und der Adipogenese. THP-1 Zellen wurden nach den
experimentellen Inkubationen in 15 ml Falcon-Rohrchen gesammelt und abzentrifugiert
(1000 U/min, 5 min, RT). Die Zellen wurden in HHMC-L6sung ( aufgenommen
und auf eine 96-Lochrundbodenplatte verteilt. Nach dem Zentrifugieren (1000 U/min,
5 min, 10°C) wurde der Uberstand vorsichtig entfernt und das Zellpellet mit 100 pl
eiskaltem Methanol fiir 45 sek permeabilisiert. Sofort wurde 100 ul HHMC-Losung
( zum Neutralisieren in die Vertiefungen gegeben und abzentrifugiert
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(1000 U/min, 5 min, 10°C). Die 96-Lochrundbodenplatte wurde nochmals mit HHMC-
Losung (@) gewaschen, um das Methanol vollstindig zu entfernen. Durch
Vorinkubation mit 5 % Humanserum fiir 45 min auf Eis wurden die unspezifischen
Bindungsstellen gesittigt. Nach zweimaligem Waschen wurden die Zellen entweder mit
Isotyp- oder PPARY-Antikorper (beide 1:100 verdiinnt) fiir 45 min auf Eis inkubiert.
Die Zellen wurden mit HHMC-Lsung (|33_TZ|) zweimal gewaschen und abzentrifugiert
(1000 U/min, 5 min, 10°C). Der sekundidre FITC-gekoppelte Antikorper wurde fiir
45 min inkubiert und war der gleiche wie unter M

3.11 Western Blot

Die GroBentrennung zur Untersuchung der Proteinfraktionen fand im SDS-
Polyacrylamid-Gel statt. Bei dieser Trennung wird das Protein durch das Detergens
Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert, gleichzeitig erhilt der Komplex aus Protein
und SDS eine stark negative Ladung. Diese Ladung ist proportional zur GroBe des
Proteins, wobei die Proteineigenladung vernachldssigt werden kann. Die
Wanderungsgeschwindigkeit eines so geladenen Proteins in einem elektrischen Feld

wird nur durch das Molekulargewicht der Proteine beeinflusst.

3.11.1 Gesamtproteinextraktion aus PMA -differenzierten THP-1 Zellen

Vor dem Arbeiten mit Proteinen ist es wichtig, Handschuhe zu tragen, um keine
Degradierung durch ubiquitidr vorhandene Proteasen zu verursachen. Aullerdem sollte
stets mit sterilen Pipettenspitzen, Eppendorf-Cups und Reagenzien/Losungen gearbeitet

werden. Alle Zentrifugationsschritte sollten bei 4°C durchgefiihrt werden.

Die Petrischalen mit PMA-differenzierten THP-1 Zellen (2x106/m1) wurden auf eine
mit Eis gefiillte Metallplatte gelegt, um sofort Proteasen und andere Enzyme zu
inaktivieren. Das Medium wurde mit einer 10 ml Pipette abgesaugt und verworfen. Die
Petrischalen wurden mit 5 ml kaltem PBS (+ Mg**/Ca®") abgespiilt. Die adhirenten
Zellen wurden mit einem Zellschaber abgekratzt und in ein vorgekiihltes 15 ml Falcon-
Rohrchen tiberfiihrt. Nach dem Abzentrifugieren (5 min, 1000 U/min, 4°C) wurde der
Uberstand verworfen. 300-400 ul Lysepuffer (3.3.5) mit der entsprechenden Menge an
Protease-Inhibitor-Mix und PMSF wurden zum Pellet gegeben und gut
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resuspendiert. Das Ganze wurde in ein vorgekiihltes 2 ml Eppendorf-Cup tiberfiihrt und
fiir mindestens 30 min auf Eis inkubiert. Die Proben wurden abzentrifugiert (10 min,
14000U/min, 4°C) und der Uberstand in ein neues 0.2 ml Eppendorf-Cup iiberfiihrt. Die
Proteinmenge wurde mit dem D¢ Protein Assay der Firma Biorad nach dem
Herstellerprotokoll bestimmt. Die Proben wurden bis zum Gebrauch bei -80°C
aufbewahrt. Die Gesamtproteinextraktion erfolgte nach DiDonato et al. (DiDonato et al.

1997).

3.11.2 Cytosol-Kern-Extraktion aus PMA-differenzierten THP-1 Zellen

PMA-differenzierte THP-1 Zellen (2x106/m1) wurden in ein 15 ml Falcon-Rohrchen
tiberfiihrt und zentrifugiert (1000 U/min, 5 min, RT). Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet mit 1 ml eiskaltem PBS resuspendiert, in ein 2 ml Eppendorf-Cup
iiberfiihrt und nochmals zentrifugiert (2000 g, 1 min, 4°C). Nachdem der Uberstand
verworfen wurde, wurde den Zellen 100 ul hypotonischer Puffer ( zugegeben,
um die Zellmembranen zu destabilisieren. Nach dem Zentrifugieren (5000 g, 1 min,
4°C) wurde der Uberstand verworfen und 300 ul Lysepuffer zum Pellet
gegeben und resuspendiert, indem man das Eppendorf-Cup iiber ein "Rack" zweimal
entlang zog und fiir 10 min auf Eis inkubierte. Danach wurden die Zellen zentrifugiert
(8000 g, 1 min, 4°C) und der Uberstand in ein 0.2 ml Eppendorf-Cup iiberfiihrt; dies
entsprach der Cytosolfraktion. Dem Pellet wurde 1 ml 0,02 M KCI-Puffer mit 22 %
Glycerol ( zugegeben und fiir 15-30 min auf Eis inkubiert, damit das Glycerol in
das Pellet gelangen konnte. Wieder erfolgte ein Zentrifugationsschritt (8000 g, 1 min,
4°C). Der Uberstand wurde komplett verworfen. Zuerst wurden 41 ul 0,02 M KCI-
Puffer (3.3.6.3) zugegeben, wobei sich das Pellet vom Boden des Eppendorf-Cups 16sen
sollte und danach 39 ul 0,6 M KCI-Puffer zugesetzt und sofort gevortext. Nach
der Inkubationszeit (30 min-1h) auf Eis wurden die Zellen zentrifugiert (8000 g,
15 min, 4°C) und der Uberstand, der nun der Kernfraktion entsprach, wurde in ein neues
0,2 ml Eppendorf-Cup iiberfiihrt. Die Proteinmenge wurde mit dem D, Protein Assay
von der Firma Biorad nach dem Herstellerprotokoll bestimmt. Die Proben wurden bis
zum Gebrauch bei —80°C aufbewahrt. Die Cytosol-Kern-Extraktion erfolgte nach
Alksnis et al. (Alksnis et al. 1991).
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3.11.3 Proteinbestimmung nach Lowry

Proteine bilden mit Cu**-Ionen in alkalischer Losung einen Komplex (Biuret-Reaktion)
und die Cu®*-Ionen aus der Biuret-Reaktion bilden mit dem Folin-Ciocalteau Reagenz
einen instabilen blauen Komplex, der als MaB3 der Proteinkonzentration dient (Lowry et

al. 1951).

Die Proteinbestimmung der Proben wurde mit dem unten stehenden Protokoll

durchgefiihrt:
Losung A: 2 % Na,COs3, 0,16 % Na-Tartrat, 1 % SDS, ad 500 ml NaOH (0.1 N)
Losung B: 4 % CuSo4 (in Reinstwasser (ddH,0))
Losung C: 1 ml Losung B + 100 ml Losung A
(3 ml pro Probe)
Losung D:  Reinstwasser (ddH,O) + Folin Ciocalteau Reagenz (1:1)
(300 pul pro Probe)

1000 pl Reinstwasser (ddH,0O) diente als Nullabgleich. Die Proben wurden verdiinnt,
indem man 10 pl bzw. 20 pul mit 990 pl bzw. 980 ul Reinstwasser (ddH,O) mischte.
3 ml Losung C (Losung A + Losung B) und 300 ul Losung D wurden zu den Proben
gegeben, gevortext und entweder bei RT fiir 30 min oder bei 60°C fiir 10 min inkubiert,

im Photometer bei 560 nm gemessen und an einer BSA-Eichgerade quantifiziert.

3.11.4 Polyacrylamidgele fiir Western Blot

Fiir kleine Proteine (30-60 kDa) wurde ein 10 % Polyacrylamidgel und fiir grof3e
Proteine (> 200 kDa) ein 6 % Polyacrylamidgel verwendet. Die Proteinproben wurden
vor dem Auftragen im Verhiltnis 5:1 mit Probenpuffer (3.3.8.6) gemischt und im Falle
der kleinen Proteine fiir 5-10 min bei 95°C erhitzt, um eventuell vorliegende Multimere
zu denaturieren. Bei den groflen Proteinen wurden die Proben nicht gekocht, da es zu
Aggregationen der Proteine kommen kann. Dies fiihrt dazu, dass die Proteine nicht in
das Laufgel eintreten konnen. Um die Proteingrofe zu bestimmen, wurde immer ein
GroBenmarker parallel aufgetragen. Die Gele liefen fiir 45-60 min bei einer konstanten

Spannung von 200 V im Laufpuffer (3.3.8.2).
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3.11.5 Transfer der Proteine auf Nitrocellulosemembran

Mittels SDS-PAGE aufgetrennte Proteine konnen elektrophoretisch auf eine
Nitrocellulosemembran, die hohe Proteinbindungskapazitit besitzt, {ibertragen werden.
Um die Proteinbindungsstellen zu aktivieren, versetzt man den Transferpuffer (
mit 20 % Methanol. Das SDS-Gel wird auf eine Nitrocellulosemembran und diese
zwischen mehrere Schichten Whatmanpapier gelegt, welche zuvor in Transferpuffer
( getrankt wurden. Es ist wichtig darauf zu achten, dass sich keine Luftblasen
zwischen Membran und Gel befinden. Der Transfer der Proteine vom Gel auf die
Membran erfolgte in einer Blotkammer (Halbtrockenzelle) von Biorad bei 100 V und

0,14-0,20 mA fiir eine Stunde.

3.11.6 Inkubation mit Antikorpern und Immundetektion

Die Nitrocellulosemembran kann nun mit verschiedenen Antikdrpern inkubiert werden,
wodurch spezifische Proteine auf der Membran markiert werden und spiter auf einem
Negativfilm sichtbar gemacht werden konnen. Zuvor wurde die Membran jedoch mit
5 % Magermilch geblockt, um unspezifische Bindungsstellen auf der Membran zu
sattigen. Dies geschieht durch eine 1-stiindige Inkubation im Blockierungspuffer
(. In der vorliegenden Arbeit wurden folgende primére AntikOrperlosungen

verwendet:

PPARY: 55 kDa rabbit, 5 % BSA, 1:1000, iiber Nacht, 4°C
ABCAL: 220 kDa rabbit, 3 % Magermilch, 1:1000, 1 h RT
LXRo: 64 kDa rabbit, 5 % Magermilch, 1:500, iiber Nacht,
4°C
IxB-o (C-21): 41 kDa rabbit, 5 % Magermilch, 1:1000, 1 h RT
phospho-IkB-a. (Ser32/36): 40 kDa mouse, 5 % BSA, 1:1000, iiber Nacht, 4°C
p65 (C-20): 65 kDa rabbit, 5 % Magermilch, 1:1000, 1 h RT
pS0 (NLS-G): 50 kDa goat, 5 % Magermilch, 1:1000, 1 h RT

B-Aktin (AC-74): 47 kDa mouse, 5 % Magermilch, 1:5000, 1 h RT
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Mit den sekundidren Antikdrpern (HRP-markiert) wurden die primidren Antikorper
detektiert. Dies wurde fiir 1 h bei RT durchgefiihrt. Die Membranen wurden mit
TBS/Tween-Puffer (B.3.8.4) dreimal fiir 5 min unter leichtem Schiitteln gewaschen und
fir 1 min in einer ECL-Losung (Chemilumineszenz) der Firma Pierce inkubiert.
AnschlieBend wurden die Membranen auf einem Film exponiert, entwickelt und zum

Trocknen aufgehéngt.

Folgende sekundire Antikorper wurden verwendet:
anti-mouse: 5 % Magermilch, 1:2000, 1 h bei RT
anti-rabbit: 5 % Magermilch, 1:2000, 1 h bei RT

anti-goat: 5 % Magermilch, 1:2000, 1 h bei RT

3.12  Arbeiten mit Lipoproteinen

3.12.1 Isolierung von Lipoproteinen aus Plasma

LDL wurde aus Vollblut von gesunden und niichternen Spendern gewonnen, indem
man 3 ml EDTA (4 % in 0,9 % NaCl) in eine 50 ml Spitze vorlegte. Das Blut wurde auf
zwei 50 ml Falcon-Rohrchen aufgeteilt und bei 4000 U/min, 20 min, 10°C
abzentrifugiert, um das Plasma zu gewinnen. Je 6 ml vom Uberstand wurden in sechs
Ultrazentrifugen-Rohrchen, die zuvor mit Aceton und Reinstwasser (ddH,O) ausgespiilt
wurden, iiberfiihrt, an der Waage austariert und in der Ultrazentrifuge (L7 UZ,
Beckmann; SW 40 Rotor), die auf 10°C vorgekiihlt wurde, zentrifugiert (13000 U/min,
15 min, 10°C). In der Zwischenzeit wog man 11,07 g KBr ab, zerrieb es mit einem
Morser und gab es in ein 50 ml Falcon-Rohrchen. Aus dem zentrifugierten Plasma
wurden aus jedem Rohrchen 4,5 ml entnommen, in das KBr-Rohrchen gegeben und
leicht geschwenkt. Die Losung darf nicht schiumen. Danach wurden 4 ml von diesem
Gemisch in sechs Ultrazentrifugen-Rohrchen, die zuvor mit Aceton und Reinstwasser
(ddH,0) ausgespiilt wurden, gegeben. Dabei diirfen die Wiande der Rohrchen nicht
beriihrt werden. Um VLDL, LDL und HDL zu trennen, wurden drei
Dichtegradientenlosungen (D 1, D2 und D 3; vorsichtig am Rohrchenrand
iibereinander geschichtet. Zuerst D 1 (3 ml), dann D 2 (3 ml) und zuletzt D 3 (2 ml).

Man tarierte die Rohrchen mit D3 an der Waage aus und zentrifugierte sie bei
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36000 U/min, 10°C, fir 20 bis 24 h. Danach wurde die LDL- und HDL- Schicht
abpipettiert, iiber Kartuschen (|3T[_ZTZ|) entsalzt, die Proteinmenge nach Lowry (@
bestimmt und weiterverarbeitet. Die LDL-Préaparation erfolgte nach Schulz et al.

(Schulz et al. 1995).

3.12.2 Entsalzung von nativem LDL (natL.DL)

Wurde natives LDL zur Herstellung von oxidiertem LDL verwendet, musste es zuvor
entsalzt werden. Die vorhandenen Salze sind zum einen toxisch fiir die Zellen und zum

anderen muss das EDTA fiir die Oxidation entfernt werden.

Dazu wurden Econo-Pac 10 DG Séulchen verwendet. Die Sdulchen wurden mit 20 ml
PBS-Puffer ( gespiilt. Nach dem Spiilvorgang wurden 2 ml natives LDL auf die
Saulchen gegeben und mit 5-10 ml PBS-Puffer nachgespiilt. Aufgefangenes LDL wurde
in speziellen Papierhiitchen (Centriflo cones) durch Zentrifugation aufkonzentriert,
indem man mehrere Male fiir 20 min bei 2200 U/min bei 4°C zentrifugierte. Am Ende
wurde zusitzlich einmal mit 5 ml PBS-Puffer nachgespiilt, zentrifugiert und das LDL in
ein 15 ml Cup iiberfiihrt. Nachdem die Proteinkonzentration bestimmt wurde,
wurde natives LDL lichtgeschiitzt im Kiihlschrank aufbewahrt und war fiir 2 Wochen

haltbar.

3.12.3 Herstellung von oxidiertem LDL (oxLDL)

Die Herstellung von oxidiertem LDL erfolgte nach Schulz et al. (Schulz et al. 1995).
Die Oxidation von LDL wurde mit CuCl, oder CuSO,4 durchgefiihrt, wobei vorher eine
Entsalzung iiber Kartuschen erfolgen musste , um das EDTA, das die Cu**-
Ionen abfangen wiirde, zu entfernen. Das LDL wurde mit einer Proteinkonzentration
von 200 pug/ml fiir 20 bis 24 h bei 37°C mit 5 uM CuSO4 bzw. 10 uM CuCl, oxidiert
und die Reaktion am néchsten Tag mit EDTA (0,24 mM) gestoppt. Das oxidierte LDL
wurde anschlieBend mit PBS-Puffer (3.3.9.2) gewaschen und in speziellen
Papierhiitchen (Centriflo Cones) aufkonzentriert. Mittels Lowry wurde die
Probenkonzentration berechnet und das oxidierte LDL in einer Konzentration von

100 pg/ml fiir Experimente eingesetzt.
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3.12.4 Delipidierung von HDL (dHDL)

Die Delipidierung von HDL erfolgte nach Osborne (Osborne 1986). 250 ul HDL
wurden langsam und tropfchenweise in 3 ml kaltes, vortexendes Methanol (100 %-ig),
das in ein 50 ml Falcon-Rohrchen vorgelegt wurde, gegeben. Es ist wichtig, darauf zu
achten, dass die Tropfen das Methanol treffen und nicht den Rohrchenrand. Danach
wurden 7 ml kalter Diethyl-Ether in die vortexende Losung gegeben und fiir 10 min auf
Eis stehen gelassen. Die Rohrchen wurden zentrifugiert (1000 U/min, 5 min, 4°C) und
der Uberstand verworfen. Erneut versetzte man das Pellet mit kaltem Diethyl-Ether
(10 ml), wihrend das Falcon-Rohrchen gevortext wurde. Nach einer 10-miniitigen
Inkubationszeit auf Eis wurden die Rohrchen bei 1000 U/min fiir 5 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und mit Stickstoff getrocknet. Danach wurde das Pellet
mit 250 ul Resolubilisierungs-Losung (3.3.9.3) gelost, steril filtriert und bei 4°C
lichtgeschiitzt aufbewahrt.

3.12.5 Zellulire Lipidextraktion und Cholesterin-Messung

Die Zellen wurden in ein 15 ml Falcon-Rohrchen gesammelt und bei 1000 U/min, 5 min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet wurde zweimal mit
PBS gewaschen, zentrifugiert und der Uberstand vollstindig verworfen, um das FCS,
das im Medium vorhanden ist, zu entfernen. Dreimal wurde 200 ul kaltes Methanol
zugegeben und nach jeder Zugabe gevortext, bis sich alles gut vermischt hatte. Danach
gab man 1,2 ml kaltes Chloroform hinzu und vortexte nochmals. Zuletzt versetzte man
das resuspendierte Pellet mit 450 ul 0,88 %-igen kaltem KCI, vortexte und
zentrifugierte es bei 3000 U/min fiir 3 min, um eine bessere Phasentrennung zu erhalten.
Die obere wissrige Phase wurde abgenommen, 163 ul Methanol und 163 ul 0,88 %-ige
KCI hinzugefiigt, gevortext und abzentrifugiert (3000 U/min, 3 min, RT). Mit einer
Pipettenspitze entnahm man die untere Phase, in der die Fette gelost waren, und
tiberfiihrte sie in ein 2 ml Eppendorf-Cup. Mit einer Vakuumzentrifuge wurden die
Losungsmittel verdampft. Nach dem Trocknen wurde peroxidfreies Dioxan hergestellt,
was mit Katecholamin-Sdulchen der Firma Chromsystems, die aktiviertes
Aluminiumpulver enthielten, bewerkstelligt wurde. Nun stellte man sich eine 1:1 (2-
Propanol/Dioxan) Losung her (Cho 1983) und gab 25 ul von diesem Gemisch auf das

getrocknete Pellet. Um den Cholesteringehalt der Proben zu messen, wurde 1 ml
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Cholesterin-Assay-Losung der Firma Rolf Greiner in eine Plastikkiivette vorgelegt und
mit 10 ul gelostem Pellet versetzt. Nach einer 10- bis 15-miniitigen Inkubationszeit
wurde der Cholesteringehalt photometrisch bei 546 nm gemessen. Die Extraktion wurde

nach dem Protokoll von Folch und Kollegen modifiziert (Folch et al. 1957).

3.12.6 Zellulirer Lipid-Aufnahme-Efflux-Assay

THP-1 Zellen und PMA-differenzierte THP-1 Zellen wurden mit IL-10 (10 ng/ml) oder
PBS fiir 24 h vorinkubiert. Bis zum Ende des Versuches wurde den Zellen alle 24 h IL-
10 oder PBS zugegeben. Nach der 24-stiindigen Vorinkubation wurden die Zellen mit
100 pg/ml oxLDL (B.12.3) oder PBS-Puffer fiir 48 h versetzt. Danach wurden
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, um das oxLDL, das von den Zellen nicht
aufgenommen wurde, zu entfernen. Fiir weitere 24 h wurden die Zellen mit 20 pg/ml
dHDL (als Cholesterinakzeptor; [3.12.4) oder Resolubilisierungslosung (B.3.9.3)
inkubiert (Abbildung 3-2). Nach dem Versuchsende wurden die zelluliren Lipide

mittels Methanol-Chloroform extrahiert und der zellulire Cholesteringehalt

photometrisch gemessen (8.12.5).

e
! ! ! ! !

-24h Oh 24h 48 h 72 h
IL-10 oder PBS IL-10 oder PBS IL-10 oder PBS 3x mit PBS waschen Methanol-Chloroform-
100 pg/ml oxLDL IL-10 oder PBS Extraktion

20 pg/ml dHDL

Abbildung 3-2: Schematischer Pipettierplan fiir den Lipid-Aufnahme-Efflux-Assay bei THP-1 Zellen und
PMA-differenzierten THP-1 Zellen.

3.13 Fettfirbung mittels Oil Red O

Das Firbeprotokoll wurde nach Moore et al. modifiziert (Moore et al. 1998). THP-1
Zellen wurden mit 160 nM PMA entweder in 6-Lochrundbodenplatte oder Petrischalen,
die einen Durchmesser von 10 cm hatten, fiir 72 h ausdifferenziert. Danach wurden die
Zellen + 10 ng/ml IL-10, + 100 pg/ml oxLDL und + 20 ug/ml dHDL (B.12.4)
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und

fiir 30 min mit einer 3,7 %-igen PFA-Losung fixiert. Danach wurde die PFA-Losung



Material und Methoden 63

entfernt, indem die Platten dreimal mit Reinstwasser (ddH,O) abgespiilt wurden. Bei
einer 6-Lochrundbodenplatte wurden 1 ml pro Vertiefung und bei einer Petrischalen
3ml 0,3 %-ige Oil Red O Fiérbelosung @) verwendet und fiir 30 min inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen mit Reinstwasser (ddH,O) wurden die Schalen auf einem

Zellstofftuch abgetropft und photographiert.

3.14 Messung von zyklischem AMP (cAMP)

cAMP wurde mit dem Enzym-Immunoassay-Kit der Firma Assay Designs gemessen.
Es war wichtig das komplette RPMI-Medium zu entfernen, da das Medium
selbst schon einen hohen cAMP Wert (> 350 pmol/ml) hatte. Dazu wurden die Zellen
dreimal mit PBS gewaschen und abzentrifugiert (1000 U/min, 5 min). Fiir die
Experimente wurden die Zellen in PBS gehalten und entweder mit 10 ng/ml IL-10,
100 nM Iloprost als Positivkontrolle oder PBS fiir 30 min und 3 h inkubiert. Nach der
Inkubationszeit zentrifugierte man die Zellen ab (1000 U/min, 5 min) und lysierte sie
mit 500 ul bzw. 1 ml 0,1 M HCI-L6sung. Nach 15-miniitiger Lyse der Zellen wurden
diese abzentrifugiert (2000 U/min, 5 min) und der Uberstand in ein neues Eppendorf-
Cup iiberfiihrt. Die Proben wurden bis zum Gebrauch bei -20°C aufbewahrt. Die
Durchfiihrung erfolgte nach dem Herstellerprotokoll und wurde bei 405 nm im

TECAN-Reader der Firma GENios gemessen.

3.15 TransAM™ Assay fiir die NFxB Untereinheiten pS0 und p65

Um den Einfluss von IL-10 auf die beiden NFkB Untereinheiten p65 und p50 zu
untersuchen, wurde aufler Western Blot ein spezifischer Assay (TransAM™
NFxB fiir p5S0 und p50) der Firma Active Motif verwendet. Dieser Kit enthielt
immobilisierte Oligonukleotide des NFxB-Bindemotivs, an deren DNA-Sequenz die
aktive Form von NFxB, die in den Kernextrakten enthalten war, binden konnte. PMA-
differenzierte THP-1 Zellen wurden mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS fiir 1, 2 und 4 h
inkubiert und einer Cytosol-Kern-Extraktion unterzogen. Die Kernextrakte
wurden in einer Konzentration von 2 pg/ml fiir p50 bzw. 5 ug/ml fiir p65 verwendet.
Die Durchfiihrung erfolgte nach dem Herstellerprotokoll und wurde bei 450 nm und

690 nm im TECAN-Reader der Firma GENios gemessen.
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4.1 Etablierung der Real-time RT-PCR

Optimale Bedingungen fiir die Real-time RT-PCR sind eine obligate Voraussetzung, um
verschiedene Rezeptoren parallel quantifizieren und vergleichen zu konnen. Die
Etablierung wurde fiir jeden einzelnen Rezeptor und jeden einzelnen Zelltyp (THP-1
Zellen, PMA-differenzierte THP-1 Zellen und PBMCs) ausgetestet. Dazu wurde aus
einer Zellpassage die Gesamt-RNA isoliert ( und als RNA-Pool fiir die
Etablierung verwendet. Man benutzte immer 3 bis 4 verschiedene RNA-Pools, um die
Bedingungen zu testen und zu verifizieren. Nach der Isolierung wurde die Gesamt-RNA
einer DNase Behandlung ( unterzogen, die RNA-Konzentration ( bestimmt
und die verschiedenen Rezeptoren mittels Real-time RT-PCR amplifiziert und
quantifiziert. Dazu wurde die Gesamt-RNA in 10-er Verdiinnungsschritten verdiinnt
(1000 ng, 100 ng, 10 ng und 1ng) und in die Real-time RT-PCR eingesetzt. Zu
etablierende Parameter waren: Konzentrationen fiir MgCl, und Primer; Temperaturen
und Zeiten fiir Annealing und Extension. Der verwendete Fluoreszenzfarbstoff war
SybrGreen I, der in doppelstriangige DNA interkaliert. Die optimierten PCR-Parameter

fiir die unterschiedlichen Rezeptoren und Zellarten sind in den Tabellen 6-8 angegeben

(THP-1 Zellen |Tabelle 6, PMA-differenzierte THP-1 Zellen [Tabelle 7| und PBMCs
abelle 8).

Tabelle 6: Real-time RT-PCR Bedingungen fiir THP-1 Zellen.

THP-1 Zellen Annealing-Temperatur [MgCl,]gna. [Primer]gng.
GAPDH 58°C oder 60°C 3,5mM 100 nM
CD36 58°C oder 60°C 3,5mM 100 nM
ABCA1 58°C oder 60°C 4,0 mM 150 nM
LDL-R 58°C oder 60°C 4,0 mM 150 nM
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Tabelle 7: Real-time RT-PCR Bedingungen fiir PMA-differenzierte THP-1 Zellen.
PMA-differenzierte
THP-1 Zellen Annealing-Temperatur [MgCla]gnd. [Primer]gng.
GAPDH 60°C 3,5mM 100 nM
CD36 60°C 3,5mM 100 nM
ABCAl 60°C 4,0 mM 150 nM
LXRa 60°C 1,5 mM 150 nM
LDL-R 60°C 4,0 mM 150 nM
SR-BI 60°C 3,5mM 100 nM
Tabelle 8: Real-time RT-PCR Bedingungen fiir PBMCs.
PBMCs Annealing-Temperatur [MgCl,]gna. [Primer]gng.
GAPDH 58°C 3,5mM 100 nM
CD36 58°C 3,5mM 100 nM
ABCAI 58°C 3,5mM 100 nM

4.1.1.1 Standardgerade und Schmelzkurvenanalyse

Die 10-fach Verdiinnungsreihen und die Standardgeraden dienten zur Etablierung der

Linearitit der Real-time RT-PCR. Fiir das unten angefiihrte Beispiel wurde Gesamt-

RNA aus PMA-differenzierten THP-1 Zellen benutzt und GAPDH als housekeeping

gene amplifiziert. 100 % Effizienz wiren erreicht, wenn der Korrelationskoeffizient

1,000 und der Anstieg (slope) -3,320 betriige (Abbildung 4-2).
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Abbildung 4-1: Amplifikation einer GAPDH-Verdiinnungsreihe (Doppelwerte) mittels Real-time RT-PCR
unter Verwendung von SybrGreen I. Gesamt-RNA PMA-differenzierter THP-1 Zellen wurde in 10-fach
Verdiinnungsschritten verwendet: 1000 ng RNA (rot, pur), 100 ng RNA (blau, 1:10), 10 ng RNA (griin,

1:100), 1 ng RNA (lila, 1:1000) und Negativkontrolle (schwarz).
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Abbildung 4-2: Standardgerade mit Doppelwerten einer GAPDH-Verdiinnungsreihe mittels Real-time
RT-PCR unter Verwendung von SybrGreen I. Gesamt-RNA PMA-differenzierter THP-1 Zellen wurde in
10-er Verdiinnungsschritten eingesetzt: 1000 ng RNA (pur; 10°), 100 ng RNA (1:10; 10°), 10 ng RNA

(1:100; 10") und 1 ng RNA (1:1000; 10°=1).

Parallel zur Etablierung der Bedingungen wurden stets auch die entstandenen Produkte

untersucht. Da SybrGreen I ein unspezifischer Fluoreszenzfarbstoff ist, der in jede

doppelstriangige DNA interkaliert, wurde nach jedem PCR-Lauf eine Schmelzkurven-

analyse durchgefiihrt. Damit konnten die verschiedenen Produkte unterschieden und

charakterisiert werden. In |[Abbildung 4-3| sind zwei Beispiele fiir PMA-differenzierte
THP-1 Zellen, die zum einen Primerdimere, CD36- und GAPDH-Amplifikate (linke
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Abbildung), und zum anderen Primerdimere, ABCAIl- und GAPDH-Amplifikate
(rechte Abbildung) zeigen.
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Abbildung 4-3: Schmelzkurvenanalyse von spezifischen Amplifikaten PMA-differenzierter THP-1 Zellen
mittels Real-time RT-PCR unter Verwendung von SybrGreen I. Linke Abbildung zeigt Peaks von
Doppelwerten fiir die Negativkontrollen (griin), CD36- (blau) und GAPDH-Amplifikate (rot). Rechte
Abbildung zeigt Peaks von Doppelwerten fiir die Negativkontrollen (schwarz), ABCAI- (blau) und
GAPDH-Amplifikate (griin).

Nach der Etablierung der Bedingungen sollte der fiir die Experimente am besten
brauchbare interne Standard (housekeeping gene) gefunden werden. Ein idealer interner
Standard sollte auch unter den untersuchten Manipulationen stets konstant exprimiert
werden. Fiir THP-1 Zellen und PBMCs wurde nach eingehender Testung [(-Aktin
verwendet. Da die Expression von P-Aktin in PMA-differenzierten THP1 Zellen

geringer war als die zu untersuchenden Rezeptoren, wurde GAPDH als interner

Standard benutzt.

IL-10 Behandlungen zeigten keinen Einfluss auf die -Aktin Transkription bei THP-1
Zellen bzw. PBMCs und GAPDH Transkription bei PMA-differenzierten THP-1 Zellen

und konnten somit als interne Standards verwendet werden (Abbildung 4-4)).
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Abbildung 4-4: B-Aktin Transkription von THP-1 Zellen (links) und GAPDH Transkription von PMA-
differenzierten THP-1 Zellen (rechts) mittels Real-time RT-PCR nach PBS oder IL-10 Behandlung
(10 ng/ml) fiir 3 bis 72 h; n= 6+ SEM.

Soweit im Folgenden nichts anderes erwéhnt wird, wurde aus den verwendeten Zellen
die Gesamt-RNA ) mit dem Isolierungskit der Firma Biorad isoliert, ein DNase
Verdau durchgefiihrt, die RNA-Konzentration bestimmt und die
verschiedenen Amplifikate spezifisch mittels Real-time RT-PCR amplifiziert und

quantifiziert.

4.2 IL-10 reduziert die Expression von CD36

4.2.1 Transkription von CD36 nach IL-10 Exposition

4.2.1.1 THP-1 Zellen und PMA-differenzierte THP-1 Zellen
THP-1 Zellen und PMA-differenzierte THP-1 Zellen wurden mit 10 ng/ml IL-10 oder
PBS fiir 3 bis 72 h inkubiert und die CD36 Transkription mittels Real-time RT-PCR

bestimmt.

Die CD36 mRNA von THP-1 Zellen nahm nach IL-10 Exposition signifikant bereits
nach 3 h und anhaltend bis mindestens 72 h um 60 % ab. Die Abnahme der CD36
mRNA PMA-differenzierter THP-1 Zellen verhielt sich dhnlich. Auch hier war eine
signifikante Abnahme nach 3 h bis mindestens 48 h um 40 bis 50 % zu beobachten
(Abbildung 4-5).
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Abbildung 4-5: CD36 Transkription mittels Real-time RT-PCR. THP-1 Zellen (links) und PMA-
differenzierte THP-1 Zellen (rechts) wurden mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS fiir 3 bis 72 h behandelt; n= 4-
7+ SEM; * < 0,05; ** < 0,01; *** < 0,001.

4.2.1.2 IL-10 Effekt auf CD36 in PBMCs

Um den Effekt von IL-10 auf die CD36 Transkription auch in priméren Zellen zu testen,

wurden periphere mononukledre Blutzellen (PBMCs) von gesunden Spendern nach

Protokoll (3.5.2) isoliert und mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS fiir 3 h inkubiert (Abbildung

4-6).
1,5
B
0. 1
g *
[ =}
[
S
5 05
L
0
IL-10

Abbildung 4-6: CD36 Transkription mittels Real-time RT-PCR. PBMCs von gesunden Spendern wurden
fiir 3 h mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS inkubiert; n= 3+ SEM; * < 0,05.
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Wie bei THP-1 Zellen und PMA-differenzierten THP-1 Zellen schon gezeigt, reduzierte
IL-10 auch bei PBMCs der verschiedenen Spender uniform und rasch die CD36 mRNA
um 45 % (Abbildung 4-6).

4.2.2 CD36 Proteinexpression mittels Durchflusszytometrie nach IL-10
Behandlung

Um auch auf Proteinebene die CD36 Expression von THP-1 Zellen nach einer IL-10
Behandlung zu untersuchen, wurden die Zellen fiir 24 bis 72 h mit 10 ng/ml IL-10 oder
PBS inkubiert. Nach der Firbung der Zellen mit Isotyp-Kontrolle oder dem CD36
Antikérper FA6 (B.10.1.1), wurde die Oberflichenexpression von CD36 mittels

Durchflusszytometrie gemessen.

Wie in |Abbildung 4-7 dargestellt, nahm die mittlere Fluoreszenz der CD36

Proteinexpression nach IL-10 Exposition weniger deutlich, aber signifikant um 6 %

nach 24 h, um 12 % nach 48 h und um 4 % nach 72 h ab.
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Abbildung 4-7: CD36 Proteinexpression mittels Durchflusszytometrie. THP-1 Zellen wurden fiir 24 bis
72 h mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS inkubiert; n= 6-7+ SEM; ** < 0,01; *** < 0,001.

4.2.3 CD36 Expression nach Koinkubationen mit IL-10 und dem PPARY-
Agonisten 15d-PGJ; oder Indomethacin

Es ist bekannt, dass CD36 durch den Transkriptionsfaktor PPARY reguliert wird. Mit
verschiedenen Koinkubationen sollte untersucht werden, ob IL-10 auch unter diesen

Stimulationsbedingungen die CD36 Expression hemmen kann. Dazu wurden PMA-
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differenzierte THP-1 Zellen mit 2 uM 15d-PGJ,, 2 uM 15d-PGJ; und 10 ng/ml IL-10
zusammen oder mit dem jeweiligen Losungsmittel fiir 3 bis 48 h inkubiert, und CD36
mRNA mittels Real-time RT-PCR quantifiziert. Fiir die CD36 Oberflachenexpression
(@ wurden THP-1 Zellen mit 10 ng/ml IL-10, 10 uM Indomethacin, beidem
zugleich oder dem jeweiligen Losungsmittel fiir 24 h und 48 h inkubiert und mittels
Durchflusszytometrie gemessen.

PMA-differenzierte THP-1 Zellen, die mit dem PPARY Liganden 15d-PGJ, (2 uM)

allein inkubiert wurden, zeigten einen deutlichen Anstieg in der CD36 mRNA nach 3

bis 48 h. Versetzte man sie zusétzlich mit IL-10, konnte der 15d-PGJ,-induzierte CD36

Anstieg verifiziert und signifikant reduziert werden (JAbbildung 4-8).
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Abbildung 4-8: CD36 Transkription mittels Real-time RT-PCR. PMA-differenzierte THP-1 Zellen wurden
mit 2uM 15d-PGJ, 2uM 15d-PGJ, und 10ng/ml IL-10 zusammen oder der jeweiligen
Losungsmittelkontrolle fiir 3 bis 48 h inkubiert; n= 4-7+ SEM; * < 0,05; ** < 0,01.
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Inkubierte man THP-1 Zellen mit 10 uM Indomethacin allein, stieg die CD36
Proteinexpression um 20 % nach 24 und 48 h an. Wurden die Zellen zusétzlich mit IL-
10 inkubiert, konnte dieser Effekt von Indomethacin auf die CD36 Expression
vollstiandig blockiert werden. 1L-10 inhibierte also nicht nur die basale, sondern auch

die PPARY-Agonisten-stimulierte CD36 Expression (Abbildung 4-9).
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Abbildung 4-9: CD36 Proteinexpression mittels Durchflusszytometrie. THP-1 Zellen wurden mit 10 ng/ml
IL-10, 10 uM Indomethacin, beidem zugleich oder der jeweiligen Losungsmittelkontrolle fiir 24 h und
48 h inkubiert; n= 4-5+ SEM; ** < 0,01.

4.3  IL-10 reduziert die Expression und Translokation von PPARY

4.3.1 IL-10 und die Proteinexpression von PPARY mittels Durchflusszytometrie

Zur niheren Charakterisierung der IL-10 Interferenz mit den PPARYy-vermittelten CD36
Experimenten wurde deshalb die Expression und intrazelluldre Lokalisation von PPARY
untersucht. Der Transkriptionsfaktor PPARY ist ein intrazelluldres Protein. Um PPARY
mittels Durchflusszytometrie messen zu konnen, miissen THP-1 Zellen mit eiskaltem
Methanol fiir 40 sek permeabilisiert werden. Die Zellen wurden mit 10 ng/ml IL-10
oder PBS fiir 24 bis 72 h inkubiert, intrazellulires PPARYy Protein nach Protokoll
( angefdrbt und die PPARY Proteinexpression mittels Durchflusszytometrie

gemessen.

IL-10 reduzierte die totale Proteinexpression von PPARY um bis zu 33 % (Abbildung

B-10).
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Abbildung 4-10: PPARy Proteinexpression mittels Durchflusszytometrie. THP-1 Zellen wurden mit
10 ng/ml IL-10 oder PBS fiir 24 bis 72 h behandelt; n= 6-7+ SEM; ** < 0,01; *** < 0,001.

4.3.2 IL-10 und die Proteinexpression von PPARYy mittels Western Blot

Die Proteinexpression konnte auch mittels Western Blot gezeigt und nach der
intrazelluldren Lokalisation aufgeschliisselt werden. Unstimuliert liegt PPARY zum
grofBten Teil im Cytosol vor und wird nach Bindung eines Liganden aktiviert,
heterodimerisiert mit RXRo und transloziert in den Kern, wo es an passende DNA-
Sequenzen (PPREs) bindet. PMA-differenzierte THP-1 Zellen wurden mit 10 ng/ml IL-
10 oder PBS fiir 24 h und 48 h inkubiert und einer Cytosol-Kern-Extraktion (

unterzogen.

PPARY war sowohl nach PBS Behandlung als auch IL-10 Behandlung zum groferen
Teil im Cytosol vorhanden. Im Kern war nach einer IL-10 Behandlung im Vergleich zur
Kontrolle eine Verringerung von PPARY nach 24 h und noch deutlicher nach 48 h zu
sehen. Daraus lisst sich schlieBen, dass auch die Translokation von PPARY in den Kern

durch IL-10 reduziert wird (Abbildung 4-11}.
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Abbildung 4-11: PPARYy Proteinexpression mittels Western Blot. PMA-differenzierte THP-1 Zellen
wurden mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS fiir 24 h und 48 h inkubiert und anschliefiend einer Cytosol-Kern-

Extraktion unterzogen. 50 ug Protein wurden aufgetragen.

4.4 IL-10 induziert die Expression von ABCA1

Neben CD36 als quantitativ wichtigsten Scavenger Rezeptor sollte auch ABCAI1 als
wichtigster zelluldrer Cholesterinexporter beziiglich Effekte von IL-10 untersucht
werden. Es ist bekannt, dass der Cholesterinexporter ABCA1 durch verschiedene
Signalwege induzierbar ist (. So wurde fiir die Transkriptionsfaktoren wie PPARYy
(s. B.4.3.1), PPARO. (s. [1.4.3.2), LXRa (s. oder RXRat (s. #.4.3.4), aber auch
CAMP (s. eine Stimulation der Expression von ABCA1 beobachtet. Fiir die
verschiedenen Transkriptionsfaktoren wurden dabei unterschiedliche aktivierende

Liganden und fiir cAMP ein Proteinkinase A (PKA) Inhibitor verwendet.

4.4.1 Transkription von ABCA1

4.4.1.1 Effekte von IL-10 auf ABCA1 in THP-1 Zellen und PMA -differenzierten
THP-1 Zellen

THP-1 Zellen und PMA-differenzierte THP-1 Zellen wurden mit 10 ng/ml IL-10 oder
PBS fiir 3 bis 72 h inkubiert und ABCA1 mittels Real-time RT-PCR amplifiziert und

quantifiziert.

Sowohl bei THP-1 Zellen als auch PMA-differenzierten THP-1 Zellen konnte eine IL-
10 Behandlung die ABCA1 mRNA bereits nach 3 h und anhaltend bis mindestens 72 h
signifikant induzieren (Abbildung 4-12).
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Abbildung 4-12: ABCAI Transkription mittels Real-time RT-PCR. THP-1 Zellen (links) und PMA-
differenzierte THP-1 Zellen (rechts) wurden mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS fiir 3 bis 72 h inkubiert; n= 5-
9+ SEM; * < 0,05; ** < 0,01; *** < 0,001.

4.4.1.2 Effekte von IL-10 auf ABCA1 in PBMCs

Die Effekte von IL-10 auf die Transkription von ABCA1 wurde auch in priméren
Zellen untersucht. Dazu wurden periphere mononukleire Blutzellen (PBMCs) von
gesunden Spendern isoliert und unmittelbar mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS fiir 3 h
inkubiert. Danach wurde Gesamt-RNA extrahiert und ABCA1 mittels Real-time
RT-PCR amplifiziert und quantifiziert (Abbildung 4-13).
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Abbildung 4-13: ABCAI Transkription mittels Real-time RT-PCR. PBMCs von gesunden Spendern
wurden fiir 3 h mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS behandelt; n= 7+ SEM; * < 0,05.
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Wie bei THP-1 Zellen und PMA-differenzierten THP-1 Zellen gezeigt, induzierte IL-10
auch bei den PBMCs von verschiedenen Spendern uniform und rasch die ABCAI1

mRNA auf mehr als das doppelte (Abbildung 4-13).

4.4.2 Proteinexpression von ABCA1 mittels Western Blot

Die Ergebnisse auf RNA-Ebene sollten auf Proteinebene iiberpriift werden. PMA-
differenzierte THP-1 Zellen wurden mit 10 ng/ml IL-10, PBS oder 10 uM 22-OHC (22-
Hydroxycholesterol) als Positivkontrolle (endogener Ligand fiir den Transkriptions-
faktor LXRo) fiir 24 h inkubiert und die ABCAT1 Proteinexpression unter Verwendung
von Gesamtextrakten (3.11.1) mittels Western Blot ermittelt. ABCA1 lduft im Western
Blot bei einer Proteingrofle von 220 kDa und zeigt 2 bis 3 Teilbanden. Man nimmt an,

dass diese Proteinmodifikationen durch unterschiedliche Glykosylierungen entstehen.

Die Inkubation mit 10 uM 22-OHC zeigte einen deutlichen Anstieg in der ABCA1
Expression. Auch IL-10 stimulierte deutlich die ABCA1 Expression nach 24 h
(Abbildung 4-14).
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Abbildung 4-14: ABCAI Proteinexpression mittels Western Blot. PMA-differenzierte THP-1 Zellen
wurden fiir 24 h entweder mit 10 ng/ml IL-10, 10 uM 22-OHC oder Losungsmittelkontrolle inkubiert und

anschlieflend einer Gesamtproteinextraktion unterzogen. 50 ug Protein wurden aufgetragen.

4.4.3 Koinkubationen von IL-10 mit PPARYy-Agonisten und ABCA1 Expression

4.4.3.1 15d-PGJ; als PPARY-Agonist

Um zu untersuchen, ob auch die IL-10 Stimulation von ABCA1l durch den
Transkriptionsfaktor PPARy modifiziert wird, wurden PMA-differenzierte THP-1
Zellen mit 2 uM 15d-PGJ,, 2 uM 15d-PGJ; und 10 ng/ml IL-10 gleichzeitig oder mit
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dem entsprechenden Losungsmittel fiir 3 bis 48 h behandelt. AnschlieBend wurde

ABCAI1 mittels Real-time RT-PCR amplifiziert und quantifiziert.

15d-PGJ, allein bewirkte eine deutliche Induktion der ABCA1 Transkription nach 3 h
und anhaltend bis 48 h. Inkubierte man die Zellen zusitzlich mit IL-10, konnte die 15d-
PGlJ,-induzierte ABCA1 Transkription sogar signifikant reduziert werden. Das Ergebnis
zeigt, dass PPARY offensichtlich nicht der verantwortliche Transkriptionsfaktor fiir die
ABCAI1 Induktion durch IL-10 sein diirfte (Abbildung 4-15).
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Abbildung 4-15: ABCAI Transkription mittels Real-time RT-PCR. PMA-differenzierte THP-1 Zellen
wurden mit 2 uM 15d-PGJ, 2 uM 15d-PGJ, und 10 ng/ml IL-10 zusammen oder mit der jeweiligen
Losungsmittelkontrolle fiir 3 bis 48 h inkubiert; n= 8-10+ SEM; * < 0,05; ** < 0,01.

4.4.3.2 Koinkubationen mit dem PPAR« Liganden Fenofibrat

Der Transkriptionsfaktor PPARo kann auch die ABCA1 Expression stimulieren. Um
dies im verwendeten Zellmodell zu bestitigen, wurden PMA-differenzierte THP-1

Zellen mit 100 uM Fenofibrat, 100 uM Fenofibrat und 10 ng/ml IL-10 zusammen oder
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mit dem entsprechenden Losungsmittel fiir 3 bis 48 h inkubiert und ABCA1 mRNA mit
Real-time RT-PCR gemessen.

Der PPAR Ligand Fenofibrat stimulierte deutlich die ABCA1 Transkription nach 3 bis
48 h. Nach einer gleichzeitigen IL-10 Inkubation kam es zu einer additiven Erhohung
der ABCAI Transkription, die bereits nach 3 h und anhaltend bis 48 h zu beobachten
war (Abbildung 4-16).
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Abbildung 4-16: ABCAI Transkription mittels Real-time RT-PCR. PMA-differenzierte THP-1 Zellen
wurden mit 100 uM Fenofibrat, 100 uM Fenofibrat und 10 ng/ml IL-10 zusammen oder mit der
Jjeweiligen Losungsmittelkontrolle fiir 3 bis 48 h inkubiert; n= 4-8+ SEM; * < 0,05.

4.4.3.3 ABCAI1 Induktion iiber den LXRo-Signaltransduktionsweg

PMA-differenzierte THP-1 Zellen wurden fiir 3 bis 48 h mit dem LXRo Liganden 22-
OHC (10 puM), 22-OHC und 10ng/ml IL-10 zusammen oder dem jeweiligen
Losungsmittel inkubiert und ABCAI1 mittels Real-time RT-PCR amplifiziert und

quantifiziert.
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Der LXRa Liganden 22-OHC induzierte wie erwartet die ABCA1 Transkription nach
3 h und anhaltend bis 48 h. Eine zusitzliche IL-10 Behandlung fiihrte zu einer weiter
gesteigerten ABCA1 Transkription (Abbildung 4-17).
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Abbildung 4-17: ABCAI Transkription mittels Real-time RT-PCR. PMA-differenzierte THP-1 Zellen
wurden entweder mit 10 uM 22-OHC, 10 uM 22-OHC und 10 ng/ml IL-10 zusammen oder mit der
Jjeweiligen Losungsmittelkontrolle fiir 3 bis 48 h behandelt; n= 3-61+ SEM; * < 0,05; ** < 0,01.

4.4.3.4 ABCA1 Expression bei Koinkubationen mit dem RXRo Liganden 9-cis
retinoic acid (9-cis RA)

Der Transkriptionsfaktor RXR bildet mit PPARo, PPARY oder LXRo jeweils

Heterodimere. Diese translozieren anschlieBend in den Kern. Um den Einfluss des

RXRo Liganden 9-cis RA in diesem Zellmodell zu untersuchen, wurden PMA-

differenzierte THP-1 Zellen mit 2 uM 9-cis RA, 2 uM 9-cis RA und 10 ng/ml IL-10

zusammen oder mit dem entsprechenden Losungsmittel fiir 3 bis 48 h inkubiert und eine

Real-time RT-PCR fiir ABCA1 durchgefiihrt.
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9-cis RA induzierte die ABCA1 Transkription bereits nach 3 h und anhaltend bis 48 h.
Wurden die Zellen zusitzlich mit IL-10 behandelt, war ein additiver Anstieg in der

ABCAI1 Transkription zu beobachten (Abbildung 4-18).
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Abbildung 4-18: ABCAI Transkription mittels Real-time RT-PCR. PMA-differenzierte THP-1 Zellen
wurden entweder mit 2 uM 9-cis RA, 2 uM 9-cis RA und 10 ng/ml IL-10 zusammen oder mit der
Jjeweiligen Losungsmittelkontrolle fiir 3 bis 48 h inkubiert; n= 4-5+ SEM; * < 0,05; ** < 0,01.

Die additiven Effekte von IL-10 unter hohen Konzentrationen der Liganden von
PPARY, LXRo. und RXR unterstiitzen einen zusitzlichen Signalweg der IL-10
Induktion von ABCAI.

4.4.3.5 1IL-10 Effekt und STAT3-STATS-Hemmung
Um die Vermittlung der IL-10 Effekte iiber den proximalen IL-10-

Signaltransduktionsweg zu belegen, wurde Piceatannol, ein spezifischer Inhibitor der

Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3 und STATS (Su and David 2000), benutzt.
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PMA-differenzierte THP-1 Zellen wurden mit 10 pM, 50 uM und 100 uM Piceatannol
oder Losungsmittelkontrolle fiir 30 min vorinkubiert und anschlieBend mit IL-10 oder

PBS fiir 3 h versetzt.

IL-10 allein induzierte die ABCAI1 Transkription um das 1,9-fache nach 3h.
Piceatannol (Pic) allein (10 uM, 50 uM und 100 uM) hatte keinen Effekt auf die
ABCA1 Expression. 50 uM und 100 uM Piceatannol verhinderten offensichtlich
kompetitiv die Stimulation der ABCA1 Transkription durch IL-10 (Abbildung 4-19).
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Abbildung 4-19: ABCAI Transkription mittels Real-time RT-PCR. PMA-differenzierte THP-1 Zellen
wurden mit dem STAT3-STATS5-Inhibitor Piceatannol (10 uM, 50 uM und 100 uM) fiir 30 min
vorinkubiert und anschlieflend fiir 3 h mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS behandelt; n= 2-4+ SEM.

4.4.3.6 1L-10 Effekt und Proteinkinase A (PKA)-Hemmung
Es wurde gezeigt, dass cAMP IL-10 Spiegel erhohen und dass cAMP die ABCAI1

Transkription induzieren kann. Es sollte deshalb untersucht werden, ob ein IL-10-
bedingter cAMP Anstieg zu einer Induktion von ABCA1 fiihren konnte. Dazu wurden
THP-1 Zellen und PMA-differenzierte THP-1 Zellen mit dem spezifischen PKA
Inhibitor Ro 31-8220, dem cAMP nachgeschalteten Glied der Signalkette, in einer
Konzentration von 900 nM fiir 30 Minuten vorinkubiert und anschlieend 10 ng/ml IL-

10 oder PBS fiir 3 h zu den Zellen gegeben.
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Wie in [Abbildung 4-20|dargestellt, induzierte IL-10 die ABCA1 Transkription um 2,88-
fach bei THP-1 Zellen und um 2,38-fach bei PMA-differenzierten THP-1 Zellen. Eine
alleinige Inkubation mit dem PKA Inhibitor bewirkte sowohl bei THP-1 Zellen (0,5-
fach) als auch bei PMA-differenzierten THP-1 Zellen (0,6-fach) eine Reduktion der
basalen ABCA1 Expression. Der PKA Inhibitor verhinderte die IL-10-induzierte
ABCAT1 Transkription vollstindig. Die Hemmung betrug bei THP-1 Zellen 0,49-fach
und bei PMA-differenzierten THP-1 Zellen 0,64-fach. Diese Daten lassen somit auf
eine Beteiligung des cAMP/PKA Weges bei den IL-10 Effekten auf ABCAT schlieB3en.
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Abbildung 4-20: ABCAI Transkription mittels Real-time RT-PCR. THP-1 Zellen (links) und PMA-
differenzierte THP-1 Zellen (rechts) wurden mit dem PKA Inhibitor Ro 31-8220 fiir 30 min vorinkubiert
und anschlieflend fiir 3 h mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS behandelt; n= 4-7+ SEM; * < 0,05; ** < 0,01.

4.4.4 1IL-10 induziert zellulires cAMP

Nach den Ergebnissen aus wire zu vermuten, dass IL-10 zelluldires cAMP in
diesen Zellen induzieren kann. Dazu wurden THP-1 Zellen fiir 30 min und 3 h mit

10 ng/ml IL-10 oder PBS behandelt und zelluldres cAMP mittels kompetitivem ELISA
( gemessen.

IL-10 induzierte cAMP signifikant gegeniiber Kontrollzellen nach 30 min und nach 3 h
(Abbildung 4-21).
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Abbildung 4-21: Zelluldres cAMP. THP-1 Zellen wurden mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS fiir 30 min und 3 h
behandelt, n= 4+ SEM; * < 0,05.

4.5 IL.-10 induziert die Expression von LXRo

451 1IL-10 und Transkription von LXRx

Anhand der Ergebnisse mit 22-OHC (#.4.3.3) kann ein Mitwirken des Transkriptions-
faktors LXRow vermutet werden. Da die basale LXRa Expression in THP-1 Zellen
leider sehr gering war, wurden PMA-differenzierte THP-1 Zellen verwendet und mit
10 ng/ml IL-10 oder PBS fiir 3 bis 48 h behandelt. AnschlieBend wurde LXRao. mittels
Real-time RT-PCR amplifiziert und quantifiziert.

IL-10 konnte die LXRow Transkription bereits nach 3h und anhaltend bis 48 h

gegeniiber zeitgleichen Kontrollzellen signifikant induzieren (Abbildung 4-22).
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Abbildung 4-22: LXRo Transkription mittels Real-time RT-PCR. PMA-differenzierte THP-1 Zellen
wurden fiir 3 bis 48 h mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS behandelt; n= 8-10+ SEM; ** < 0,01.

4.5.2 IL-10 und Proteinexpression von LXRx

Mittels Western Blot konnte der IL-10-bedingte Anstieg von LXRo auch auf

Proteinebene gezeigt werden. Dazu wurden PMA-differenzierte THP-1 Zellen mit

10 ng/ml IL-10 oder PBS fiir 24 h inkubiert und Gesamtextrakte (3.11.1) hergestellt.

Es konnte nach 24 h ein Anstieg in der LXRo Proteinexpression gezeigt werden

(Abbildung 4-23).

e e < 64 kDa
PBS  IL-10

Abbildung 4-23: LXRo Proteinexpression mittels Western Blot. PMA-differenzierte THP-1 Zellen wurden
entweder mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS fiir 24 h inkubiert und anschliefsend eine Gesamtproteinextraktion

durchgefiihrt. Es wurden 60 ug Protein aufgetragen.
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4.5.3 Koinkubationen mit IL-10 und LXRa Transkription

4.5.3.1 Koinkubationen mit dem LXRa Liganden 22-Hydroxycholesterol (22-
OHC)

PMA-differenzierte THP-1 Zellen wurden mit 10 uM 22-OHC, 10 uM 22-OHC und

10 ng/ml IL-10 zusammen oder mit dem jeweiligen Losungsmittel fiir 3 bis 48 h

behandelt und LXRo mittels Real-time RT-PCR amplifiziert und quantifiziert

(lAbbildung 4-24).
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Abbildung 4-24: LXRa Transkription mittels Real-time RT-PCR. PMA-differenzierte THP-1 Zellen
wurden mit 10 uM 22-OHC, 10 uM 22-OHC und 10 ng/ml IL-10 zusammen oder mit der jeweiligen
Losungsmittelkontrolle fiir 3 bis 48 h behandelt; n= 5+ SEM; * < 0,05.

Der LXRa Ligand 22-OHC induzierte die ABCA1 Transkription bereits nach 3 h und
anhaltend bis 48 h. Wurden die Zellen zusitzlich mit IL-10 inkubiert, kam es bei der
LXRo Transkription zu einem additiven Anstieg (Abbildung 4-24).
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4.5.3.2 Koinkubation mit dem RXRo Ligand 9-cis retinoic acid (9-cis RA)

Um die Rolle des Heterodimerpartners RXRo zu untersuchen, wurden PMA-
differenzierte THP-1 Zellen mit 2 uM 9-cis RA, 2 uM 9-cis RA und 10 ng/ml IL-10
zusammen oder mit dem jeweiligen Losungsmittel fiir 3 bis 48 h behandelt und eine

Real-time RT-PCR fiir LXRo: gemacht (Abbildung 4-25).
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Abbildung 4-25: LXRo Transkription mittels Real-time RT-PCR. PMA-differenzierte THP-1 Zellen
wurden mit 2 uM 9-cis RA, 2 uM 9-cis RA und 10 ng/ml IL-10 zusammen oder mit der jeweiligen
Losungsmittelkontrolle fiir 3 bis 48 h behandelt; n= 4-51+ SEM; * < 0,05, ns= nicht signifikant.

Der RXRo Ligand induzierte die LXRo Transkription signifikant nach 3 h und
anhaltend bis 48 h. Bei einer Koinkubation mit IL-10 und 9-cis RA gab es nach 3 h und
24 h keine Verdnderung in der ABCAT1 Transkription, erst nach 48 h war eine additive
Induktion durch IL-10 und RXRa: Ligand zu beobachten (Abbildung 4-25)).
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4.5.3.3 PPARa Ligand Fenofibrat

Auch der Transkriptionsfaktor PPARo bildet mit RXRo einen Heterodimer. PMA-
differenzierte THP-1 Zellen wurden fiir 3 bis 48 h mit 100 uM Fenofibrat, 100 uM
Fenofibrat und 10 ng/ml IL-10 zusammen oder mit dem jeweiligen Losungsmittel
behandelt und LXRo mittels Real-time RT-PCR amplifiziert und quantifiziert
(Abbildung 4-26).
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Abbildung 4-26: LXRa Transkription mittels Real-time RT-PCR. PMA-differenzierte THP-1 Zellen
wurden mit 100 uM Fenofibrat, 100 uM Fenofibrat und 10 ng/ml IL-10 zusammen oder mit der
Jjeweiligen Losungsmittelkontrolle fiir 3 bis 48 h behandelt; n= 5-8+ SEM; * < 0,05; ** < 0,01.

Fenofibrat stimulierte die LXRo Transkription nach 3 h und anhaltend bis 48 h. Bei

einer Koinkubation mit IL-10 und Fenofibrat war ein weiterer signifikanter Effekt zu

beobachten (Abbildung 4-26).
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4.6 IL-10 hat keinen Effekt auf SR-BI

Der Scavenger Rezeptor B1 (SR-BI) wird von unstimulierten THP-1 Zellen nur sehr
gering exprimiert. Deshalb wurden PMA-differenzierte THP-1 Zellen fiir diese
Versuche verwendet. Die Zellen wurden mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS fiir 3 bis 48 h
inkubiert und SR-BI mittels Real-time RT-PCR amplifiziert und quantifiziert.

IL-10 hatte einen geringen, nicht signifikanten biphasischen Effekt, wobei die SR-BI
Transkription nach 3 h gering abnahm (0,90-fach), nach 24 h minimal zunahm (1,06-
fach) und nach 48 h wieder gering abnahm (0,83-fach) (Abbildung 4-27).
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Abbildung 4-27: SR-BI Transkription mittels Real-time RT-PCR. PMA-differenzierte THP-1 Zellen
wurden fiir 3 bis 48 h mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS behandelt; n= 6-9+ SEM.

4.7 IL-10 induziert die Expression des LDL-Rezeptors in PMA -
differenzierten THP-1 Zellen

THP-1 Zellen und PMA-differenzierte THP-1 Zellen wurden mit 10 ng/ml IL-10 oder
PBS fiir 3 bis 72 h inkubiert und eine Real-time RT-PCR fiir die LDL-Rezeptor mRNA
durchgefiihrt.

Die THP-1 Zellen zeigten nach 3 h und 24 h einen geringen Anstieg der Transkription
des LDL-Rezeptors, welcher aber nach 48 h wieder den Basalwert erreichte. Bei PMA-
differenzierten THP-1 Zellen nahm die LDL-Rezeptor Transkription bereits nach 3 h
um das 1,77-fache zu und blieb anhaltend bis 48 h erhoht (Abbildung 4-28).
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Abbildung 4-28: Transkription des LDL-Rezeptors mittels Real-time RT-PCR. THP-1 Zellen (links) und

PMA-differenzierte THP-1 Zellen (rechts) wurden fiir 3 bis 72 h mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS behandelt;
n=3-10+ SEM; * < 0,05; ** < 0,01.
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4.8 IL-10 Effekte auf die Aufnahme und Efflux von Cholesterin mit
oxidiertem LDL (oxLDL) und delipidiertem HDL (dHDL)

Mittels Aufnahme- und Efflux-Versuchen wurde das Cholesterin-Handling der Zellen
unter Finfluss von IL-10 untersucht. THP-1 Zellen und PMA-differenzierte THP-1
Zellen wurden fiir 24h mit 10ng/ml IL-10 oder PBS vorinkubiert. Bis zum
Versuchsende versetzte man die Zellen alle 24 h mit PBS oder IL-10. Nach den ersten
24 h wurden entweder 100 pg/ml oxLDL (3.12.3) oder PBS-Puffer fiir weitere
48 h zugegeben. Danach wurde durch zweimaliges Waschen mit PBS das oxLLDL, das
von den Zellen nicht aufgenommen wurde, entfernt und 20 ug/ml dHDL ,
welches als Cholesterinakzeptor diente, fiir weitere 24 h zugegeben. Die Zellen wurden
gesammelt, zweimal mit PBS gewaschen und das zelluldre Gesamtcholesterin mittels
Methanol-Chloroform-Extraktion (3.12.5) isoliert, eine Proteinbestimmung  als
BezugsgroBe durchgefiihrt und Gesamtcholesterin photometrisch bestimmt.

Eine alleinige Mediuminkubation mit IL-10 ohne zusitzliche Lipoproteine hatte nahezu
keine Auswirkung auf den zelluldren Cholesteringehalt weder bei THP-1 Zellen noch
bei PMA-differenzierten THP-1 Zellen. Nach Zusatz von oxLDL war die Aufnahme
von Cholesterin sowohl bei THP-1 Zellen als auch PMA-differenzierten THP-1 Zellen
signifikant erhoht. Wurden die Zellen mit IL-10 und oxLDL versetzt, konnte die
oxLDL-bedingte Cholesterinaufnahme signifikant reduziert werden. dHDL allein

erniedrigte wie erwartet den zelluldren Cholesteringehalt. Eine zusitzliche Inkubation
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mit IL-10 fiihrte zu einem verstiarkten zelluldiren Cholesterinefflux sowohl bei THP-1
Zellen als auch bei PMA-differenzierten THP-1 Zellen. Die Ergebnisse fiir THP-1

Zellen sind in FB&WZ% und fiir PMA-differenzierte THP-1 Zellen in ]m
zusammengefasst.
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Abbildung 4-29: Zelluldrer Cholesteringehalt nach Aufnahme- und Efflux-Versuchen in THP-1 Zellen.
Zellen wurden mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS fiir 24 h vorinkubiert, fiir 48 h mit 100 ug/ml oxLDL oder
PBS-Puffer beladen und fiir 24 h mit 20 ug/ml dHDL oder Resolubilisierungslosung entladen. Die

schwarze Linie kennzeichnet den Mittelwert; n= 4, * < 0,05; ns= nicht signifikant.
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Abbildung 4-30: Zellulirer Cholesteringehalt nach Aufnahme- und Efflux-Versuchen in PMA-
differenzierten THP-1 Zellen. Zellen wurden mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS fiir 24 h vorinkubiert, fiir 48 h
mit 100 ug/ml oxLDL oder PBS-Puffer beladen und fiir 24 h mit 20 ug/ml dHDL oder Resolubilisierungs-

losung entladen. Die schwarze Linie kennzeichnet den Mittelwert; n= 3-7.

4.8.1 Zellulire Granularititsbestimmung nach Lipoprotein-Aufnahme mittels

Durchflusszytometrie

Nehmen die Zellen massiv oxLDL auf, so entstehen cytoplasmatische Fetttropfchen,
was sich vor allem in einer Zunahme der Granularitit und der ZellgroBe darstellt. Diese
Veranderungen der Granularitidt und Zellgro8e konnten im Durchflusszytometer mittels
"dot blot" (SSC= sideward scatter; Granularitit der Zelle und FCS= forward scatter;
ZellgroBBe) gemessen werden. In der vorliegenden Arbeit wurde nur die Verdnderung
der Granularitit untersucht, da die Effekte auf Verdnderung der Zellgrofle sehr gering
waren. Fiir vorldufige Versuche wurden THP-1 Zellen mit 100 pg/ml oxLDL (
oder PBS-Puffer fiir 48 h behandelt. Nach der Inkubationszeit wurden die
Zellen zweimal mit PBS gewaschen, in 200-400 ul PBS aufgenommen und im

Durchflusszytometer gemessen.

Wie man in|Abbildung 4-31| sehen kann, nahm die Granularitit nach oxLDL Gabe um
35 % zu.
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Abbildung 4-31: Bestimmung der Granularitit mittels Durchflusszytometrie. THP-1 Zellen wurden mit
100 ug/ml oxLDL oder PBS-Puffer fiir 48 h behandelt; n= 5+ SEM;** < 0,01.

In weiteren Versuchen soll getestet werden, ob diese cytoplasmatischen Lipidtrépfchen

nach einer IL-10 Exposition gesenkt werden konnen.

4.9 Oil Red O Firbung nach Aufnahme- und Efflux-Versuchen

PMA-differenzierte THP-1 Zellen wurden wie in erwahnt inkubiert und die Lipide
mittels Oil Red O ( angefirbt und photographiert.

Es war ein deutlicher Unterschied zwischen Kontrollzellen, Zellen mit oxLDL
Beladung und Zellen mit IL-10 und zusitzlicher oxLDL Beladung zu sehen. Die
Kontrollzellen hatten durch ihren geringen Lipidgehalt nur wenig rot gefirbte Zellen.
Nach einer oxLDL Beladung kam es zu einer massiven Akkumulation von Lipiden in
den Zellen, was sich zum einen durch eine starke Rotfarbung und zum anderen durch
vorhandene Lipidtropfchen zeigte. Diese Akkumulation und Bildung der Lipidtrépfchen
konnte durch IL-10 deutlich gesenkt werden. Die alleinige Zugabe von dHDL fiihrte zu
einer leicht verringerten Rotfarbung der Zellen. Versetzte man die Zellen zusitzlich mit
IL-10 konnte fast keine Rotfirbung mehr gesehen werden. Zellen, die oxLDL und
dHDL bekamen, waren deutlicher angeférbt als Zellen, die oxLDL, dHDL und IL-10

bekamen. Zusammenfassend kann man sagen, dass IL-10 die Rotfirbung, d.h.

Lipidakkumulation, deutlich reduzieren konnte (Abbildung 4-32).
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Abbildung 4-32: Oil Red O Fdrbung PMA-differenzierter THP-1 Zellen nach einem Aufnahme- und
Efflux-Versuch (£ 10 ng/ml IL-10, £ 100 ug/ml oxLDL und + 20 ug/ml dHDL). Obere Reihe ohne Zugabe
von dHDL und untere Reihe mit Zugabe von dHDL.

4.10 IL-10 reduziert die LPS-induzierte ICAM-1 Expression

Die Expression von ICAM-1 wird durch NFxB reguliert. Die Hochregulation von
ICAM-1 kann durch bakterielle Bestandteile, wie z.B. LPS, induziert werden. Mit
diesen Versuchen sollte gezeigt werden, ob das anti-inflammatorische Cytokin IL-10
die LPS-induzierte ICAM-1 Expression reduzieren kann. Dazu wurden THP-1 Zellen
mit IL-10 (10 ng/ml) oder PBS, mit verschiedenen LPS-Konzentrationen (10 ng/ml,
5 ng/ml und 2,5 ng/ml) oder beidem zusammen fiir 6 h, 24 h und 48 h inkubiert und die
ICAM-1 Oberfldchenproteinexpression (3.10.1.2)  mittels Durchflusszytometrie

ermittelt.

Eine alleinige Inkubation mit IL-10 zeigte einen minimalen Anstieg in der ICAM-1
Expression. Inkubierte man die Zellen mit den jeweiligen LPS-Konzentrationen, konnte
eine konzentrationsabhédngige Induktion von ICAM-1 beobachtet werden, wobei nach
24 h die Maxima erreicht wurden. Versetzte man die Zellen zusitzlich mit IL-10,
konnte eine signifikante Reduktion von LPS-induziertem ICAM-1 durch IL-10 nach 6
bis 48 h beobachtet werden (Abbildung 4-33]). Am deutlichsten war die Reduktion nach
24 h.




Ergebnisse 95

E 20 E 20
(2 ICAM-1 (2 ICAM-1
o 10 ng/m1IL-10 8 2.5 ng/m1 LPS -/+ IL-10
< 16 c 16
[v] ©
= K=
[*) [¥)
S e}
= 12 = 12
'2 8 *
£ £
g8 g °
n 7]
0 [7]
S o4 £ 4
3 3
T ol mmm e | . I 0
§ Co 6h 24 h 48 h g Co 6h 24 h 48 h
(7] 20 n 20 *%
> ICAM-1 o ICAM-1 L1
3 5 ng/ml LPS -/+ IL-10 = 10 ng/m1 LPS -/+ IL-10 T
S 16 c 16
& KK <
o — ()
2 12 T 2 12
2 -
£ £
<
% — — g
5 4 c 4
3 x
o -
= 0 = 0
= <
3 Co 6h 24h 48h o Co 6h 24h 48h

Abbildung 4-33: ICAM-1 Proteinexpression im Durchflusszytometer. THP-1 Zellen wurden entweder mit
10 ng/ml IL-10, PBS, unterschiedlichen LPS-Konzentrationen (10 ng/ml, 5 ng/ml, 2,5 ng/ml) oder
zusdtzlich mit LPS und IL-10 fiir 6 bis 48 h inkubiert; n= 5-8& SEM; * < 0,05; ** < 0,01.

4.11 1IL-10 hat keinen Effekt auf die IxB-o. Expression

Der Transkriptionsfaktor NFxB liegt cytoplasmatisch vor und ist dort mit IxkB-o
gebunden, was zu einer Inaktivierung von NFkB fiihrt. Wird das IxB-o phosphoryliert,
16st es sich von NFkB ab und dessen beide Untereinheiten pS0 und p65 translozieren in
den Kern. Mittels Western Blot konnen die beiden Untereinheiten p50 und p65, aber
auch IxB-o in Cytosolextrakten nachgewiesen werden. PMA-differenzierte THP-1
Zellen wurden mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS fiir 1 h, 2 h und 4 h inkubiert und Cytosol-
und Kernfraktionen isoliert.

IL-10 stimulierte minimal die Expression von IkB-o (40kDa), was zu einer

Verhinderung der Phosphorylierung von IxB-o fiihren konnte. B-Aktin Western Blots
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mit den jeweiligen Membranen ergaben, dass die aufgetragenen Proteinmengen gleich

waren (|Abb11dung 4-34).
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Abbildung 4-34: IkB-a Proteinexpression mittels Western Blot. PMA-differenzierte THP-1 Zellen wurden
fiir 1h, 2h und 4 h mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS behandelt und anschlieffend einer Cytosol-Kern-
Extraktion unterzogen. Hier wurden nur die Cytosol-Extrakte verwendet. Es wurden 20 ug Protein

aufgetragen.

Die nur geringe Konzentration von IkB-a nach IL-10 erkldren nicht die Reduktion von
ICAM-1 nach IL-10. Es wurde auch versucht, direkt die Reduktion einer
Phosphorylierung von IxkB-o (p-IkB-ot) mit einem phospho-spezifischen Antikorper zu
untersuchen. Da p-IxB-o nur nach Aktivierung von NFxB entsteht und basal in Zellen

nicht vorliegt, konnte weder basales noch reduziertes p-IkB-o. nachgewiesen werden.

4.12 Effekte von IL-10 auf die NFxB Untereinheiten pS0 und p65

Der Transkriptionsfaktor NFkB besteht aus den beiden Untereinheiten p50 und p65.
Diese werden im Cytoplasma durch IkB-o als Komplex gebunden und konnen erst nach
Phosphorylierung von IkB-o, d.h. dessen Ablosung von dem Komplex, in den Kern
translozieren. Die Effekte von IL-10 auf die NFkB Untereinheiten p50 und p65 wurden
mittels Western Blot Analyse bzw. TransAM™ Assay untersucht. PMA-differenzierte
THP-1 Zellen wurden fiir 1 h, 2 h und 4 h mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS inkubiert und
einer Cytosol-Kern-Extraktion unterzogen. Mit den Cytosolextrakten wurden
Western Blots fiir p5SO und p65 und mit den Kernextrakten spezifische TransAM™
Assays fiir p50 und p65 gemacht. Aus Sensitivititsgriinden wurden zwei

unterschiedliche Methoden zur Messung von p50 und p65 verwendet.
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4.12.1 1IL-10 Effekte auf die cytosolische Fraktion von NFxB (pS0 und p65)

Eine IL-10 Inkubation hatte auf die p5S0 Konzentration (obere Banden) und p65
Konzentration (untere Banden) im Cytoplasma keinen Einfluss, nachdem die

Proteinmengen mittels B-Aktin Western Blot abgeglichen wurden (|Abbildung 4-35)).
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Abbildung 4-35: p50 (obere Banden) und p65 (untere Banden) Proteinexpression mittels Western Blot
unter Verwendung von Cytosolextrakten. PMA-differenzierte THP-1 Zellen wurden fiir 1 h, 2 h und 4 h
mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS behandelt. Es wurden 20 ug Protein aufgetragen.

4.12.2 1IL-10 Effekte auf die nukleiire Fraktion von NFxB

Im Gegensatz zum Western Blot aus dem Cytosol (§.12.1), wo man keine Unterschiede
bei der pS0 und p65 Proteinexpression nach IL-10 Behandlung beobachten konnte, lief3
sich mit dem sensitiven TransAM™ Assay in Kernextrakten eine deutliche Reduktion

von p50 und p65 nachweisen.

Die Reduktion von p50 im Kern betrug nach 1 h 89 %, nach 2h 80 % und nach 4 h
77 % im Vergleich zur Kontrolle (100 %). Eine IL-10 Behandlung konnte p65 um 19 %
nach 1h und um 29 % nach 2h im Vergleich zur Kontrolle (100 %) reduzieren
(Abbildung 4-36).
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Abbildung 4-36: p50 (links) und p65 (rechts) im Vergleich zur Kontrolle (100 %) gemessen mit dem
TransAM™ Assay unter Verwendung von Kernextrakten. PMA-differenzierte THP-1 Zellen wurden fiir
1h, 2hund 4 h mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS behandelt; n= 5+ SEM; * < 0,05; ** < 0,01; ns= nicht

signifikant.

4.13 1IL-10 Effekte nach Ausschaltung des LXRa-
Signaltransduktionsweges mittels RNA interference (RNAi)

RNA interference (RNAIi) ist eine Technik, mit der die Expression eines definierten
Proteins in Zellen unter Verwendung kurzer spezifischer doppelstrangiger RNA-
Molekiile selektiv fast vollstindig unterdriickt werden kann. Man bezeichnet dies in
Anlehnung an die "knock-out"-Methode deshalb auch als "knock down". Das Prinzip
wurde unter bereits dargestellt. Mit dieser Methode sollte der Beitrag des
Signaltransduktionsweges LXRo zu den IL-10 Effekten auf ABCA1 untersucht werden.

Zuerst wurde der pSilencer™ 1.0-U6 Vektor der Firma Ambion mit den
Restriktionsenzymen Apal und EcoRI linearisiert. Nach der Ligation mit dem
spezifischen Oligonukleotid-Paar fiir LXRao, der Transformation von E.coli Bakterien,
der Klonierung und der Plasmidpriparation wurde zur Uberpriifung ein
Restriktionsverdau mit den Restriktionsenzymen Bam HI und Xho I fiir eine Stunde bei

37°C durchgefiihrt. Die geschnittenen Produkte konnten im 0,8 % Agarosegel wie

erwartet in den richtigen Fragmentierungen bestitigt werden (Abbildung 4-38).

Um die Transfektionseffizienzen bei den verwendeten THP-1 Zellen auszutesten,
wurden Zellen mit einer Zelldichte von 0.2x10%ml fiir 24 h und 48 h mit 1 ul, 2,5 ul,
5 pl Metafectene und unterschiedlichen pGFP.C I-DNA-Konzentrationen (0,25 pg/ml,
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0,5 pg/ml, 1 pg/ml) transfiziert. Mit dem spéter verwendeten Nucleofector™ Gerit der
Firma Amaxa wurden die Transfektionseffizienzen analog getestet. Es wurden 2x10°
Zellen fiir 6 h, 24 h und 30 h mit 0,5 pg/ml GFP-DNA (wurde mitgeliefert) und 100 ul
Cell Line Nucleofector™ Kit V Losung nach Protokoll transfiziert. Die Effizienzen fiir
die beiden Methoden wurden mittels Durchflusszytometrie fiir GFP ermittelt. Die
GroBen der beiden GFP-Vektoren entsprachen der Groe des verwendeten pSilencer™

1.0-U6 Vektors und konnten somit als "Test-Vektoren" herangezogen werden m

Die maximalen Transfektionseffizienzen mit Metafectene betrugen 25 % und wurden
mit folgenden Bedingungen erreicht: 48 h Transfektion, 0,5 ug/ml DNA und 5 pl
Metafectene. Die maximalen Transfektionseffizienzen mit dem Nucleofector™ Geriit
von Amaxa betrugen 70 % und wurden mit folgenden Bedingungen erreicht: 24 h

Transfektion, 0,5 ug/ml DNA und 100 ul Cell Line Nucleofector™ Kit V Losung.

Stabil transfizierte THP-1 Zellen [Ambion-Kontrollvektor (Random siRNA) und LXRo
siRNA (T10)] konnten durch Kultur im Geneticin-haltigen Medium selektioniert
werden, indem die THP-1 Zellen simultan mit dem G418-Vektor (pcDNA3), der eine
Geneticin-Resistenz aufweist, kotransfiziert worden waren. Das DNA-Verhiltnis von
Konstrukt und G418-Selektionsvektor betrug 10:1 (0,5 ug:0,05 ug), so dass die
Kotransfektion mit dem gewiinschten spezifischen "knock down" Konstrukt bei
Geneticin-resistenten Zellen stets sichergestellt war. Das Selektionsmedium

wurde mit 600 pg/ml Geneticin versetzt.

4.13.1 Verifizierung des LXRo siRNA Konstruktes (Restriktionsverdau)

Fir LXRo wurde ein spezifisches siRNA Konstrukt hergestellt und untersucht. Die
Spezifitit der ausgewéhlten Oligonukleotide wurde mit der Software BLAST (Altschul
et al. 1997) Genom-weit kontrolliert. Nach der Plasmidpriparation wurde das LXRo
siRNA Konstrukt (T10) durch Amplifikation und Sequenzierung verifiziert, wobei die
Primer P1 und P4 (, die auBlerhalb der insertierten siSequenz lagen, zur
Amplifikation benutzt wurden. Die Sequenzierung ergab, dass das Konstrukt korrekt in
den pSilencer™ 1.0-U6-Vektor eingebaut worden war. Das LXRo siRNA Konstrukt

wurde T10 benannt. Die verwendeten Oligonukleotide fiir T10 sahen wie folgt aus:
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Sense Loop Antisense
S’-N(19) TTCAAGAGA N(19) TTTTTT-3’
3’-CCGG N(19) AAGTTCTCT N(19) AAAAAATTAA-S’
Apal EcoR I

T10 forward: 5'- ACT GAA GCG GCA AGA GGA GTT CAA GAG ACT CCT CTT
GCCGCTTCAGTITTTTTT -3

T10 reverse: 5'- AAT TAA AAA AAC TGA AGC GGC AAG AGG AGT CTC TTG
AAC TCC TCT TGC CGC TTC AGT GGC C -3’

Die Struktur des verwendeten pSilencer™ 1.0-U6-Vektors ist zum leichteren
Verstindnis der Ergebnisse der Restriktionsanalysen hier nochmals schematisch

dargestellt (Abbildung 4-37):

pSilencer 1.0-U6
(3.2 kb)

6 13100 7

i

g

Abbildung 4-37: pSilencer™ 1.0-U6 Vektor der Firma Ambion mit den verwendeten Schnittstellen
Apa Al EcoR I, Bam HI und Xho 1. Auflerdem ist die Insertionsstelle der siRNA-Sequenz gezeigt.

Nach dem Verdau mit den Restriktionsenzymen Bam HI und Xho I wurden die Ansétze

auf ein 0,8 %-iges Agarosegel aufgetragen.
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Die Restriktionsanalyse des LXRo siRNA Konstruktes T10 ist in [Abbildung 4-38|

gezeigt. Die Spur, die mit "0" gekennzeichnet ist, entspricht dem Konstrukt T10 ohne
Zugabe eines Restriktionsenzyms (unverdaut; "relaxed/coiled/supercoiled"). Wurde das
Konstrukt T10 mit dem Restriktionsenzym Bam HI geschnitten (B), entstanden jeweils
zwei Banden, die zum einen dem linearisierten "Vektorrest" und zum anderen
dem ausgeschnittenen DNA-Stiick entsprachen. Wurde das Konstrukt T10 mit Xho I
geschnitten (X), blieb es intakt, da dieser DNA-Abschnitt zu Beginn der erfolgreichen

Insertion aus dem pSilencer™ 1.0-U6-Vektor mit Apal und EcoR I herausgeschnitten

worden war (B.9.1.5] [Abbildung 4-37). Da nun die Erkennungssequenz fiir Xho I nicht

mehr vorhanden war, konnte Xho I den Vektor an dieser Stelle nicht mehr schneiden.
Wurden beide Enzyme verwendet (B/X), entstanden die gleichen Banden wie bei
Bam HI (B) allein. Sowohl die Sequenzierung als auch der Restriktionsverdau zeigten
somit, dass das LXRo siRNA Konstrukt (T10) korrekt in den linearisierten pSilencer™

1.0-U6-Vektor eingebaut worden war.

LXRasiRNA (T10)

M 0 B X B/X

Abbildung 4-38: Restriktionsanalyse des LXRo siRNA Konstrukt (T10) im 0,8 %-igen Agarosegel.
M = DNA-Marker, 0 = unverdaut; B = Verdau mit Bam HI, X = Verdau mit Xho I, B/X = Verdau mit
Bam HI und Xho 1.

4.13.1.1 IL-10 Effekte auf ABCA1 in LXRa "knock down'' Zellen

LXRa ist in THP-1 Zellen nur gering exprimiert, deshalb wurde der "knock down"

Effekt indirekt iiber die LXRo-stimulierte ABCA1 Expression untersucht. Es ist
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bekannt, dass der Transkriptionsfaktor LXRo wesentlich fiir die Induktion von ABCA1

verantwortlich ist.

Zuerst wurden stabil transfizierte Random siRNA Zellen und LXRo siRNA Zellen
(T10) auf die basale ABCA1 Expression untersucht. Dann wurden diese stabil
transfizierten THP-1 Zellen mit dem LXRoa Liganden 22-OHC (10 uM) oder der
Losungsmittelkontrolle fiir 24 h inkubiert und die ABCAT1 Transkription bestimmt.

Stabil transfizierte LXRo siRNA Zellen (T10) zeigten bereits eine reduzierte basale
ABCA1 Expression im Vergleich zu Kontrollvektor-Zellen (Random siRNA). Wurden
diese mit dem LXRo Liganden 22-OHC behandelt, war ein Anstieg der ABCAIl
Transkription bei Kontrollvektor-Zellen (Random siRNA), nicht aber bei LXRo siRNA
Zellen (T10) zu beobachten (Abbildung 4-39).

15 10 ABCA1 Expression (stabile Transfektion)
" | basale ABCA1 Expression (stabile Transfektion)
8 Random siRNA LXRa siRNA (T10)
g
1
‘ 3
: X
T 05 T
£
2
0 o B e
Random siRNA LXRa siRNA (T10) Co 22-0HC Co 22-0HC

Abbildung 4-39: ABCAI Transkription stabil transfizierter THP-1 Zellen [Ambion-Kontrollvektor
(Random siRNA) und LXRo. siRNA (T10)] mittels Real-time RT-PCR. Linker Graph stellt die basale
ABCAI Expression und der rechte Graph die 22-OHC-stimulierte (10 uM) ABCAI Expression nach 24 h
dar; n= 2-4+ SEM; * < 0,05.

Stabil transfizierte Random siRNA und LXRo siRNA Zellen erwiesen sich nach
Kryokonservierung bedauerlicherweise nicht mehr als vital und standen fiir die weiteren
Experimente nicht mehr zur Verfiigung. Deshalb wurde auf mit dem Nucleofector™
Gerdt von Amaxa transient mit hoher Effizienz transfizierte Zellen zuriickgegriffen.
Transient transfizierte THP-1 Zellen [Ambion-Kontrollvektor (Random siRNA) und
LXRa siRNA (T10)] wurden mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS fiir 24 h inkubiert und
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ABCAT1-spezifische mRNA mittels Real-time RT-PCR amplifiziert und quantifiziert
(PBbildung 4-40).

Auch transient LXRa siRNA transfizierte Zellen wiesen eine reduzierte, basale ABCA1
Expression im Vergleich zu transient transfizierten Kontrollvektor-Zellen (Random
siRNA) auf. Wihrend bei Kontrollvektor-Zellen (Random siRNA) durch eine IL-10
Behandlung ABCALI signifikant induziert wurde, zeigten die LXRo "knock down"

Zellen (T10) keine Stimulation von ABCA1 nach IL-10 Exposition (Abbildung 4-40).

IL-10-induzierte ABCA1 Expression (transiente Transfektion)
* %

T 1
*
1
0 ] ‘ I ‘ . .:
Random siRNA  Random siRNA LXRo siRNA LXRo siRNA
(Co) (IL-10) (T10, Co) (T10, IL-10)

N

—_
[3,)

fold change [SEM]

o
[,

Abbildung 4-40: ABCAI Transkription transient transfizierter THP-1 Zellen [Ambion-Kontrollvektor
(Random siRNA) und LXRo siRNA (T10)] mittels Real-time RT-PCR. Transient transfizierte THP-1
Zellen wurden mit 10 ng/ml IL-10 oder PBS fiir 24 h inkubiert; n> 4+ SEM; * < 0,05; ** < 0,01.

Die IL-10-stimulierte Expression von ABCA1 in Monocyten ist also abhingig vom
intakten LXRo-Signaltransduktionsweg und LXRa ist bereits an der basalen ABCA1

Expression beteiligt.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte des anti-inflammatorischen Cytokins IL-
10 auf die Expression und Regulation von PPARYy, CD36, LXRo, SR-BI, LDL-
Rezeptor und ABCA1 an monocytoiden Zellen als Makrophagenmodell untersucht.
Diese Transkriptionsfaktoren und Rezeptoren spielen eine besondere Rolle bei der
Entwicklung von Makrophagen zu Schaumzellen in atherosklerotischen Plaques und
ihrer potentiellen Riickbildung. Die funktionelle Bedeutung der IL-10-induzierten
Verinderungen in der Expression der verschiedenen Rezeptoren und Transporter sollte
mit Aufnahme-Efflux-Versuchen unter Verwendung von oxidiertem LDL (oxLDL) und
delipidiertem HDL (dHDL) iiberpriift werden. Auerdem wurde der Einfluss von IL-10
auf die Expression von ICAM-1, IxB-a und die beiden Untereinheiten von NFkB, p50
und p65, untersucht, wichtige Mechanismen der Makrophagenrekrutierung in Plaques.
SchlieBlich wurden stabil und transient transfizierte LXRol "knock down" Zellen

hergestellt, um den beteiligten Signalweg zu untersuchen.

5.1 Etablierung der Real-time RT-PCR

Zuerst wurden die Real-time RT-PCR Bedingungen fiir die verschiedenen Rezeptoren
und Transporter etabliert. Nicht optimierte Temperaturprofile und Konzentrationen der
einzelnen Reagenzien wiirden zu einer nicht exponentiellen Amplifikation und zur
Bildung von Fehlprodukten und Primerdimeren fiihren. Die Austestung und Ver-
wendung des richtigen internen mRNA-Standards ist ebenfalls von entscheidender
Bedeutung. Verschiedene Arbeiten zeigten, dass diese sogenannten "housekeeping
genes", darunter GAPDH, B-Aktin und rRNA, nicht unter allen Bedingungen konstant
exprimiert werden. Bustin berichtete, dass GAPDH Konzentrationen zwischen
verschiedenen Individuen variieren konnen (Bustin et al. 1999). Man stellte aber auch
Verdnderungen in der Expression wihrend des Zellzyklus (Mansur et al. 1993), nach
PMA-Stimulation (Spanakis 1993) oder anderen Manipulationen (Bustin 2000) fest. [3-

Aktin ist einer der am lidngsten verwendeten internen Standards. Vor allem zwischen
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Zellen verschiedener Malignome konnte eine grofere Varianz beobachtet werden

(Bustin 2000).

IL-10 und die anderen verwendeten Stimuli zeigten in THP-1 Zellen, PMA-
differenzierten THP-1 Zellen und PBMCs in Vorversuchen erfreulicherweise keine
Veridnderung in der absoluten Expression von [-Aktin und GAPDH. Somit konnten

beide unter diesen experimentellen Bedingungen ohne Bedenken als interne Standards

verwendet werden (Abbildung 4-4).

5.2 IL-10 reduziert CD36 via Inhibition von PPARY

Wird natives LDL (natLDL) durch Enzyme modifiziert (z.B. oxidiert), kann es nicht
linger iliber den LDL-Rezeptor in die Zellen aufgenommen werden. Die Aufnahme
erfolgt liber sogenannte Scavenger Rezeptoren (, die keiner negativen Feedback-
Regulation unterliegen, sondern sogar durch positiven Feedback ihrer Liganden
induziert werden. Dies fiihrt dazu, dass Makrophagen exzessiv oxLDL aufnehmen
konnen und im subendothelialen Bereich zu Schaumzellen werden. Untersuchungen an
CD36 knock out (CD36™) Miusen haben gezeigt, dass CD36 malBgeblich an der
Aufnahme von oxLLDL und dadurch an der Schaumzellbildung beteiligt ist (Febbraio et
al. 2000).

THP-1 Zellen und PMA-differenzierte THP-1 Zellen, die mit IL-10 fiir 3 bis 72 h
inkubiert wurden, zeigten bereits nach 3h und anhaltend bis 72h eine deutliche
Reduktion von 40-60 % in der CD36 Transkription. Verwendete man frisch isolierte
PBMCs von gesunden Spendern und behandelte diese fiir 3 h mit IL-10, konnte
ebenfalls eine signifikante Reduktion beobachtet werden. Die Hemmung der CD36
Expression konnte auch mittels Durchflusszytometrie auf Proteinebene bestitigt
werden. Dabei  betrug die  Reduktion von IL-10 auf die CD36
Proteinoberflichenexpression nur 10-20 %. Dieser Unterschied zur mRNA-
Transkription konnte dadurch bedingt sein, dass CD36 intrazelluldr in groen Pools
praformiert vorhanden ist. Es liegt dort bereits fertig translatiert vor und wird nach
Zellaktivierung zur Membran transportiert und kann auch nach oxLDL-Aufnahme

wieder rezyklieren (Borst and Elferink 2002, Huh et al. 1996, Bonen et al. 2000).
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Eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors PPARY fiihrt in Monocyten/Makrophagen
zu einer vermehrten Expression von CD36, was eine vermehrte Aufnahme von oxLDL
und dadurch die Schaumzellentstehung begiinstigt (Nagy et al. 1998, Tontonoz et al.
1998). Aktivatoren fiir PPARY sind natiirliche Substanzen, wie der Prostaglandin-D2-
Metabolit (15-deoxy-A'*"*-Prostaglandin J»; 15d-PGJ,) und weitere Oxidationsprodukte
von ungesittigten Fettsduren, die neuen Antidiabetika, Thiazolidindione und z.B.

Indomethacin (Shibata et al. 2002, Kliewer et al. 1995, Lehmann et al. 1995).

Da IL-10 die Expression von CD36 reduziert hatte, sollte der Effekt von IL-10 auf den
Transkriptionsfaktor PPARY untersucht werden. IL-10 reduzierte nicht nur die PPARYy
Expression, sondern auch die Translokation von PPARY in den Kern nach 24 h und
48 h. Doppelinkubationen mit einem PPARY-Liganden belegten, dass die verminderte
CD36 Expression nach IL-10 durch eine verminderte PPARY Expression hervorgerufen
wurde: PMA-differenzierte THP-1 Zellen wurden mit IL-10 und dem PPARY Liganden
15d-PGJ, behandelt. Eine alleinige Inkubation mit 15d-PGJ, fiihrte wie erwartet zu
einer Steigerung der CD36 Expression. Versetzte man die Zellen zusitzlich mit IL-10,
konnte die 15d-PGJ,-induzierte CD36 Induktion signifikant reduziert werden. Diese
Ergebnisse konnten auch mit Indomethacin, einem weiteren PPARY Liganden, bestitigt
werden. Somit ldsst sich folgern, dass die verminderte basale CD36 Transkription und
Expression durch IL-10 durch die reduzierte Expression und Translokation von PPARY
erklart werden kann und IL-10 auch die Stimulation von CD36 durch aktivierende

PPARY Liganden attenuiert.

5.3  Auswirkung der reduzierten CD36 Expression auf die

Aufnahme von oxLDL

Als nichstes wurde die funktionelle Bedeutung der IL-10-induzierten Verdnderungen in
der Transkription und Expression von CD36 fiir die zelluldre Cholesterin-Homdoostase
untersucht. Dazu wurden THP-1 Zellen und PMA-differenzierte THP-1 Zellen mit IL-
10 vorinkubiert, dann mit oxLDL beladen und anschlieBend mit dHDL als
Cholesterinakzeptor behandelt. Wie erwartet, stieg der Cholesteringehalt der Zellen bei
Angebot von oxLLDL an. Wurden die Zellen gleichzeitig mit IL-10 behandelt, war nach
oxLDL Exposition der Cholesteringehalt der Zellen gegeniiber Kontrollbehandlung
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gesenkt. Die durch IL-10 anhaltend verminderte Transkription und Expression von
CD36, dem quantitativ wichtigsten Scavenger Rezeptor fiir oxLDL (Greenwalt et al.
1992, Abumrad et al. 1993, Han et al. 1997), fiihrte offensichtlich zu einer verminderten
oxLDL Akkumulation in den Zellen. Mittels Oil Red O Firbung konnte die massive
Akkumulation der Lipide nach oxLDL Exposition und deren deutliche Reduktion durch
IL-10 auch mikroskopisch belegt werden. Dies zeigte sich analog am Verhalten der
Zellgranularitit in der Durchflusszytometrie, die ebenfalls die intrazelluldre

Fetttropfchen erfassen kann.

In verschiedenen Atherosklerose-Tiermodellen konnte eine Reduktion der
Schaumzellbildung durch IL-10 bereits in vivo gezeigt werden. In zwei Arbeiten
(Pinderski Oslund et al. 1999, Mallat et al. 1999a) wurden IL-10 iiberexprimierende,
transgene (IL-10"*) Miuse und IL-10 knock out (IL-107") Miuse nach atherogener Diit
miteinander verglichen. Der Plasmagesamtcholesterinspiegel zeigte dabei keine
Veridnderungen, wobei es bei IL-10"" Miusen aber zu einem erhdhten LDL- und einem
erniedrigten HDL-Anteil kam. Gleichzeitig waren bei IL-10”" Miusen vielfach groBere
vaskulidre Lasionen und massive Akkumulation von Lipiden in mononukledren Zellen

0+/+

in der GefiBwand im Vergleich zu Kontrolltieren zu beobachten. Die IL-1 Miuse

waren dagegen vor Lipidakkumulationen und folglich vor Schaumzellbildung geschiitzt.

Die hier gefundene Suppression der monocytiren CD36 Expression durch IL-10 liefert
einen plausiblen Mechanismus zur Erkldarung der Reduktion der Schaumzellbildung, die

nicht allein aus der anti-inflammatorischen Wirkung von IL-10 verstindlich wire.

54 IL-10 stimuliert den reversen Cholesterintransport

5.4.1 IL-10 induziert den Cholesterinexporter ABCA1 und den
Transkriptionsfaktor LXRx

Dem reversen Cholesterintransport, durch den Cholesterin aus der Peripherie zur Leber
transportiert und bilidr ausgeschieden wird, kommt eine entscheidende Bedeutung fiir
die Priavention und Regression atherosklerotischer Gefid3verdnderungen zu.
Wesentlicher Schritt des reversen Cholesterintransportes ist die Ubertragung von

Cholesterin aus den Zellen auf Apo Al mittels ABC-Transportern. Eine Induktion des



Diskussion 109

Cholesterinexporters ABCA1 fiihrt in der Tat zu einem gesteigerten zelluldren
Cholesterinefflux. Dysfunktionelle Mutationen im ABCA1l Gen bei der Tangier
Krankheit sind durch Cholesterinakkumulationen im retikulo-endothelialen System,
akzelerierte Arteriosklerose und reduzierte HDL-Spiegel charakterisiert (Hobbs and
Rader 1999). Fibroblasten von diesen Patienten hatten einen verminderten Cholesterin-
efflux auf Apolipoproteine (Francis et al. 1995), was mit der Expression von ABCAI
korrelierte (Lawn et al. 1999). ABCA1 knock out (ABCAI'/ ) Méuse zeigten dhnliche
Veridnderungen wie Tangier Patienten und waren durch niedrige HDL-Spiegel und
zelluldre Lipidakkumulationen (McNeish et al. 2000), die zu einer signifikanten
Erhohung in der Atherosklerose-Entwicklung fiihrten (Aiello et al. 2002),

gekennzeichnet.

Eine IL-10 Inkubation fiihrte bei THP-1 Zellen, PMA-differenzierten THP-1 Zellen und
PBMCs von gesunden Spendern zu einer signifikanten ABCAI1 Induktion in der
GroBenordnung wie sie an denselben Zellen mit dem LXRo Agonisten 22-OHC (22-
Hydroxycholesterol) beschrieben wurde (Whitney et al. 2001). Die Steigerung der
ABCA1 Expression konnte mittels Real-time RT-PCR auf mRNA Ebene und mittels
Western Blot auf Proteinebene gezeigt werden. IL-10 induzierte bereits nach 3 h und
anhaltend bis 72 h die ABCA1 Transkription und die Proteinexpression bereits minimal
nach 6 h und stirker nach 24 h. In PMA-differenzierten THP-1 Zellen erhohte IL-10

auch die Transkription und Expression des Transkriptionsfaktors LXRa nach 3 bis 48 h.

Somit fordert IL-10 den reversen Cholesterintransport und verhindert die Akkumulation
von Cholesterin in tiberladenen Schaumzellen. Dieser neue Mechanismus von IL-10 ist

wesentlich fiir die Regression arteriosklerotischer Lisionen.

5.4.2 Regulationsmechanismen von ABCA1 durch IL-10

Fiir die Eingrenzung, welche Signalwege den Anstieg von ABCA1 durch das anti-
inflammatorische Cytokin IL-10 vermitteln, wurden die verschiedenen Transkriptions-

faktoren (PPARY, PPARO und LXRo)) und cAMP (zyklisches AMP) untersucht.

In mehreren Arbeiten war gezeigt worden, dass ABCA1 unter anderem durch den
Transkriptionsfaktor PPARY positiv reguliert wird (Chinetti et al. 2001, Chawla et al.
2001). Anhand der Ergebnisse in konnte eine entscheidende Bedeutung von
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PPARY fiir die Induktion von ABCAT1 durch IL-10 aber ausgeschlossen werden, da IL-
10 die PPARY Expression und Translokation hemmte. Um weiter abzusichern, dass
PPARY nicht der verantwortliche Transkriptionsfaktor war, wurden PMA-differenzierte
THP-1 Zellen mit den PPARY Liganden 15d-PGJ, und IL-10 fiir 3 bis 48 h koinkubiert.
Wie erwartet, induzierte 15d-PGJ, die ABCAI1 Transkription. Wurden die Zellen
zusitzlich mit 1IL-10 versetzt, wurde die 15d-PGJ,-stimulierte ABCA1 Transkription
durch IL-10 sogar reduziert, wie durch die in |5E| diskutierte PPARy Reduktion zu
erwarten war. Offensichtlich wird die IL-10 Stimulation von ABCAT1 also nicht iiber

PPARY vermittelt.

Neben PPARY kann auch der Transkriptionsfaktor PPARo zu einer Induktion von
ABCAI fiihren (Chinetti et al. 2001, Chinetti et al. 2003). PMA-differenzierte THP-1
Zellen wurden mit IL-10 und dem PPAR« Liganden Fenofibrat fiir 3 bis 48 h inkubiert.
Fenofibrat allein induzierte die ABCA1 Expression. Eine zusétzliche Behandlung mit
IL-10 fiihrte zu einer weiteren Stimulation in der ABCA1 Transkription. Die weitere
Steigerung der bereits (sub)-maximalen Stimulation von PPARY durch Fenofibrat

spricht eher fiir einen zusitzlichen unabhingigen Signalweg der IL-10 Wirkung auf

ABCAL.

Auch der Transkriptionsfaktor LXRol vermittelt wesentlich die Induktion von ABCA1
insbesondere bei Cholesterinbelastung der Zellen (Costet et al. 2000, Repa et al. 2000,
Venkateswaran et al. 2000). LXRa ist ein nukledrer Rezeptor, der nach aktivierter
Ligandenbindung mit dem Retinsdure-Rezeptor RXR einen Heterodimer bildet (Willy
et al. 1995). LXRs werden durch natiirlich vorkommende Oxysterole (Oxidations-
produkte des Cholesterins) (Janowski et al. 1996, Costet et al. 2000, Fu et al. 2001,
Schwartz et al. 2000) und RXRo durch 9-cis RA (9-cis retinoic acid) (Mangelsdorf and
Evans 1995, Kastner et al. 1995, Costet et al. 2000) aktiviert. Das aktivierte
Heterodimer transloziert in den Kern, wo es an fiir LXRa spezifische DNA-Sequenzen
(LXREs; LXRa response elements) z.B. im ABCA1 Promotor bindet und dessen
Transkription steigert (Singaraja et al. 2001).

Koinkubationen sollten Aufschluss iiber das Zusammenwirken von IL-10 mit den

beiden Transkriptionsfaktoren geben. Fiir die Aktivierung von LXRa wurde der Ligand
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22-OHC und fiir die Aktivierung von RXRao der Ligand 9-cis RA verwendet. Beide
Liganden induzierten auch die LXRo und ABCA1 Transkription. Eine Behandlung der
Zellen mit 22-OHC und IL-10 zusammen, fiihrte sowohl bei der LXRa als auch bei der
ABCATI Transkription zu einem additiven Effekt. Zumindest ein Teil des IL-10 Effektes
auf ABCALI erscheinen daher LXRo vermittelt. Wurden die PMA-differenzierten THP-
1 Zellen mit dem RXRo Liganden 9-cis RA und IL-10 inkubiert, wurde auch hier eine
additive Induktion der ABCA1 Transkription nach 3 bis 48 h gesehen. Bei der LXRax
Transkription waren die Effekte anders. So konnte nach 3 h und 24 h keine zusitzliche
Induktion durch IL-10 beobachtet werden. Erst nach 48 h nahm die LXRo

Transkription additiv zu. Dies passt zur Kinetik der Auto-Induktion von LXRa (Li et al.
2002b).

Die Befunde mit der Koinkubation von IL-10 und RXRao Liganden 9-cis RA fiir die
LXRo Transkription konnte durch einen weiteren Mechanismus beeinflusst sein. RXRaot
ist der gemeinsame Heterodimerpartner fiir die Transkriptionstaktoren PPARo, PPARY
und LXRa. Zwei kiirzliche Arbeiten zeigten einen "cross-talk" zwischen PPARo und
LXRoa durch Konkurrenz um RXR (Ide et al. 2003, Yoshikawa et al. 2003). PPARx
bildet mit RXRo einen Heterodimer und bindet an spezifische DNA-Sequenzen (PPRE;
peroxisome proliferator response elements) und das Heterodimer LXRo/RXRao: bindet
an LXREs (LXR response elements). PPARo kann mit vergleichbarer Affinitidt ein
Heterodimer mit LXRo oder RXRo bilden. Dadurch kommt es zu einer RXRo
Kompetition zwischen PPARo und LXRo. Auch PPARYy bendtigt RXRo als
Heterodimerpartner, um in den Kern zu translozieren und PPARYy-abhingige Gene zu
induzieren. Somit kommt es zur Kompetition zwischen PPARo, LXRo und PPARY um
RXRa. Der Effekt von IL-10 auf PPARo und PPARY konnte also zusitzlich auf der
Ebene der RXR-Konkurrenz das LXRo Signal beeinflussen.

Auch cAMP als ubiquitdr vorkommendes, sekundires, intrazelluldres Signalmolekiil
spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der ABCA1 Expression. Lawn und
Kollegen konnten in Fibroblasten nach cAMP Gabe eine gesteigerte Induktion der
ABCA1 mRNA nachweisen (Lawn et al. 1999). Auch murine RAW264 Makrophagen
zeigten einen deutlichen Anstieg in der ABCA1 Transkription auf cAMP (Oram et al.
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2000). In diesen murinen Makrophagen ist ABCA1 ein konstitutiv phosphoryliertes
Protein. Diese Phosphorylierung von ABCA1 wird durch cAMP iiber die Proteinkinase
A (PKA) oder PKA-ihnliche Kinasen vermittelt (See et al. 2002). Mehrfach konnte eine
ABCATI Induktion durch cAMP gezeigt werden, die LXRa unabhéngig war (Bortnick
et al. 2000, Oram et al. 2000, Schwartz et al. 2000). Umgekehrt wurde auch fiir cAMP
und andere Substanzen, die cAMP erhohen (z.B. das Prostacyclin-Analogon Cicaprost),
eine gesteigerte Induktion, Transkription und Freisetzung des Cytokins IL-10 aus
Monocyten gezeigt (Eigler et al. 1998, Kambayashi et al. 1995). Kim und Kollegen
berichteten, dass innerhalb des murinen IL-10 Promotors ein cAMP response element
(CRE) vorhanden ist, was eine positive Riickkopplungsschleife der IL-10 Produktion
darstellen konnte (Kim et al. 1992).

Um die potentielle Signaliibertragung von IL-10 iiber cAMP und PKA auf ABCAI zu
iiberpriifen, wurden THP-1 Zellen und PMA-differenzierte THP-1 Zellen mit dem PKA
Inhibitor Ro 31-8220 fiir 30 min vorinkubiert, bevor IL-10 fiir 3 h zugegeben wurde.
Die alleinige Inkubation mit dem PKA Inhibitor Ro 31-8220 senkte die basale
Expression von ABCA1 in THP-1 Zellen und PMA-differenzierten THP-1 Zellen. Ein
toxischer Effekt des PKA Inhibitors konnte dabei ausgeschlossen werden (Rubic et al.
2004). Der PKA Inhibitor Ro 31-8220 konnte zudem die IL-10-induzierte ABCAI1
Transkription signifikant reduzieren. Der IL-10 Effekt auf ABCA1l wird somit
zumindest teilweise auch iiber PKA vermittelt, welches seinerseits durch cAMP
stimuliert dann zu einer ABCA1 Induktion fiihren kann. Diese Interpretation wurde
durch Messung des intrazelluldiren cAMP in THP-1 Zellen erhirtet. IL-10 erhohte in der

Tat die intrazellulare cAMP-Konzentration.

Uber die Vermittlung der anti-inflammatorischen Effekte von IL-10 ist bekannt, dass
IL-10 nach Bindung an den IL-10-Rezeptor den JAK/STAT3-Signaltransduktionsweg
aktiviert und dadurch sekundidr SOCS-1 und SOCS-3 (suppressor of cytokine signalling
-1 und -3) induziert (s.a. (Riley et al. 1999, Niemand et al. 2003, Ding et al. 2003,
Donnelly et al. 1999). Direkte Blocker des IL-10 Rezeptors stehen nicht zur Verfiigung.
Ein spezifischer Inhibitor fiir den JAK1/TYK2-abhingigen Signalweg iiber STAT3 und
STATS ist Piceatannol (Su and David 2000, Alas and Bonavida 2003). Piceatannol
hemmte in Lymphoma- und Myeloma-Zellen anhaltend die STAT3 Aktivierung auch in

Gegenwart von exogenem IL-10 (Alas and Bonavida 2001). Um die Vermittlung des
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IL-10 Effektes auf die ABCA1 Expression iliber den IL-10-Rezeptor zu erhérten, wurde
deshalb Piceatannol als proximaler Inhibitor des IL-10-Signaltransduktionsweges
verwendet. PMA-differenzierte THP-1 Zellen wurden mit ansteigenden Piceatannol-
Konzentrationen fiir 30 min vorinkubiert und dann mit IL-10 fiir weitere 3 h stimuliert.
Eine alleinige Inkubation mit Piceatannol hatte keinen Einfluss auf die basale ABCA1
Expression. Piceatannol unterdriickte aber die IL-10-induzierte ABCA1 Stimulation in
Dosis-abhidngiger Weise schlieBlich vollstindig. Dies unterstiitzt die proximale

Ubertragung der IL-10 Effekte auf ABCA1 iiber den IL-10-Rezeptor.

5.5 Funktionelle Auswirkung der gesteigerten ABCA1 Expression

Die funktionelle Relevanz der gesteigerten ABCA1 Expression wurde mittels des
dHDL-geforderten zelluldren Cholesterinefflux iiberpriift. THP-1 Zellen und PMA-
differenzierte THP-1 Zellen wurden mit IL-10 vorinkubiert und danach mit oxLDL
beladen. Nicht aufgenommenes oxLDL wurde durch Waschen entfernt und dann dHDL
als Akzeptor fiir Cholesterin zugegeben. IL-10 reduzierte die Aufnahme von oxLDL,
wie bereits in diskutiert wurde. Dies ist durch die Hemmung der CD36 Expression
erkliart. dHDL allein reduzierte bereits, wie erwartet, den zelluldren Cholesteringehalt,
konnte aber den oxLLDL-bedingten Anstieg des zelluliren Cholesterins nicht vollstindig
verhindern. Dagegen wurde in Gegenwart von IL-10 nicht nur die oxLDL Beladung
reduziert, sondern durch zusitzliche Inkubation mit dHDL der zelluldre
Cholesteringehalt maximal reduziert. Die zelluldre Protektion vor Lipidiiberladung
durch IL-10 konnte auch mikroskopisch bestitigt werden. Die gesteigerte ABCAI1
Expression nach IL-10 hat also funktionelle Relevanz fiir das zelluldre Cholesterin-

handling auch unter maximaler Exposition mit oxLDL.

In verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Uberladung von
Makrophagen mit Cholesterin zu einer Steigerung der ABCA1 mRNA und zu einem
relativ verstiarkten Cholesterinefflux auf Apo A-I fiihrt (van Eck et al. 2002, Oram and
Lawn 2001). Durch IL-10 wird aber die ABCA1 Expression auch ohne komplette
zelluldre Cholesteriniiberladung gesteigert, was die Regression arteriosklerotischer

Liasionen begiinstigt.
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5.6 IL-10 und SR-BI Expression

Der Scavenger Rezeptor BI (SR-BI) vermittelt im Gegensatz zum Cholesterinexporter
ABCA1 einen potentiell bidirektionalen Cholesterinflux, d.h. er erleichtert sowohl die
zellulare Cholesterinaufnahme als auch fiir die Cholesterinabgabe je nach
Konzentrationsgradient (de La Llera-Moya et al. 2001). Die Regulation von SR-BI ist
komplex (Krieger 2001, Steinbrecher 1999). Es konnte gezeigt werden, dass SR-BI
unter anderem durch die Transkriptionsfaktoren PPARo, PPARY und LXRa reguliert
wird (Chinetti et al. 2000, Malerod et al. 2003, Malerod et al. 2002). Weitere
Veroffentlichungen zeigten, dass SR-BI und ABCA1 sich moglicherweise iiber den
zelluldren Cholesteringehalt gegenseitig invers beeinflussen konnen. Wird die ABCA1
Expression induziert, wird die SR-BI Expression in Makrophagen und in vivo

supprimiert (Chen et al. 2000, Yancey et al. 2004).

IL-10 hatte allenfalls einen minimalen und biphasischen Effekt auf die SR-BI
Transkription, wobei nach 3 h eine tendenzielle Hemmung, nach 24 h eine geringe
Steigerung und nach 48 h wieder eine leichte Hemmung zu beobachten war. Da IL-10
die ABCAI1 Expression induziert, konnte zumindest die tendenziell reduzierte frilhe SR-

BI Expression durch PPARY oder diese inverse Kopplung erklért werden.

5.7 IL-10 und LDL-Rezeptor Expression

Die Regulation des LDL-Rezeptors ist iiber den SREBP-Signaltransduktionsweg invers
mit dem zelluldren Cholesterinbestand verkniipft. SCAPs (SREBP Cleavage activating
protein) (Rawson 2003) und die HMG-CoA-Reduktase (Hydroxymethylglutaryl-CoA-
Reduktase) (Brown and Goldstein 1986, Goldstein and Brown 1990, Horton et al. 2002,
Rawson 2003) spielen eine wichtige Rolle bei der Regulierung des LDL-Rezeptors. Die
Regulierung erfolgt nach einem negativen Feedback-Mechanismus, d.h. bei normalem
oder erhohtem zelluldren Cholesterinbestand, wird die HMG-CoA-Reduktase und die
LDL-Rezeptor Expression und somit die Cholesterinsynthese und -aufnahme gehemmt.
Kommt es zu einem zelluldren Fehlbestand des Cholesterins, wird iiber den SREBP-
Signaltransduktionsweg nach HMG-CoA wund LDL-Rezeptor Expression, die

Cholesterinsynthese stimuliert und die Aufnahme gesteigert. Entsprechend dem
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unverdnderten zelluldren Cholesterinstatus wurde die LDL-Rezeptor Transkription nach

IL-10 nicht verédndert.

Der Anstieg in der LDL-Rezeptor Transkription in PMA-differenzierten THP-1 Zellen,
bei denen nach einer IL-10 Behandlung keine Reduktion des Gesamtcholesteringehalt
beobachten werden konnte, ist jedenfalls nicht iiber den SREBP-Signaltransduktions-
weg erklirbar. Auch bei IL-10"* und IL-10"" Miusen wurden keine Verinderungen des

Gesamtcholesterinspiegels berichtet (Pinderski Oslund et al. 1999, Mallat et al. 1999a).

5.8 IL-10 reduziert die LPS-induzierte Expression des
Adhisionsmolekiils ICAM-1

Verschiedene Adhisionsmolekiile ermoglichen zirkulierenden Zellen wie den
Monocyten/Leukocyten erst das initiale Rollen, die feste Adhésion auf dem Endothel
und Aktivierung und schlieBlich die Transmigration in das Gewebe (Blankenberg et al.
2003). ICAM-1 ist ubiquitdr auf Zellen exprimiert und kann durch LPS und IFNy
stimuliert werden (Simmons et al. 1988, Campbell et al. 1989). Der ICAM-1 Promotor
besitzt Bindestellen fiir AP-1, NFkB und C/EBP (Wawryk et al. 1991, Voraberger et al.
1991, Look et al. 1994). ICAM-1 ist essentiell fiir die Rekrutierung von Monocyten/

Leukocyten in frithen atherosklerotischen Lésionen.

Um etwaige Effekte von IL-10 auf die LPS-induzierte ICAM-1 Expression zu
untersuchen, wurden THP-1 Zellen mit unterschiedlichen LPS-Konzentrationen und IL-
10 fiir 6 bis 48 h behandelt. Eine alleinige IL-10 Behandlung fiihrte zu einer minimalen
Induktion von ICAM-1, die auch bereits von Song beobachtet wurde (Song et al. 1997).
Aber IL-10 konnte bereits nach 6 h und anhaltend bis 48 h eine deutliche Hemmung in
der LPS-induzierten ICAM-1 Expression hervorrufen. Der hemmende Effekt von IL-10
auf die ICAM-1 Expression diirfte iiber die Hemmung der Monocyten/Leukocyten-
Rekrutierung zur anti-atherosklerotischen Wirkung von IL-10 beitragen, da es die
Adhision von Monocyten/Leukocyten an das Endothel verhindern kann. Die Reduktion
der LPS-induzierten ICAM-1 Expression durch IL-10 konnte durch eine Hemmung von

NFxB (Voraberger et al. 1991) und PPARY (Chen et al. 1999) vermittelt sein.
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5.9 Einfluss von IL-10 auf IxB-o und die NFxB Untereinheiten p50
und p65

NFxB ist ein zentraler Transkriptionsfaktor, der im Cytosol mit IxkB-o assoziiert und
dadurch inaktiv vorliegt. Durch geeignete Zellaktivierung kann IkB-a phosphoryliert
und dann durch das Proteasom degradiert werden. Diese Degradierung von IkB-o
erlaubt NFkB in den Kern zu translozieren, an spezifische DNA-Sequenzen zu binden
und die Transkription von verschiedenen Genen zu regulieren und initiieren (Li and
Verma 2002a). Zur NFxB Familie gehoren die Proteine p50, p52, p65, c-Rel und RELB
(Verma et al. 1995, Ghosh et al. 1998). NFkB ist auch ein entscheidender
Transkriptionsfaktor fiir [CAM-1.

Um mogliche Effekte von IL-10 auf die beiden NFxB Untereinheiten p50 bzw. p65 und
IkB-ao als Erkldrung der ICAM-1 Reduktion zu untersuchen, wurden PMA-
differenzierte THP-1 Zellen mit IL-10 oder PBS behandelt und einer Cytosol-Kern-
Extraktion unterzogen. Mittels Western Blot Analyse unter Verwendung von
Cytosolextrakten zeigte sich, dass IL-10 nur minimale Effekte auf die Proteinexpression
von p50 und p65 hatte. Um den Effekt von IL-10 auf die beiden nukledre Fraktionen
von NFxB p50 und p65 zu untersuchen, wurde der spezifische TransAM™ Assay
verwendet. Dieser TransAM™ Kit beruht auf immobilisierten Oligonukleotiden des
NFxB-Bindemotivs, an deren DNA-Sequenz die aktive Form von NFxB, die in den
Kernextrakten enthalten ist, binden kann. Der primédre Antikorper, der dann verwendet
wird, um NFxB zu detektieren, erkennt Epitope von p50 bzw. p65, die nur dann
zugdnglich sind, wenn NFkB aktiv ist. Dieser TransAM™ Kit hat eine deutlich hohere
Sensitivitdt als der iibliche Western Blot. Nach IL-10 Exposition konnte in den
Kernextrakten eine deutliche Reduktion des nukledren NFxB gezeigt werden. Dass IL-
10 NFxB in Monocyten und Makrophagen hemmt, wurde auch bereits in anderen

Arbeiten gezeigt (Raychaudhuri et al. 2000, Wang et al. 1995).

IL-10 hatte nur einen minimalen induzierenden Effekt auf die Expression von IxkB-o.
Dieser Befund wurde von Clarke und Kollegen bereits in murinen Makrophagen gezeigt

(Clarke et al. 1998). Die Reduktion der LPS-induzierten ICAM-1 Expression durch IL-
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10 diirfte also iiber die Attenuierung des NFkB-Signaltransduktionsweges und PPARY

vermittelt worden sein.

5.10 RNA interference (RNAi) mit dem LXRo-Signalweg

RNA interference (RNAi) ist ein zelluldirer Mechanismus, mit dem die Expression
bestimmter Gene post-transkriptionell durch kurze Doppelstrang-RNA-spezifischen
Sequenz unterdriickt wird. Diese small interference (si) RNAs binden sequenzspezifisch
an mRNAs im sogenannten Dicer-Komplex und degradieren diese mRNAs durch
spezifische Nukleasen (s.a. . Das Prinzip der RNAIi ergab sich aus Beobachtungen
in den 80er Jahren, als Forscher mit unerwarteten Ergebnissen der Antisense Methode
in C. elegans Versuchen konfrontiert waren. (Smith et al. 2001, Fire et al. 1991).
Andrew Fire und Craig Mello konnten im Jahre 1998 zeigen, dass man durch die
Injektion kleiner doppelstrangiger RNAs spezifische RNAi auslosen konnte (Fire et al.
1998). Die Tatsache, dass RNAi in sehr verschiedenen Organismen funktioniert, legt
nahe, dass es sich hier um einen basalen, in der Evolution konservierten Mechanismus
handeln muss. RNA1 ist vermutlich ein Abwehrmechanismus der Zellen, um der
Reproduktion viraler Pathogene (exogen) und integrierter Viren (z.B. Springen mobiler
Elemente im Genom; Transposons und Retrotransposons) entgegen zu wirken (Tabara
et al. 1999, Mourrain et al. 2000, Ramaswamy and Slack 2002). Dieser Schutz-
mechanismus kann durch Verwendung spezifischer siRNAs als molekularbiologisches

Werkzeug ausgeniitzt werden.

In der vorliegenden Arbeit sollte RNAi benutzt werden, um stabil und transient
transfizierte LXRa "knock down" Zellen zu generieren und damit gezielt den Signal-
transduktionsweg von IL-10 fiir die Effekte aut ABCA1 zu untersuchen und zusitzlich

zu den Agonisten/Antagonisten-Experimenten den Signalweg zu charakterisieren.

Es stellte sich heraus, dass mittels Metafectene (Liposomen) nur Transfektions-
effizienzen von 25 % in Monocyten erreichbar waren. Diese geringen Transfektions-
effizienzen in Monocyten wurden auch von anderen Arbeitsgruppen berichtet (Gee et
al. 2002, Ma et al. 2001). Der Grund liegt wahrscheinlich darin, dass Monocyten
phagocytierende Zellen sind und das "eingeschleuste" Konstrukt zum groBten Teil

bereits in ihren Lysosomen effizient degradieren, bevor es in ihr Genom einbaut werden
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kann. Erschwerend kam hinzu, dass THP-1 Zellen nach einer Kotransfektion mit dem
G418-Vektor in einem Selektionsmedium kultiviert werden mussten, das 600 pg/ml
Geneticin beinhaltete. Diese hohe erforderliche Konzentrationen erschwerten die
Proliferation der Zellen, was folglich zu einer sehr langsamen Expansion fiihrte. Die
schlieBlich selektionierten, stabil transfizierten Zellen waren dann in ihrer Vitalitit so

reduziert, dass sie nicht kryokonserviert werden konnten.

Die Firma Amaxa bietet mittlerweile ein neues Geridt namens Nucleofector™ an, mit
dessen Hilfe man auf klassische Weise schlecht transfizierbare Zellen, darunter auch
Monocyten und Primérzellen, sehr effizient transfizieren kann. Nucleofector™ benutzt
eine kombinierte Technologie aus Elektroporation und Liposom-Transfektion
(= Nucleofektion). Dadurch ist es moglich, hohe Transfektionsraten zu erreichen. Der
entscheidende Vorteil liegt darin, dass das zu transfizierende Konstrukt direkt in den
Kern geschleust wird und dass der Prozess fiir die Zellen nicht toxisch ist. Fiir transiente
Transfektionen wurde daher der Nucleofector™ von Amaxa verwendet, womit
Effizienzen von 70 % nach 24 h erreicht wurden. Diese hohen Effizienzen bei THP-1

Zellen wurden auch von Martinet und Kollegen berichtet (Martinet et al. 2003).

THP-1 Zellen wiesen basal eine geringe LXRo Expression auf. Deshalb war es wegen
der groeren Sensitivitit einfacher, den "knock down" Effekt liber die nachgeschalteten
LXRo-abhédngigen Transkripte, ndmlich iiber die ABCA1 Expression, zu untersuchen.
Es ist gut belegt, dass der Transkriptionsfaktor LXRa wesentlich fiir die Induktion von
ABCAI1 verantwortlich ist (Costet et al. 2000, Repa et al. 2000, Venkateswaran et al.
2000).

Mit stabil und transient LXRo siRNA transfizierten THP-1 Zellen konnte die Rolle des
LXRa-Signaltransduktionsweges fiir den IL-10 Effekt auf die ABCA1 Expression
belegt werden. LXRa siRNA transfizierte Zellen zeigten bereits eine verminderte basale
Expression von ABCA1 im Vergleich zu Random siRNA Zellen. Wurden diese mit
dem LXRa Liganden 22-OHC inkubiert, nahm die ABCA1 Transkription bei den
Kontrollvektor-Zellen (Random siRNA), aber nicht bei LXRa siRNA Zellen (T10),
deutlich zu. Behandelte man die "knock down" Zellen mit IL-10 fiir 24 h, war die
ABCAI1 Transkription bei Kontrollvektor-Zellen (Random siRNA) wie bei nicht
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transfizierten ("Wildtyp-Zellen") THP-1 Zellen induzierbar, wihrend die LXRo siRNA

transfizierten Zellen (T10) keine Induktion zeigten.

Somit ldsst sich sagen, dass die IL-10-bedingte ABCA1 Stimulation vom intakten

LXRa-Signaltransduktionsweg abhéingig war.

5.11 Mogliche medizinische Bedeutung der IL-10 Effekte auf die

zellulidre Cholesterin-Homoostase

IL-10 spielt eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie mehrerer haufiger
Erkrankungen. Mallat und Kollegen zeigten, dass IL-10 in fortgeschrittenen
atherosklerotischen Plaques exprimiert wird und die lokale inflammatorische Reaktion
ddmpft und die Zellen vor exzessiver Apoptose schiitzen kann (Mallat et al. 1999b). IL-
10 und CRP (C-reaktives Protein) Serumspiegel konnen als prognostische Parameter fiir
Patienten mit akuten koronaren Symptomen herangezogen werden (Heeschen et al.
2003). Smith und Kollegen fanden bei Patienten mit instabiler Angina einen signifikant
erniedrigten IL-10 Spiegel im Vergleich zu Patienten mit chronisch stabiler Angina

(Smith et al. 2001).

In Tierexperimenten konnte die anti-atherogene Wirkung von IL-10 bereits bestétigt
werden. Knochenmark-depletierte LDL-Rezeptor knock out (LDL—Rezeptor'/') Miuse
bekamen entweder Transplantatmark von Wildtyptieren oder von transgenen Miusen
(IL-10""*). Die Werte fiir Gesamtcholesterin, Triglyceriden und HDL-Cholesterin waren
bei beiden Tiergruppen vergleichbar. Diejenigen Méiuse, die das Knochenmark von
transgenen Tieren transplantiert bekommen hatten, zeigten nach 20 Wochen eine 47 %-
ige Reduktion in der Lisionsgroe und eine 50-80 %-ige Reduktion in der
Lipidakkumulation in der Aorta. Diese Studie zeigte, dass die Uberexpression von IL-
10 die Entstehung lipidreicher atherosklerotischer Lisionen in LDL-Rezeptor” Miusen
reduziert (Pinderski et al. 2002). Umgekehrt fanden Caligiuri und Kollegen bei IL-10
Defizienz unter anderem erhohte Marker fiir intravasale Koagulation und eine massive
Zunahme der LisiongrdBe in Doppel-knock out Miusen (ApoE™ x IL-107") (Caligiuri et
al. 2003). Eine Reduktion der Atherosklerose durch systemischen und lokalen
adenoviralen Transfer von IL-10 in LDL—Rezeptor'/' Miusen konnte in einer weiteren

Arbeit gezeigt werden (Von Der Thusen et al. 2001).
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Rekombinantes IL-10 steht in anderer Indikation, wie chronische Hepatitis C, wegen
seiner anti-inflammatorischer Effekte in der klinischen Entwicklung (Nelson et al.
2003). In diesen Phase III-Studien zeigte es ein giinstiges Risiko-Nutzen-Profil. Ob IL-
10 selbst oder Substanzen, die seine endogene Bildung (Durez et al. 1999) stimulieren
allerdings jemals Bedeutung fiir die Regression von arteriosklerotischen Lisionen

erlangen werden, ist gegenwértig nicht abzuschitzen.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Effekte von IL-10 auf monocytére Lipidrezeptoren
und -Transporter untersucht, die zusitzlich zu den anti-inflammatorischen Wirkungen

von IL-10 fiir dessen anti-atherosklerotische Wirkung von Bedeutung sein konnten.

Es konnte gezeigt werden, dass IL-10 die Expression des quantitativ wichtigsten
Scavenger Rezeptors, CD36, in Monocyten/Makrophagen sowohl auf RNA- als auch
auf Proteinebene hemmt. Diese Hemmung ging einher mit einer verringerten zelluldren
Aufnahme von oxidiertem LDL. Durch PPARY-FACS und -Western Blot in Cytosol-
Kern-Fraktionen sowie Koinkubationen mit IL-10 und den PPARYy-Agonisten 15d-PGJ,
(15-deoxy-A12’14—Prostag1andin J>) und Indomethacin konnte gezeigt werden, dass die
IL-10 Hemmung von CD36 iiber die Hemmung des Transkriptionsfaktors PPARYy

vermittelt wird.

Im Gegensatz dazu stimulierte IL-10 den Cholesterinexporter ABCA1 und dessen
wichtigsten Transkriptionsfaktor LXRo auf RNA- und Proteinebene. Die Induktion von
ABCAI1 hatte funktionell einen verstirkten zelluldaren Cholesterinefflux zur Folge,
welcher die Monocyten und Makrophagen vor Lipidakkumulationen schiitzte und das
vermehrte Einschleusen von Cholesterin in den reversen Cholesterintransport
ermoglicht. IL-10 stimulierte ABCA1 dabei trotz der Hemmung des Transkriptions-
faktor PPARy. Die IL-10 Stimulation von ABCA1 war durch Piceatannol, einem
Inhibitor der proximalen, STAT3-vermittelten Signaliibertragung des IL-10 Rezeptors,
hemmbar. Mittels LXRa "knock down" Zellen konnte weiter gezeigt werden, dass fiir
die IL-10-stimulierte ABCA1 Expression ein intakter LXRo-Signaltransduktionsweg
notig ist. Koinkubationen mit Fenofibrat, 9-cis RA (9-cis retinoic acid) und 22-OHC
(22-Hydroxycholesterol) ergaben, dass IL.-10 auch die Induktion von ABCAT1 durch die
beiden Transkriptionsfaktoren, PPARo und LXRo., verstirkte. Durch Hemmung der
Proteinkinase A (PKA) und Messung der zelluldaren cAMP-Spiegel konnte des Weiteren
ein distaler cross-talk des IL-10-Signalweges mit dem cAMP/PKA-Weg fiir die ABCAI

Stimulation nachgewiesen werden.
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Dagegen hatte IL-10 keinen anhaltenden Einfluss auf die Transkription von SR-BIL. Der
Scavenger Rezeptor BI (SR-BI) kann je nach Konzentrationsgradient sowohl die

zelluldre Cholesterinaufnahme wie die Cholesterinabgabe vermitteln.

Des Weiteren reduzierte IL-10 die LPS-induzierte ICAM-1 Expression, was auf die
Attenuierung der NFxB- und PPARY-vermittelten ICAM-1 Expression zuriickgefiihrt

werden konnte.

Insgesamt befordert IL-10 somit den ABCAl-initiierten peripheren Cholesterin-
abtransport aus Monocyten/Makrophagen durch HDL. Die gezeigten Effekte von IL-10
erkldren tierexperimentelle Befunde eines deutlich reduzierten Lipidgehalts in
atherosklerotischen Plaques unter IL-10 Behandlung. Sie erkldren auch die niedrigen
HDL-Spiegel bei IL-10 knock out (IL-10") Miusen, die durch exogene IL-10
Substitution korrigiert werden konnen. Demnach sollte IL-10 nicht nur durch seine anti-
inflammatorischen Mechanismen, sondern auch durch seine Effekte auf das
Cholesterinhandling von Monocyten/Makrophagen in der GefdBwand die Entstehung

und Progression atherosklerotischer Plaques reduzieren.
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