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1 Einleitung

1.1 Struktur und Bedeutung von Phospholipiden und
Cholesterol in Zellmembranen

1.1.1 Lipidstruktur

Phospholipide spielen eine Schliisselrolle in der Genese biologischer Membranen. Erst
die biochemischen und biophysikalischen FEigenschaften bestimmter Lipide,
insbesondere der Phospholipide und Sterole, machten die Entstehung von Membranen
und damit die Entwicklung von Zellen und Leben vor Hunderten von Millionen Jahren
moglich. Phospholipide lassen sich in zwei Hauptgruppen einteilen: Die erste Gruppe
leitet sich von dem Alkohol Glyzerol ab, und die Lipide werden deshalb
Phosphoglyzeride genannt (Abb. 1.1). Diese bestehen aus einem Glyzerol-Grundgertist,
zwei hydrophoben Fettsdureketten und einem phosphorylierten Alkohol mit
hydrophilen Eigenschaften als Kopfgruppe. So entstehen, je nach Kopfgruppe, unter
anderem Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylserin (PS), Phsphatidylethanolamin
(PE) oder Phosphatidylinositol (PI). Die zweite Gruppe besteht aus nur einem
Phospholipid, dem Sphingomyelin (SM), von dem sich die groe Gruppe der
Sphingolipide ableitet (Abb. 1.1). Sein Grundgeriist wird von dem komplexeren Amino-
Alkohol Sphingosin gebildet, an den eine lange geséttigte Fettsdurekette gebunden ist.
Die polare Kopfgruppe des Sphingomyelins entsteht durch Veresterung der priméren

Hydroxylgruppe des Sphingosins mit Phosphorylcholin.

Ein weiterer entscheidender Baustein flir den Aufbau tierischer Zellmembranen ist das
Lipid Cholesterol (Chol), das aus einem planaren Steroid-Ringsystem mit einem
flexiblen hydrophoben Schwanz und einer 3-B-hydroxyl-Gruppe besteht (Yeagle, 1985)
(Abb. 1.1). Die Plasmamembran eukaryoter Zellen ist sehr reich an Cholesterol,
wohingegen sich dieses neutrale Lipid typischerweise weniger in Zellorganellen

befindet (Schroeder et al., 1996).
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Abb. 1.1: Struktur der Phospholipide, Sphingolipide und Cholesterol

Phospholipide bestehen aus einem Glycerol-Grundgeriist, zwei hydrophoben
Fettsaureketten und einer hydrophilen Kopfgruppe (a, d). Das planare Steroid-
Ringsystem des Cholesterol hat eine flexible Fettsaurekette und eine hydrophile
Hydroxyl-Gruppe auf der gegeniiberliegenden Seite (b). Sphingomyelin besteht aus
dem komplexen Sphingosin-Grundgeriist verestert mit einer langkettigen Fettsaure
und Phosphorylcholin als Kopfgruppe (c). Modifiziert nach Stryer, Biochemistry, 1995
und Koning, 2005.

1.1.2 Membranaufbau und vertikale Asymmetrie

Vor ungefahr 30 Jahren wurde durch das Fluid Mosaic Modell von Singer und Nicolson
die Grundlage zum Verstindnis des Aufbaus biologischer Membranen gelegt (Singer
und Nicolson, 1972). Danach bestechen Membranen aus einer Phospholipid-
doppelschicht, wobei die polaren hydrophilen Lipidkopfe jeweils zur wéssrigen Phase
ausgerichtet sind und die langen hydrophoben Kohlenwasserstoffketten in das
Membraninnere ragen. Die Phospholipide sind dabei nicht gleichméBig in der Plasma-
membran verteilt. SM und PC befinden sich hauptsichlich im &dufleren Blatt,

wohingegen PE und PS fast ausschlieBlich im inneren Blatt lokalisiert sind. Dadurch



1 Einleitung 3

entsteht eine Lipidasymmetrie in der Plasmamembran, die unter Energieaufwand

aufrechterhalten wird (Abb. 1.2).

Wihrend Chol schnell zwischen den beiden Membranbléttern hin und her wechseln
kann, ist die spontane Diffusion der meisten Phospholipide zwischen den
Plasmamembranhilften ein sehr langsamer Prozess (T2 = Stunden bis Tage)
(Zachowski, 1993). Deshalb findet ein spontanes, Protein-unabhéingiges
Zusammenbrechen der Lipidasymmetrie nicht statt, sondern die entscheidende Rolle im

Phospholipidaustausch spielen bestimmte Membranproteine.

In den letzten Jahren konnten einige dieser Proteine identifiziert werden, die die
Transbilayer-Bewegung der Phospholipide vermitteln (Abb. 1.2). So transportiert die
Aminophospholipid-Translokase / ,,Flippase® (Seigneuret und Devaux, 1984), die
Aminophospholipide PE und PS, nicht jedoch SM und PC, vom dufleren zum inneren
Blatt der Plasmamembran (Bevers et al., 1999; Devaux, 1991). Dabei wird fiir jedes
transportierte  Aminophospholipid ein ATP-Molekiil hydrolysiert (Beleznay et al.,
1993). Den Transport innerhalb des Lipidbilayers von innen nach auflen ermdglicht ein
ebenfalls ATP-verbrauchendes Protein, genannt ,,Floppase®. Diese transportiert jedoch
neben den Aminophospholipiden auch die Cholinphospholipide PC und SM (Connor et
al., 1992). Ein drittes Transmembran-Protein, welches die Lipidverteilung in der
Plasmamembran beeinflusst, ist die sogenannte Phospholipid-Scramblase. Dieses
Protein wird durch einen intrazelluldren Calcium-Anstieg aktiviert und vermittelt einen
Lipidaustausch von PE mit PS und SM mit PC zwischen den Zellmembranhilften in
beide Richtungen (Smeets et al., 1994; Williamson et al., 1995). Dieser Prozess ist ATP
unabhéngig und fiihrt zum Verlust der Membranasymmetrie, da die Lipide entlang ihres
Konzentrationsgefilles transportiert werden. Dies fiihrt unter anderem zur Exposition
von PS und PE an der Zelloberfliche aktivierter oder verletzter Blutzellen und
stimuliert damit die Blutgerinnung (Bevers et al., 1999). Weiterhin wird durch die

Exposition der Aminophospholipide die Phagozytose vermittelt (Fadok et al., 2000).

Eine besondere Rolle im intramembrandren Lipidverkehr spielt das integrale Membran-
protein ABCA1, welches Cholesterol und Phospholipide transportiert (Abb. 1.2). Es
gehort zu der groBen Familie der ATP-binding cassette (ABC) Proteine, die ATP

abhingig Substrate zwischen verschiedenen Zellkompartimenten transportieren (Klein
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et al.,, 1999; Dean et al., 2001). ABCA1 vermittelt dabei den ersten Schritt des
Riicktransportes von Cholesterol und Phospholipiden aus Zellen in die Leber, indem es
die Lipide in HDL-Partikel transferiert (Rothblat et al., 1999; Oram, 2000). Mutationen
im ABCA1 Protein fiihren beim Menschen zur sogenannten Tangier-Krankheit, einem
schweren HDL-Mangelsyndrom (Brooks-Wilson et al., 1999; Bodzioch et al, 1999).
Die Mutationen im ABCAI fiihren zu einem gestorten Cholesterol- und Phospholipid-
Transport (Francis et al, 1995; Remaley et al, 1997) mit massiver

Hypercholesterindmie und Lipidablagerung in zahlreichen Organen.

fsm Xec fee

X psier () chol

e | SRRIENE <

Hydrophile Lipidkopfe

+ATP + ATP +ATP 2
e e i B I
AminoPL  Floppase* PL ABCA1 Zytosol &

Translokase Scramblase

(»Flippase*)

Abb. 1.2: Modell der Phospholipidasymmetrie und ihrer Aufrechterhaltung
Oben: Wahrend die Phospholipide PC und SM vor allem im &uBeren Blatt der PM
lokalisiert sind, stellen PS, PE und Pl den GroBteil der Innenseite des Lipid Bilayers.
Unten: Verschiedene Membranproteine vermitteln den Transfer von Phospholipiden
zwischen den beiden Membranhilften.

1.1.3 Laterale Membranasymmetrie durch Rafts und Caveolae

In den letzten Jahren zeigte sich, dass in Plasmamembranen neben der erwéhnten
Asymmetrie zwischen den Membranhilften auch laterale Lipiddoménen existieren. Es
handelt sich dabei nicht um starre, streng voneinander abgegrenzte Strukturen, sondern
vielmehr um Fliissigkeiten mit verschiedenen Ordnungsgraden. In vitro Modelle

konnten zeigen, dass diese Membrandomdnen durch mehr oder weniger stark
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ausgepragte Wechselwirkungen zwischen den unterschiedlichen Membranlipiden
entstehen. Entscheidend sind dabei offensichtlich die Lange und der Grad der Sattigung
der hydrophoben Kohlenwasserstoffketten, sowie die Grofle der polaren Kopfgruppe
(Mukherjee und Maxfield, 2000). So kommt es zwischen langen geséttigten
Kohlenwasserstoffketten, die normalerweise in einer ,,all-trans* Stellung ausgestreckt
sind zu Wechselwirkungen, die in Membranmodellen zu festen Lipidgelen fiihren. Die
zusétzliche Anwesenheit von Cholesterol bedingt dann wiederum die Lockerung dieser
starren Strukturen, wodurch sie wieder den Charakter von Fliissigkeiten annehmen
(Edidin, 1997) (Abb. 1.3). Aus diesem Grund spricht man von ,Fliissigkeiten mit
geordneter Struktur® (Liquid-ordered Domains) (Ahmed et al., 1997; Schroeder et al.,
1998). Diese mit Cholesterol angereicherten Liquid-ordered Domains weisen eine hohe
Ordnung der Kohlenwasserstoffketten auf. Auch in biologischen Membranen héufen
sich mehr und mehr Hinweise auf die Existenz solcher Liquid-ordered Domains.
Allerdings gibt es bislang nur eine Vielzahl indirekter Nachweismethoden fiir diese
Dominen. Da diese Membrandomédnen vermutlich sehr klein (10-500 nm) und
aulerdem sehr dynamisch zu sein scheinen, gibt es bisher noch keine direkten

Nachweismethoden (Brown, 2001).

In biologischen Membranen ermdglichen vor allem die Sphingolipide mit ihren langen
gesittigten Acylketten eine stabilere Lipidorganisation. In Verbindung mit Cholesterol
entstehen hier Liquid-ordered Domains, die hypothetisch als Rafts bezeichnet werden
(Brown und London, 1998; Ahmed et al., 1997; Schroeder et al., 1998) (Abb. 1.3).
Diese Sphingolipid- und Cholesterol-reichen Rafts sind somit Teil der Plasmamembran.
Sie sind umgeben von Glycerophospholipiden mit ungesittigten und damit
»geknickten® Fettsduren, die eine lockerere Packung und damit einen ungeordneteren

Zustand der Membran bedingen.

Weiterhin kénnen von fast allen eukaryotischen Zellen bestimmte Detergens-unldsliche
Membranbestandteile isoliert werden (Brown und Rose, 1992). Am Hiufigsten wird
dazu das nicht-ionische Detergens Triton X-100 bei 4°C verwendet. Man geht davon
aus, dass diese Detergens-resistenten Membranen (DRM) die molekulare
Zusammensetzung der Rafts widerspiegeln. Die Lipid-Lipid-Interaktionen der DRM
scheinen stabiler zu sein, als die Interaktionen zwischen dem Detergens und den DRM-

Lipiden. Es besteht damit eine enge Verbindung zwischen Rafts und den DRM und die
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Isolation der DRM ist heute eine der Methoden zur Untersuchung von Rafts (Brown
und London, 2000; Pike, 2003; Brown und Rose, 1992). Weiterhin kommt es in Rafts
typischerweise zur Lokalisierung von Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPI)-verankerten
Proteinen und zur Ansammlung von Tyrosinkinasen, weshalb diese Proteine auch als
Raft-Marker verwendet werden (Brown und Rose, 1992; Foster et al., 2003; Niv et al.,
2002).

Asymmetrie

—
Raft Non-Raft

ARSI I T o T
i

ER o

Wechselwirkung zwischen ungesittigten
und gesittigten Fettsaureketten x PS/PI }t PE

t Wechselwirkung

Abb. 1.3: Hypothese der lateralen Asymmetrie durch verschiedene Membrandoménen (Rafts /
Non-Rafts)
Durch die unterschiedlichen Wechselwirkungen zwischen den PL kommt es zur
Ausbildung verschiedener Membrandoménen. Es handelt sich dabei ausschlielich
um fliissige Strukturen, die sich lediglich im Grad ihrer Ordnung bzw. ihrer Viskositéat
unterscheiden und so zur Aufteilung der Membran in verschiedene Bereiche fiihren.

Caveolae sind ebenfalls bestimmte Membrandominen, die bereits vor 50 Jahren im
Gallenblasenepithel und in Endothelzellen entdeckt wurden (Yamada, 1955). Durch ihre
typische Gestalt in Form von runden, von der Plasmamembran ausgehenden
Einstlilpungen (50-150 nm) konnen sie im Gegensatz zu den Rafts im
Elektronenmikroskop detektiert werden (Abb. 1.4). Diese Flaschenhals-dhnlichen
Strukturen werden durch das Protein Caveolin-1 ermoglicht (Rothberg et al., 1992).
Ansonsten haben Caveolae vermutlich die gleiche Lipidstruktur wie die Rafts. Sie
stellen damit eine Untergruppe der Rafts dar, charakterisiert durch Caveolin-1

(Abb. 1.4). Sie konnen deshalb ebenfalls durch das Detergens Triton X-100 isoliert
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werden. Caveolae spielen unter anderem eine Rolle bei endozytotischen Prozessen und

bei der Signaltransduktion (Anderson, 1998).

a
Zytosol
RWW
YO
Caveolae
Non-
Rafts
| |

b SM / Chol reiche Doméanen

Hr
e v ISM i Amino PL?

XpspEpt Rpc

N\ Caveolin-1 O Chol

Abbildung aus Stahlhut M. et al., 2000

Abb. 1.4: Caveolae sind 50-150 nm groBe Einstiilpungen in der Plasmamembran, vermittelt
durch das Protein Caveolin-1. Ihr Lipidaufbau entspricht demjenigen der Rafts und sie
stellen damit eine Untergruppe jener dar (a). Im Elektronenmikroskop lassen sich
Caveolae morphologisch detektieren (b).

1.2 SR-Blund CD36
Die Proteine SR-BI und CD36 gehoren beide zur Gruppe der Scavenger Rezeptoren der

Klasse B. Urspriinglich bezeichnete man als Scavenger Rezeptoren Zellmembran-
proteine, die die Bindung von chemisch verédnderten Lipoproteinen, wie zum Beispiel
von acetyliertem LDL oder oxidiertem LDL vermitteln (Goldstein et al., 1979; Brown
und Goldstein, 1983). SR-BI wurde 1994 von Monty Krieger und seiner Arbeitsgruppe
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als LDL bindendes Protein identifiziert und zwei Jahre spiter als erstes HDL bindendes

Protein mit physiologischer Funktion beschrieben (Acton et al., 1996).

CD36 wurde zunichst als Glycoprotein (Glycoprotein IV) in der Plasmamembran von
Thrombozyten beschrieben und spdter in seiner Funktion als Thrombospondin-1
Rezeptor identifiziert (Endemann et al., 1993; Crombie und Silverstein, 1998). Spéter
entdeckte man die Féahigkeit des CD36 Lipoproteine zu binden und z&hlt es seitdem zu
den Scavenger Rezeptoren. Inzwischen ist eine Vielzahl verschiedener CD36 Liganden
bekannt. Diese sind interessanterweise von einer groflen Vielfalt, wie zum Beispiel
langkettige Fettsduren, modifiziertes LDL, anionische Phospholipide, Plasmodium
falciparum infizierte Erythrozyten bei Malaria, apoptotische Zellen und Kollagen I und
IV (Oquendo et al., 1989; Matthew et al., 1998; Azeddine et al., 1999; Sfeir et al., 1997,
Tandon et al., 1989; Rigotti et al., 1995).

Neben seiner Funktion als Scavenger Rezeptor spielt CD36 auch eine wichtige Rolle als
Fettsduretransporter und bei der Regulation der Angiogenese (Coort et al., 2002;
Simantov und Silverstein, 2003). Weiterhin ist CD36 in den Plasmamembranen
bevorzugt in DRM lokalisiert (Lisanti et al., 1994; Zeng et al., 2003; Dorahy et al.,
1996).

Die Nukleotidsequenz der humanen cDNA von CD36 kodiert fiir ein Protein mit 471
Aminosduren und einem Molekulargewicht von 53 kDa (Oquendo et al., 1989). Durch
die starke Glykosylierung des Proteins resultiert jedoch meist ein tatsdchliches
Molekulargewicht von 84-88 kDa. CD36 besitzt zwei Transmembrandoménen und eine

grof3e extrazelluldre Schleife (Gruarin et al., 2000).

Das Protein CD36 wird im menschlichen Organismus in verschiedenen Organen und
Geweben exprimiert. Beispiele hierfiir sind das mikrovaskulidre Endothel, Adipozyten,
Skelettmuskulatur, glatte Muskulatur, himatopoetische und dendritische Zellen (Keizer

et al., 2004; Salah-Uddin et al., 2002; Sampson et al., 2003).

Das auf Chromoson 12 lokalisierte SR-BI Gen kodiert fiir ein Protein von 509
Aminosduren mit einem Molekulargewicht von 57 kDa (Acton et al., 1994; Johnson et
al., 1998; Calvo und Vega, 1993) (Abb. 1.5). Aufgrund der starken Glykosylierung der
extrazelluliren Domine findet man SR-BI in Western Blots jedoch meist bei 82-85 kDa

(Babitt et al., 1997; Calvo et al., 1997; Acton et al., 1996). Die cDNAs von SR-BI und
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CD36 sind zu circa 30% identisch (Freeman, 1997; Krieger, 1999). SR-BI hat eine
grof3e extrazelluldre Schleife, deren Kristallstruktur jedoch noch nicht aufgeklért ist und
verfiigt ebenso wie CD36 iiber zwei Transmembrandominen und zwei kurze
c-terminale zytoplasmatische Anteile (Acton et al., 1994; Calvo und Vega, 1993; Babitt
et al., 1997). In der extrazelluldren Schleife befinden sich sechs Cysteine, von denen
fiinf auch in CD36 konserviert sind (Calvo und Vega, 1993), womit beide Proteine die
Féhigkeit zur Bildung von Disulfid-Briicken besitzen.

SR-BI

82-85 kDa
509 AS

@ Cystein

Y Glycosylierung

E Palmitoyl- bzw.
Myristoylierung

TR Wi

Zytosol

H,
COOH

Abb. 1.5: SR-Bl ist ein Transmembranprotein mit einer groBen extrazelluldren Schleife und zwei
kurzen zytoplasmatischen Schwiénzen. Durch die ausgeprigte extrazelluldre
Glycosylierung besitzt SR-Bl ein Molekulargewicht von 82-85 kDa. Die beiden
Fettsdureketten spielen eventuell eine Rolle bei der Assoziation mit Lipiddomanen.

Wihrend {iber die Lokalisierung von CD36 in DRM weitgehend Ubereinstimmung
herrscht, findet man zu SR-BI unterschiedliche Aussagen (Thorne et al., 2000; Babitt et
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al., 1997). Inzwischen kennt man verschiedene Eigenschaften, die zur Assemblierung
von Proteinen in DRM fiithren konnen. Ein Charakteristikum dieser Proteine ist zum
Beispiel ihre Acylierung. Da CD36 an den zytoplasmatisch lokalisierten Cysteinen 3
und 7 palmitoyliert ist (Tao et al., 1996; Gruarin et al., 2000), konnte dies sein
Targeting zu den DRM bedingen. Obwohl gezeigt werden konnte, dass SR-BI sowohl
mit einer Palmitinsdure als auch einer Myristoylsdure verkniipft ist (Gu et al., 1998),
beschreiben verschiedene Gruppen eine Verteilung des SR-BI sowohl in DRM, als auch
in Detergens-losliche Membranen (DSM) (Babitt et al., 1997; Matveev et al., 2001;
Graf et al., 2001).

Die Expression des SR-BI in verschiedenen Geweben hidngt vor allem von deren Anteil
am Cholesterol-Metabolismus ab. Deshalb findet man zum Beispiel eine hohe SR-BI
Expression in der Leber, den Nebennieren und den Ovarien. Jedoch findet sich das
Protein auch in Makrophagen (Buechler et al., 1999), Endothelzellen (Goti et al., 2001),
verschiedenen Zellen des Intestinaltraktes (Lobo et al., 2001; Werder et al., 2001) und
in Monozyten (Urban et al., 2000).

Ebenso wie CD36 ist auch SR-BI ein Rezeptor fiir verschiedene Liganden, wie natives
und modifiziertes LDL, HDL und VLDL (Acton et al., 1994; Acton et al., 1996; Calvo
et al., 1997) und fiir anionische Phospholipide (Rigotti et al., 1995). Nichtsdestotrotz
werden alle diese Liganden spezifisch an beide Proteine gebunden, was vermutlich
durch mehrere Bindungsstellen in den extrazelluliren Doménen ermoglicht wird

(Rhainds und Brissette, 2004).

In der Plasmamembran vermittelt SR-BI selektiv sowohl die Aufnahme, als auch den
Export von bestimmten Lipiden. In vergleichenden Experimenten konnte dabei eine
unterschiedliche Lipidaffinitit des Proteins festgestellt werden. Unter Verwendung von
HDL als Donor wurde vorzugsweise freies Cholesterol internalisiert, gefolgt von

Cholesterol-Estern, Triglyzeriden und Phospholipiden (Thuahnai et al., 2001).

1.3  Selektive Phospholipidinternalisierung uber Proteine
Phospholipide spielen, abgesehen von ihrer einzigartigen Funktion als Membran-
bausteine, eine entscheidende Rolle bei einer Vielzahl zelluldrer Prozesse. So sind sie

unter anderem essentielle Bestandteile bei der intrazelluldren Signaltransduktion und
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wichtige Kofaktoren von Enzymkomplexen der Blutgerinnung (Acton et al., 1994;
Acton et al., 1996). Um die verschiedenen, zum Teil hoch spezialisierten Funktionen
und das empfindliche Gleichgewicht der Zellmembranen aufrechtzuerhalten, bedarf es
eines fein regulierten Systems aus Import, Export, Neusynthese und Abbau. Die
Aufnahme von Phospholipiden iiber extrazellulire Donoren (HDL, LDL) spielt hierbei
eine auBerordentliche Rolle, da bestimmte, mehrfach ungesittigte Fettsdureketten, wie

zum Beispiel Arachidonséure, nicht von den Zellen selbst synthetisiert werden kdnnen.

Beim Menschen sind die Plasmalipoproteine die entscheidenden Phospholipid-
lieferanten fiir die Zellen des vaskuldren Systems. SM, PC und PE représentieren fast
90% aller Phospholipide in HDL- und LDL-Partikeln. Die Phospholipide kénnen zwar
einerseits unspezifisch durch die Endozytose ganzer LDL-Partikel aufgenommen
werden, aber diese Fihigkeit zur Rezeptor-vermittelten Endozytose variiert von Zelle zu
Zelle erheblich. Manche Blutzellen, wie zum Beispiel Erythrozyten oder
Thrombozyten, exprimieren den klassischen LDL-Rezeptor iiberhaupt nicht und miissen
Phospholipide auf anderem Wege aufnehmen (Engelmann et al., 1996). So fiihrt die
Bindung von LDL an die Zellmembran von Thrombozyten zur selektiven Phospholipid-
aufnahme, die durch physiologische Pléttchenstimuli beeinflusst werden kann (Dobner
et al., 1999; Engelmann et al., 1998). Deshalb war anzunehmen, dass es noch andere,
spezifisch proteinvermittelte Eintrittspforten gibt. Dabei konnte als erstes und bisher
einziges Protein SR-BI als selektiver Phospholipidimporter identifiziert werden (Urban
et al., 2000). Es zeigte sich, dass die selektive Aufnahme von SM, PC und PE aus
Lipidvesikeln in Monozyten durch Antikorper gegen SR-BI um 62%, 70% und 77%
vermindert werden konnte (Urban et al., 2000). Bestitigt wurden diese Beobachtungen
auch an SR-BI transfizierten Zellen und mit anderen Lipiddonatoren (HDL, LDL)
(Urban et al., 2000).

14 Membrandomanen und Endozytose

1.4.1 Intrazellulare Verzahnung verschiedener Endozytosewege
Ein groBer Teil der Internalisierung von Molekiilen aus der Plasmamembran in das
Zellinnere erfolgt durch die endozytotische Aufnahme ftiber ,,Clathrin coated Pits*

(Mukherjee et al., 1997). Auf diese Weise aufgenommene Proteine und Lipide konnen
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entweder wieder zuriick zur Zellmembran zirkulieren, oder in ,,Late Endosomes* und

Lysosomen abgebaut werden (Maxfield und McGraw, 2004) (Abb. 1.6).

Eine weitere Art der Endozytose wurde fiir Choleratoxin (CTxB) und GPI verankerte
Proteine vorgeschlagen, die beide in Cholesterol- und Sphingolipid-reichen Doméinen
(Rafts bzw. Caveolae) lokalisiert sind (Nichols et al., 2001; Lamaze et al., 2001; Simons
und Ikonen, 1997). Diese werden offensichtlich in Caveolin-1 positiven Endosomen
von der Plasmamembran zum Golgi-Komplex transportiert, ohne dass es zu einer
Kolokalisierung mit Markern der klassischen Endozytose und der ,Early*- und

»Recycling Endosomes* kommt (Nichols, 2002).

Fiir Lipide, die durch die Clathrin-vermittelte Endozytose internalisiert werden, bilden
nach einer Halbwertszeit von 1-2 Minuten die ,,Sorting Endosomes* (SE) die erste
intrazelluldre Schaltstelle. Es kommt dabei zur Fusion mehrerer solcher Vesikel
untereinander und nach 5-10 Minuten verdndern sich die bisher submembrands
lokalisierten Strukturen, indem ihr pH Wert sinkt und sie das Enzym Saure Hydroxylase
aquirieren (Maxfield und McGraw, 2004) (Abb. 1.6). Dieser Reifungsprozess ist
gleichzeitig einer der Sortierungswege der Sorting Endosomes, an dessen Ende die
,Late Endosomes™ stehen. Unter diesem Begriff subsumiert man eine heterogene
Gruppe von Organellen mit unterschiedlichen Eigenschaften, die nicht direkt am
endozytotischen Recycling teilnehmen. Thre funktionelle Bedeutung ist bisher nur
unzureichend bekannt. Die Reifung von Sorting Endosomes zu Late Endosomes wurde
unter anderem in CHO Zellen genau untersucht, wobei die Sorting Endosomes eine
Halbwertszeit von 8 Minuten aufwiesen (Maxfield und McGraw, 2004). Proteine, die
nicht in Late Endosomes degradiert werden sollen, miissen also vorher die Sorting
Endosomes verlassen. So betridgt die Halbwertszeit fiir den Transferrin-Rezeptor in den
Sorting Endosomes nur 2 Minuten und iiber 95% der Molekiile rezyklieren zuriick zur

Plasmamembran (Dunn et al., 1989; Major et al., 1993).

Bisher kennt man zwei verschiedene Wege des Recyclings von Sorting Endosomes
zuriick zur Plasmamembran. Der eine besteht aus der direkten Riickkehr von Molekiilen
zur Plasmamembran (T;, = 1-2 Minuten) (Maxfield und McGraw, 2004). Der andere
Weg fiihrt zundchst zum ,Endocytic Recycling Compartment (ERC) (Hao und
Maxfield, 2000) (Abb. 1.6). Dieses umfasst eine Ansammlung tubuldrer Organellen, die
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mit Mikrotubuli assoziiert sind (Scheff et al., 1999; McGraw et al., 1993; Yamashiro et
al., 1984). Die intrazelluldre Lokalisierung des ERC variiert von Zelle zu Zelle. So
findet man in CHO Zellen eine charakteristische Verdichtung des ERC im
Organisationszentrum der Mikrotubuli (Richtung Zellmitte), wéhrend es bei anderen
Zellen gleichmiBig iiber das Zytoplasma verteilt ist (Lin et al., 2002). Auch wenn
Molekiile vom ERC aus zu verschiedenen Zielen gelangen konnen, werden die meisten
zuriick zur Plasmamembran transportiert. Auf diese Weise gelangen zum Beispiel der
Transferrin-Rezeptor und das Fluorophor-markierte Lipid SM (C6-NBD-SM) mit
gleicher Kinetik (T, = 10 Minuten) zuriick zur Plasmamembran (Mayor et al., 1993).
Da das ERC ein relativ langlebiges Kompartiment darstellt, miissen sich Molekiile, die
zur Plasmamembran zuriicktransportiert werden sollen, bestimmter Transportvehikel
bedienen. Andererseits werden Glycosphingolipide, die mit Shiga-Toxin markiert sind,
vom ERC zum Trans Golgi Netzwerk (TGN) transportiert (Sandvig und van Deurs,
2001). Auch die in Mikrodomédnen angeordneten Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol
verankerten Proteine erfahren eine spezielle Sortierung. In CHO Zellen werden sie
zundchst ebenfalls ins ERC transportiert. Im Vergleich zum Transferrin-Rezeptor und
C6-NBD-SM dauert der Riicktransfer an die Zellmembran bei den GPI-verankerten
Proteinen allerdings durchschnittlich 30 Minuten. Wird den Zellen Cholesterol
entzogen, so erfolgt das Recycling der GPI-verankerten Proteine mit gleicher
Geschwindigkeit, wie flir den Transferrin-Rezeptor und C6-NBD-SM (Mayor et al.,
1998). Dies deutet darauf hin, dass Sphingolipid- und Cholesterol-reiche Doménen
(DRM) eine gewichtige Rolle im Sortiermechanismus des ECR spielen.

In der Literatur wird der Begriff Early Endosomes haufig verwendet. Dieser umfasst die
Sorting Endosomes und das Endocytic Recycling Compartment (Maxfield und
McGraw, 2004).
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® CTxB

N\ Caveolin-1
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Abb. 1.6: CTxB kann auf verschiedenen Wegen endozytiert werden und wieder zur PM
rezyklieren. Der groBte Teil wird liber Clathrin coated Pits aufgenommen und sammelt
sich im Endocytic Recycling Compartment (ECR). Aufgrund ihrer schwierigen
Differenzierbarkeit werden Sorting Endosomes (SE) und ERC oft als ein
Zellkompartiment behandelt und als friihe endosomale Strukturen (Early Endosomes)
bezeichnet. Modifiziert nach Mukherjee und Maxfield, 2000.

1.4.2 Endozytose und SR-BI

Da SR-BI spezifisch die Aufnahme von Lipiden, wie zum Beispiel Cholesterol und
Cholesterol-Estern aus HDL und anderen Lipoproteinen vermittelt, ging man davon aus,
dass das Protein dabei selbst nicht endozytiert wird (Rodrigueza et al., 1999; Azhar et
al., 1998). Inzwischen konnte aber gezeigt werden, dass HDL in SR-BI transfizierten
Zellen als Gesamtpartikel endozytiert und zum ERC transportiert wird (Silver et al.,
2001). Dabei fungiert SR-BI als endozytotischer Rezeptor und wird als Komplex mit
HDL aufgenommen. Weiterhin scheint der Endozytoseweg des SR-BI / HDL teilweise
demjenigen des Transferrin-Rezeptors vergleichbar zu sein. Durch Transfektionen mit

dominant negativen Mutanten (DynK44A, CavKSF) konnte jedoch die Clathrin-
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vermittelte, wie auch eine Caveolae-assoziierte Endozytose ausgeschlossen werden

(Silver et al., 2001).

Zusammengenommen zeigen diese Befunde, dass das Wissen iiber die Endozytose von

Lipiddoménen und von Lipid-importierenden Proteinen noch sehr unzureichend ist.
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1.5

Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Beantwortung folgender Fragestellungen:

1.

Hat neben SR-BI auch CD36 eine Funktion beim Import von Phospholipiden in
Zellen? Inwieweit ergénzen sich diese Proteine bei der Aufnahme von
Phospholipiden in humane Monozyten?

Welche Rolle spielt dabei die Lokalisation und Verteilung von CD36 und SR-BI
in Lipiddoménen der Plasmamembran?

. Auf welche Weise werden die verschiedenen Phospholipide und Cholesterol

durch SR-BI und CD36 in DRM- und DSM-Doménen verteilt?

Wie konnte der Mechanismus dieser Verteilung aussehen?
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21 Materialien

211 Chemikalien und Losungsmittel

2-Mercapto-ethanol

Albumin bovine Fraction V

Ammoniumperoxidsulphat (APS)

BCA Protein Assay Reagens

Bromphenolblau

Butylated Hydroxytoluene (BHT)

Calciumchlorid

Chloroform

Chlorpromazine Hydrochloride

Cholesterol Grade 1

Cu-Acetat

D-Glucose

EDTA

Ethanol

Ficoll Paque Plus

Filipin Complex

Glybenclamide

Glycin

Roth (Karlsruhe)

Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg)

Roth (Karlsruhe)

Biorad (Miinchen)

Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Roth (Karlsruhe)
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HEPES

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

L-A-Phosphatidylcholin, 16:0/18:2

L-A-Phosphatidyl-Choline (Ei)

L-A-Phosphatidyl-L-Serine

Magnesiumchlorid-Hexahydrat

Methanol

Milchpulver

Morpholinoethansulphonsidure (MES)

Natriumfluorid

Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydrogencarbonat

Natriumhydrogenphosphat

Nystatin

Rotiphorese 30

Sulfo-N-Succinimidyloleate (SSO)

TEMED

Trichloressigsdure (TCA)

Tri-Natriumcitrat Dihydrat

Tris Ultra Pure

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Uelzena eG (Uelzen)

Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Merck-Schuchardt (Miinchen)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Calbiochem (Schwalbach)

Roth (Karlsruhe)

Dr. Claus Kerkhoff

Inst. f. Experimentelle Dermatologie (Miinster)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
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Triton X-100

Trypanblau

Tween 20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat)

Ultima Gold™

Verapamil Hydrochloride

Hydroxypropyl B-Cyclodextrin

2.1.2 Materialien und Gerate

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Packard BioScience B.V.

(Groningen, Niederlande)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

INC Biochemicals Inc.(Eschwege)

Materialien
Centricon (PorengroBe 1x10°)
Gel Blotting Papier
Hybond ECL (Nitrozellulosemembran)
Hyperfilm MP
Microbeads Séulen MS 25
Apparaturen

Coulter Counter

ELISA Reader Dynatech MR 7000

JEOL 1200CX Elektronenmikroskop

Konfokales Mikroskop TCS4D

Mini Macs Zellseparator

Multiphor II (Blotting Anlage)

Amicon, Millipore (MA, USA)

Schleicher und Schuell (Dassel)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach)

Becton Dickinson (Heidelberg)

Dynatech Laboratories (Alexandria, USA)

JEOL Ltd. (Japan)

Leica Microsystems GmbH (Heidelberg)

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
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Zentrifugen

Power Supply P25

Rackbeta 1219 Counter

Ultracut S

Optima LE-80K

Rotina 35R

SW 60 Rotor

Micro 22R

Universal 32

Biometra (Gottingen)

LKB Wallac (USA)

Leica Microsystems GmbH (Heidelberg)

Beckmann (Miinchen)

Hettich (Tuttlingen)

Beckmann (Miinchen)

Hettich (Tuttlingen)

Hettich (Tuttlingen)
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213

Antikorper, Proteasen und Inhibitoren

Antikorper

Proteasen und Inhibitoren

Marker und Standards

Anti-Biotin Antikorper

Anti-CD36 (FA6-152, IMO765)

Anti-Clathrin Antikorper

Anti-CST-P-Tyr100

Maus Anti-EEA1

Ziege Anti-Maus IgG-1 Antikorper

Alexa 488

Anti-Maus IgG Peroxidasekonjugat
(401253)

Anti-SR-BI (400-104, ab115)
Anti-SR-BI/BII (400-103, ab115)

Maus-Anti-Human Tissue Factor VD8

Microbeads CD14 Antikorper (502-01)

Apo A-1

Apyrase Grad 111

Tloprost

Phosphatase Inhibitor Cocktail

Protease Inhibitor Cockail

Farbmarker (Wide range C3437)

Gamma Globulin

Sanver Tech.
(Heerhugowaard, Niederlande)

Beckman Coulter GmbH (Krefeld)

Santa Cruz Biotechnology, Inc.
(California, USA)

New England BioLabs GmbH (Frankfurt)
BD Bioscience (Becton, Dickinson and
Company, USA)

Molecular Probes (Eugene, OR, USA)
Calbiochem (Schwalbach)
Abcam, Novus Biologicals, Inc.

(Littleton, CO, USA)

Abcam, Novus Biologicals, Inc.
(Littleton, CO, USA)

PD Dr. Thomas Luther (Institut fiir
Pathologie, TU Dresden)

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach)

Dr. Moritz Werder (Lipideon
Biotechnology AG, Schlieren, Schweiz)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Schering AG (Berlin)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Biorad (Miinchen)
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2.1.4 Radioaktive Substanzen

Cholesterol Amersham Pharmacia Biotech UK Limited
([1a,2c(n)-"H] Cholesterol) (Buckinghamshire, UK)

Phosphatidylethanolamin Amersham Pharmacia Biotech UK Limited
(1-palmitoyl-2-[1-"*C] linoleoyl-3- (Buckinghamshire, UK)
Phosphatidylethanolamine)

Sphingomyelin Amersham Pharmacia Biotech UK Limited
([N-methyl-'*C] Sphingomyelin) (Buckinghamshire, UK)

2.1.5 Zellkultur, Zellen und Substanzen

CHO Zellen Dr. Elisa Scarselli
(Chinese Hamster Ovary, SR-BI transfiziert und Wild-Typ) IRBM P.Angeletti
(Pomezia, Roma)
HeLa Zellen Dr. Miguel A.Vega
Tumorzellen aus Cervixgewebe von Henrietta Lachs Servicio de Bioquimica-Investigacion
(CD36 transfiziert und Mock transfiziert) Hospital Ramon y Cajal (Madrid)
Dimethyl sulfoxide (DMSO) Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Fetales Kélberserum PAA Laboratories GmbH (Linz, Austria)
Geneticin G 418 Gibco Industries, Inc. (Langley, USA)
L-Glutamin 100-fach PAA Laboratories GmbH (Linz, Austria)
MEM alpha Medium Gibco Industries, Inc. (Langley, USA)
Penecillin/Streptomycin 100-fach PAA Laboratories GmbH (Linz, Austria)
RPMI 1640 Medium Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Trypsin/EDTA 1-fach PAA Laboratories GmbH (Linz, Austria)
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2.1.6 Substanzen mit Fluorophoren

Cholera toxin subunit B, Alexa Fluor 594 conjugate

C 12-NBD-Sphingomyelin
(6((N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino)hexanoyl)
sphingosylphosphocholine)

Pyren-Phosphatidylcholin
(1-palmitoyl-2-pyrendecanoyl-sn-3-glycerophosphorylcholin)

Pyren-Phosphatidylethanolamin
(1-palmitoyl-2-pyrendecanoyl-sn-3-glycerophosphoryl-sethanolamin)

Pyren-Sphingomyelin
(N-pyrendecanoyl-sphingomyelin)

Transferrin aus Humanserum, Alexa Fluor 633 conjugate
16:0/12:0-N-NBD Phosphatidylethanolamine

(1-palmitoyl-2-[12-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]dodecanoyl]
sn-glycero-3-phosphoethanolamine)

Molecular Probes
(Eugene, OR, USA)

Avanti Polar Lipids, Inc.

(Alabama, USA)

Molecular Probes
(Eugene, OR, USA)

Molecular Probes
(Eugene, OR, USA)

Sigma-Aldrich
(Deisenhofen)

Molecular Probes
(Eugene, OR, USA)

Avanti Polar Lipids, Inc.

(Alabama, USA)
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21.7 Puffer

Resuspendierungspuffer A

Resuspendierungspuffer B

Monozytenwaschpuffer

pH 7,35
NaCl

KCl1
NaHCO;
NaH,PO,
MgCl,
D-Glucose

Hepes

pH 7,35
NaCl

KClI
NaHCOs3
NaH,PO,
MgCl,
D-Glucose
Hepes

CaCl,

pH 7.4
BSA
Na,EDTA

In PBS(-)

138 mM
2,7 mM
12 mM
0,4 mM
1 mM
5mM

5 mM

138 mM
2,7 mM
12 mM
0,4 mM
1 mM

5 mM
5mM

2 mM

0,15%

0,13%
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Antikorperpuffer

pH 7,4
BSA
EDTA

In PBS(-)

Thrombozyten-Waschpuffer

Aufbewahrungspuffer fiir Lipoproteine

MNE Puffer

CaHepes Puffer

pH 6,2
NaCl
KCl1
NaHCOs3
NaH,PO,
MgCl,

Glucose

pH 7,4
Tris Base
NaCl

NaEDTA

pH 6,5
NaCl
EDTA

MES

pH 7,4
NaCl

KClI
NaH,PO,
CaCl,
MgCl,
D-Glucose

HEPES

0,5%

5 mM

138 mM
2,7 mM
12 mM
0,4 mM
2mM

5 mM

10 mM
150 mM

0,3 mM

150 mM
2 mM

25 mM

125 mM
5 mM
1,3 mM
2,5 mM
1,5 mM
10 mM

10 mM



2 Materialien und Methoden

26

Probenpuffer (5x)

Transfer Puffer

Tris (pH 6,8)
SDS

Glycerol
Bromphenol Blau

2-Mercapto-ethanol

Tris
Glycin

Methanol

TBS 10-fach (Tris-buffered saline)

Blocking Puffer

Waschpuffer (TBS/T)

pH 7,6
Tris
NaCl

In 11 Aqua dest. Gelost

TBS 1-fach
Tween-20

Milchpulver

TBS 1-fach

Tween-20

Primér Antikérper Verdiinnungspuffer

TBS 1-fach

Tween-20

BSA

Phosphate Buffered Saline PBS(-)

In 1 Liter Aqua dest.

pH 7.4

NaCl

KH,PO,
Na,HPO, * 2 H,O

KCl

0,31 mM
2,5%
50%

0,125%

6,0%

25 mM
02M

20%

2420 g

80 g

0,1%

5%

0,1%

0,1%

5%

8g
0,2g
1,42¢g

0,2g



2.2 Methoden

2.21 Isolierung der Monozyten

Die Monozytenisolierung erfolgte unter Verwendung magnetisch markierter Anti-CD14
Antikorper aus frischem Vollblut gesunder freiwilliger Spender. Zur Hemmung der
Gerinnung wurde das Blut im Verhéltnis 1:10 mit Natrium-Citrat (3,68 g / 100 ml;
pH 7,4) verdiinnt und danach fiir 15 Minuten bei 230 x g zentrifugiert. Schlielich
wurde das Plasma vorsichtig bis zum Buffy coat, der Leukozytenmanschette, die der
Erythrozytenschicht aufliegt, abgesaugt. Das Buffy coat wurde grof3ziigig abpipettiert
und im Verhéltnis 1:4 mit PBS(-) verdiinnt. Je 15 ml dieser Zellsuspension wurden in
einem 50 ml Roéhrchen auf 13 ml Ficoll (d=1,007) aufgegeben und fiir 25 Minuten bei
500 x g und 22°C ohne Bremse zentrifugiert. Hierbei kam es zu einer Trennung der
Leukozyten von den Erythrozyten. Damit konnte die Leukozyten-Interphase
entnommen werden. Diese wurde in einem 50 ml Rohrchen mit Monozytenwaschpuffer
auf 40 ml Gesamtvolumen aufgefiillt und bei 200 x g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Nach
vorsichtigem AbgieBen des Uberstandes wurde das resultierende Zellpellet in
Antikorperpuffer (250ul) resuspendiert. Pro 1 ml verwendetem Vollblut wurde je 1 pl
der Anti-CD14 Antikorperlosung (Microbeads) hinzugefiigt und die Proben fiir
15 Minuten bei 6-8°C inkubiert. In der Zwischenzeit konnte die Vorbereitung der
Magnetsdulen erfolgen, die hierfiir mit Antikorperpuffer gespiilt und in die Magneten
gehdngt wurden. Die Zellsuspension wurde mit Antikorperpuffer auf 1 ml verdiinnt und
anschlieBend auf die Sdulen gegeben. Nach ihrer Passage wurde jede Sédule dreimal mit

je 500 ul Antikorperpuffer gespiilt.

Durch die spezifische Bindung der Monozyten an die magnetisch markierten Anti-
CD14 Antikérper wurden diese von den anderen Leukozyten getrennt. Durch
Entfernung der Sdule aus dem Magnetfeld konnten die Zellen schlielich mit 2 ml
Antikorperpuffer und einem Kolben in ein 13 ml Rohrchen gespiilt werden. Nach
Zugabe von 2 ml Resuspendierungspuffer A erfolgte eine Zentrifugation fiir 10 Minuten
bei 200 x g und 22°C. Der Uberstand wurde sorgfiltig abgesaugt und das Pellet in
500 pul Resuspendierungspuffer A gelost.
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Die Zahl der Monozyten lieB sich schlieflich in einer Neubauer Zahlkammer
bestimmen, indem ein definiertes Volumen der Monozytensuspension mit Trypanblau
angefarbt, ausgezéhlt und danach auf das Gesamtvolumen der Zellsuspension

umgerechnet wurde.

2.2.2 Kultivierung der HeLa Zellen

Die HelLa Zellen waren stabil mit cDNA von humanem CD36 bzw. Mock (Negativ-
kontrolle) transfiziert (Armesilla, Vega 1996). Zur positiven Selektion wurden sie
immer unter Geneticin G-418 (0,5 mg/ml) kultiviert. Die erfolgreiche Transfektion und
Expression des CD36 konnte sowohl durch flowzytometrische Messungen als auch

durch Western Blots demonstriert werden.

HeLa und CHO Zellen wurden unter sterilen Bedingungen in T-75 Zellkulturflaschen
unter einer Atmosphére mit 5% CO; geziichtet. Als Kulturmedium verwendeten wir fiir
die HeLa Zellen RPMI 1640 Medium mit 2 mM Glutamin, 10% f6talem Kélberserum
und 0,1 mg/ml Penicillin / Streptomycin zum Schutz vor Verunreinigung durch andere
Mikroorganismen. Zum Passagieren wurden die Zellen jeweils mit 5 ml PBS(-) gespiilt
und danach mit 1 ml Trypsin fiir 2-3 Minuten angedaut. Die von der Kulturschale
gelosten Zellen konnten dann passagiert (1:10) und schlielich nach Zugabe von 10 ml
Kulturmedium durch vorsichtiges Schwenken gleichmiBig am Boden der Schale verteilt
werden. Ein Mediumwechsel erfolgte alle 2 Tage; die Zellteilung beim Verhéltnis 1:10
alle 4 Tage.

Am Versuchstag wurden die Zellen durch Trypsinierung von der Zellkulturflasche
gelost und anschliefend mit 5 ml Resuspendierungspuffer B bei 120 x g fiir 10 Minuten
zweimal gewaschen. Das Losen der Zellen erfolgte dann in 1 ml Re-
suspendierungspuffer und die Zellzahl wurde mittels Neubauer Zdhlkammer nach

Trypanblau-Farbung unter dem Mikroskop bestimmt.

2.2.3 Kultivierung der CHO Zellen

Die CHO Zellen wurden stabil mit humanem SR-BI transfiziert und die positive
Zellselektion durch 0,5 mg/ml Geneticin G-418 gewahrleistet (Scarselli et al., 2002). So
konnte in Western Blots bei den SR-BI positiven Zellen im Gegensatz zu den

Kontrollzellen eine spezifische Bande bei 84 kDa detektiert werden. Die Zellen wurden
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in MEM-alpha Medium mit 10% Fd&talem Kélberserum kultiviert und unter 0,1 mg/ml
Penicillin / Streptomycin vor Mikroorganismen geschiitzt. Aufgrund ihres schnellen
Wachstums konnten die Zellen alle 3 Tage geteilt werden. 12 Stunden vor einem
Versuch wurden die Zellen in definierter Zahl so auf die Zellkulturschalen verteilt, dass
sie zum Versuchszeitpunkt subkonfluent am Boden der Schalen hafteten. Jeweils vor
den radioaktiven Versuchen und auch den Laserscan-Experimenten wurden die Zellen

dreimal mit CAHEPES Puffer gewaschen.

2.2.4 Herstellung der Phospholipidvesikel

Phospholipide, die mit dem Fluorophor Pyrendecansidure (Pyren) markiert waren,
wurden mit unmarkierten Phospholipiden als Matrix zu unilamelldren Vesikeln geformt.
Zur Verwendung kamen dabei die Substanzen Pyren-Sphingomyelin (N-pyrendecanoyl-
sphingomyelin), Pyren-Phosphatidylcholin (1-palmitoyl-2-pyrendecanoyl-sn-3-glycero-
phosphorylcholin) und Pyren-Phosphatidylethanolamin (1-palmitoyl-2-pyrendecanoyl-
sn-3-glycerophosphorylethanolamin), sowie Ei-Phosphatidylcholin als Matrix. Die
Pyren-markierten Phospholipide (je 12,5 pg) und das Ei-PC (je 35 pg), die in einer
Chloroform / Methanol Losung (2:1) bei -20°C unter Stickstoff gelagert waren, wurden
im Wasserbad bei 37°C unter Begasung mit Stickstoff in einem spitz zulaufenden
Glasreagenzglidschen gemischt und eingedampft. Darauf wurden sie in 20 pl Ethanol
gelost, wobei die an der Glaswand klebenden Lipide sorgfiltig abgespiilt wurden. 10 pl
der Losung wurden dann mit einer 20 pl Hamilton Spritze entnommen und in 500 ul
Resuspendierungspuffer A eingeleitet. Entscheidend fiir die Bildung der unilamellaren
Vesikel war hierbei das extrem langsame Einleiten der Lipidldsung in den Puffer, in
welchem mittels Riihrfisch ein heftiger Wirbel erzeugt wurde. Zum Schutz vor
Oxidation wurde die Emulsion unter Argon und Lichtschutz aufbewahrt und maximal
einen Tag lang verwendet. Je 40 pl der Vesikellosung wurden in einem Gesamtvolumen

von 400 pul mit 5 x 10° Monozyten eingesetzt.

2.2.5 Fluoreszenzmessungen

Die Fluoreszenzmessungen wurden mit einem Spectrofluorophotometer RF 5001 PC
der Firma Shimadzu durchgefiihrt. Die Proben wurden hierbei in einer 400 ul Kiivette
bei 37°C iiber einen Zeitraum von 10 Minuten unter ,,online” Bedingungen gemessen,

wobei alle 30 Sekunden eine Messung stattfand. Die Bleichung und Eigendynamik der
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fluoreszierenden Vesikellosung wurde an jedem Versuchstag von neuem bestimmt und
beriicksichtigt. Die Pyrendecansédure, mit der die Phospholipide markiert waren, wurde
bei einer Wellenldnge von 343 nm angeregt, die Emissionen hingegen erfolgte bei
378 nm (Monomer 1), 395 nm (Monomer 2) und 470 nm (Excimer). Das Messprinzip
beruht auf der unterschiedlichen Fluoreszenz der Pyrenmolekiile. Liegen diese eng
zusammen, so fluoreszieren sie bei 470 nm, alleine hingegen strahlen sie bei 378 nm
und 395 nm. Diese Eigenschaft macht man sich zunutze, indem man die Vesikel dicht
mit Pyren-markierten Phospholipiden belddt und daraus eine hohe Excimer-Fluoreszenz
resultiert. Nach Aufnahme der markierten Phospholipide in die Zellen werden sie
verteilt, so dass die Monomer-Fluoreszenz steigt. Andererseits nimmt die Zahl der
Pyrenmolekiile in den Vesikeln und damit die Excimer-Fluoreszenz ab. Als Grundlage
fiir die Quantifizierung des Phospholipideinbaus wurde daher die Verminderung des
Quotienten aus Excimer- und Monomer-Fluoreszenz herangezogen. Weiterhin kann mit
dieser Methode die selektive Aufnahme der Phospholipide von einem endozytotischen
Prozess eines ganzen Vesikels differenziert werden, da bei letzterem der Quotient

Excimer / Monomer zunidchst unverindert bleibt.

2.2.6 Radioaktivitat

Internalisierung der Lipide in DRM und DSM
Die Herstellung der radioaktiv markierten Phospholipidvesikel erfolgte prinzipiell auf

gleiche Weise wie die der Pyren markierten Lipide. Als Matrix wurde jedoch 16:0/18:2
Phosphatidylcholin (3 pg / Versuchsansatz) verwendet und mit Spuren von
radioaktivem *H-Cholesterol ([10,2a(n)->H] Cholesterol), '*C-Phosphatidylethanolamin
(1-palmitoyl-2-[1-'*C]linoleoyl-3-Phosphatidylethanolamine) und '*C-Sphingomyelin
(IN-methyl-'*C] Sphingomyelin) versetzt.

Pro Ansatz wurden 1 x 10° Monozyten fiir verschiedene Zeitintervalle bei 37°C in
400 pl Resuspendierungspuffer A mit der radioaktiven Vesikellosung inkubiert. Danach
wurde fiir 30 Minuten bei 4°C ein 50-facher Uberschuss an reinen 16:0/18:2
Phosphatidylcholin-Vesikeln (150 pg / Versuchsansatz) dazugegeben, um die
gebundenen radioaktiven Lipide von der Zellmembran zu verdringen. Es folgte ein
dreimaliger Waschvorgang mit eiskaltem PBS(-). AnschlieBend wurden die Detergens-

resistenten Dominen iiber Sucrosegradienten mittels Ultrazentrifugation isoliert. Die
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8 Fraktionen (je 500 ul) wurden mit Szintillationsfliissigkeit auf 6 ml aufgefiillt und die

Radioaktivitdt im B-Counter bestimmt.

Messung des zeitabhangigen Lipidtransfers zwischen Membrandoménen
Um den Austausch der Phospholipide und Cholesterol zwischen DRM- und DSM

Dominen darzustellen und zu quantifizieren, wurden die Zellen fiir ein kurzes Zeit-
intervall mit radioaktiven Lipiden beladen und anschlieBend die Umverteilung der

internalisierten Lipide zwischen den Membrandoménen zeitabhidngig beobachtet.

Pro Ansatz wurden wieder 1 x 10° Monozyten in 500 pl Resuspendierungspuffer mit
“C- und *H-markierten Lipidvesikeln fiir 90 Sekunden inkubiert (Pulse). Nach
Entfernung der zellgebundenen radioaktiven Vesikel durch 50-fachen Uberschuss
unmarkierter Vesikel wurden die Proben dreimal gewaschen (4°C) und dann nochmals
fiir verschiedene Zeitintervalle von 0 bis 30 Minuten bei 37°C inkubiert (Chase). Der
bei 37°C wieder einsetzende Umverteilungsprozess wurde nach den verschiedenen
Inkubationsintervallen durch eiskaltes PBS(-) gestoppt und es folgte die Isolation der
Detergens-resistenten Doménen. Mittels dieser Versuchsanordnung konnte die zeit-
abhingige Umverteilung der bereits internalisierten Lipide zwischen DRM und DSM

Doménen beobachtet werden.

2.2.7 Isolierung der Detergens-resistenten Membranen (DRM)

Ausgangspunkt zur Isolierung der Detergens-resistenten Membranen war bei den
radioaktiven Versuchen jeweils ein Zellpellet aus 1 x 10° Monozyten, HeLa oder CHO
Zellen nach 1,5-miniitiger Zentrifugation bei 4°C in einer Eppendorf Zentrifuge. Bei
Priparationen fiir Western Blots wurden bis zu 25 x 10° Zellen verwendet, um die
Proteine CD36 und SR-BI detektieren zu kénnen, wobei Pellets aus ungefihr 5 x 10°
Zellen pro Ultrazentrifugenr6hrchen eingesetzt wurden. Zur Vorbeugung des
Proteinabbaus durch zelleigene Enzyme und einer damit verbundenen erschwerten

Detektion, wurden Phosphatase- und Protease-Inhibitoren eingesetzt.

Die im Folgenden beschriebene Isolation der DRM erfolgte akribisch bei 3°C. Zunichst
wurden die Pellets in jeweils 250 ul MNE Puffer mit 1% Triton X-100 fiir 30 Minuten
solubilisiert und anschlieend durch 10-maliges Aufziehen mittels Kaniile und 1 ml

Spritze homogenisiert. Die 250 ul des Homogenisates wurden nun mit gleichem
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Volumen einer 80%igen Sucroselosung gemischt und die resultierende 40%ige
Suspension in ein 4 ml Ultrazentrifugenrohrchen pipettiert. Nacheinander lieBen sich
dann Sucroseldsungen (Sucrose gelost in MNE Puffer) mit abnehmender Sucrose-
konzentration vorsichtig aufleiten und hierdurch ein Gradient aufbauen, der aufgrund
seiner unterschiedlichen Dichte eine Trennung von DRM und Detergens-16slichen
Membranen (DSM) ermoglichte: 1000 pl 31%ige Sucrose / MNE (0,9 M), 500 pl
27%ige Sucrose / MNE (0,8 M), 1000 pl 24%ige Sucrose / MNE (0,7 M), 1000 pl
3,4%ige Sucrose / MNE (0,1 M). Die Proben wurden schlieBlich bei 200 000 x g fiir
16 h in einer Beckmann Ultrazentrifuge (Rotor SW 60) zentrifugiert, die ohne Bremse
auslief. Bei der Isolation groBerer Zellmengen fiir Western Blot Praparationen sah man
nach der Zentrifugation im Bereich der Fraktionen 3 und 4 eine leichte Triibung, die ein
erfolgreiches Aufschwimmen der DRM-Fraktionen anzeigte. Es wurden 8 Fraktionen
zu je 500 ul abpipettiert, wobei die DRM in den Fraktionen 3-5, die DSM jedoch in den
Fraktionen 6-8 zu finden waren. Der Nachweis der korrekten Trennung erfolgte durch
Western Blot Analysen mit monoklonalen Antikdrpern gegen Phospho-Tyrosin-haltige
Peptide und Proteine (CST-p-Tyr-100 Antibody), die in DRM wesentlich hoéher
exprimiert sind als in DSM.

2.2.8 Elektronenmikroskopie

Die Fixierung der CHO Zellen erfolgte durch 2% Paraformaldehyd und 0,2%
Glutaraldehyd geldst in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,2). Anschliefend wurden sie mit
2,3 M Sucroselosung infiltriert und in fliissigem Stickstoff aufbewahrt. Zum Anfertigen
der 50-60 nm dicken Schnitte bei -120°C wurde eine Ultracut S Schneidemaschine,
bestiickt mit einem Diamantmesser (Drukker) und antistatischer Vorrichtung (Diatome)
verwendet und die Schnitte dann auf einem beschichteten Gitter (1,8% Methylzellulose,
2,3 M Sucrose) gesammelt. Zur Detektion bestimmter Strukturen wurden spezifische
Antikdrper eingesetzt und mit Protein A Gold markiert. Bei monoklonalen Antikdrpern
wurde ein Anti-Maus-Antikorper als Bindeglied eingesetzt. Bei Doppelfarbungen der
Schnitte wurde mit Goldpartikeln unterschiedlicher Grofe (10 nm, 15 nm) gearbeitet.
Nach ihrer Markierung wurden die Schnitte in 1% Glutaraldehyd fixiert, fiir 5 Minuten
mit Uranyloxalat (pH 7,0) gegengefarbt und schlieBlich in einer Mischung aus 1,8%
Methylzellulose und 0,3% Uranylacetat bei 4°C eingebettet. Die Betrachtung der
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verschiedenen Schnitte erfolgte mit einem JEOL 1200CX Elektronenmikroskop, wobei

die Bildnegative eingescannt und mit Adobe Photoshop bearbeitet wurden.

Die Lokalisierung der Cholesterol-reichen Doménen auf submikroskopischer Ebene
wurde durch die Substanz Perfringolysin O (®-Toxin, BC®) ermdglicht. Das Toxin
wurde mit Subtilisin Carlsberg (Ohno-Iwashita et al., 1986) angedaut und biotinyliert
(Iwamoto et al., 1997). Zur Detektion membranstdndiger Cholesterol-reicher Doménen
wurden die CHO Zellen fiir 45 Minuten bei 4°C mit Perfringolysin O (15 pg/ml)
inkubiert. Um frithe endosomale Strukturen zu markieren, wurde ungebundenes BC®
weggewaschen und die Zellen bei 37°C fiir weitere 10 Minuten inkubiert. Zum Stoppen
dieses Prozesses wurden die Zellen durch einen 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,2) mit
0,2% Glutaraldehyd und 2% Paraformaldehyd fixiert. BC® konnte dann auf
Ultradiinnschnitten mit Hilfe von Anti-Biotin Antikérpern und Protein A Gold (10 nm)
sichtbar gemacht werden. Zur Detektion von SR-BI und Clathrin wurden ebenfalls
spezifische Antikorper eingesetzt und bei Experimenten mit Doppelfarbungen

Goldpartikel unterschiedlicher GroBe (10 nm, 15 nm) verwendet (Slot et al., 1991).

2.2.9 Proteinchemische Methoden

Proteinbestimmung
Zur Proteinbestimmung wurde als Standard y-Globulin (Biorad) eingesetzt und eine

Verdiinnungsreihe von 3,25 pg bis 120 ug hergestellt. Die Messung der Proteinmenge
erfolgte nach dem Biorad BCA Assay. Hierfiir wurden je 5 pl der Standard-
verdiinnungsreihe und der Proben in eine 96 Loch-Platte pipettiert und nacheinander 25
ul der Losung A und 200 pl der Losung B dazugegeben. Die Absorption konnte nach
15-miniitiger Inkubation photometrisch bestimmt werden. Der Proteingehalt wurde
anhand der Verdiinnungsreihe des Proteinstandards und dem Verdiinnungsgrad der

Proben ermittelt.

Aufarbeitung der Fraktionen fiir die SDS-PAGE
Nach der Dichtezentrifugation in Sucrosegradienten, die zur Trennung von DRM und

DSM Dominen gefiihrt hatte, wurden die 8 Fraktionen zunichst in einer 10% TCA
Losung fiir 20 Minuten bei 3°C gefillt und anschlieBend fiir 30 Minuten bei 13000 rpm
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und 3°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Proteinpellets

luftgetrocknet. Darauf wurden sie in 30-100 pl NaOH (0,2 M) bei 3°C homogen geldst.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
In der SDS-PAGE konnten die verschiedenen Proteine der 8 Fraktionen in

Abhingigkeit ihres Molekulargewichtes aufgetrennt werden. Je nach Versuchsreihe
wurden hierfiir Proteinmengen von 5-15 pg pro Probe verwendet, die mit 4 pl des
Probenpuffers (5-fach) und H,O auf ein Gesamtvolumen von 20 pl eingestellt und fiir 3
Minuten bei 95°C denaturiert wurden. Da sowohl CD36 als auch SR-BI ein
Molekulargewicht von 82-88 kDa besitzen, verwendeten wir 7%ige Acrylamid Gele,
die die beste Auflosung in diesem Bereich gewéhrleisten. Die Proben wurden
schlieBlich in die Taschen des Sammelgels eingeleitet und die Proteine bei 140 V
aufgetrennt. Ein Farbmarker ermoglichte die Bestimmung des Molekulargewichts der

Proteinbanden.

Western Blot
Western Blots wurden zum Nachweis sowohl der gelungenen Isolation von DRM und

DSM Fraktionen, als auch der Expression der Proteine CD36 und SR-BI und ihrer
Verteilung verwendet. Nachdem die Proteine in der SDS Polyacrylamid Gel-
elektrophorese getrennt worden waren, wurde das Gel im halbtrockenen Verfahren auf
eine Nitrozellulosemembran transferiert und nach Blocken der Membran mit dem ersten
Antikorper (Anti-CD36, Anti-SR-BI oder Anti-p-Tyr-100) fiir eine Stunde inkubiert.
Nach Waschen der Membran mit TBS/T Puffer erfolgte die einstlindige Inkubation mit
dem Horse-Radish-Peroxidase konjugierten Sekundérantikorper (1:2000). Mit
Chemilumineszenz Losungen konnten die Proteine dann auf einem Rontgenfilm

sichtbar gemacht werden.

2.2.10 Konfokale Mikroskopie

Monozyten
Die frisch isolierten Monozyten wurden in 500 ul Resuspendierungspuffer A zu je

5 x 10° pro Ansatz aufgeteilt und die nachfolgenden Inkubationen grundsitzlich bei 3°C
durchgefiihrt. Um die Aufnahme der beiden Phospholipide Sphingomyelin (6((N-(7-
nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino)hexanoyl) Sphingosylphosphocholine) (NBD-
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SM) und Phosphatidylethanolamin (1-palmitoyl-2-[12-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-
yl)amino]dodecanoyl] sn-glycero-3-phosphoethanolamine) (NBD-PE) in die Plasma-
membran auch morphologisch zu demonstrieren, wurden die Zellen fiir 15 Minuten mit
den fluoreszierenden Phospholipiden (4 pM) angeférbt. Zur Entfernung der an der
AuBenseite der Membran haftenden Phospholipide, wurden die Zellen fiir 30 Sekunden
in saurem Resuspendierungspuffer A (pH 3,5) inkubiert und danach dreimal mit
Resuspendierungspuffer A (pH 7,35) gewaschen. Das mit dem Fluorophor Alexa 594
markierte Cholera Toxin subunit B (CTxB), welches an GM1 Ganglioside der
Zelloberflache bindet, die vor allem in DRM lokalisiert sind, wurde eingesetzt, um
Kolokalisierungen der Phospholipide mit den DRM aufzuzeigen. Hierfiir wurden die
Zellen fiir 30 Minuten mit CTxB (8 pg/ml) inkubiert, wobei die Phospholipide in den
letzten 15 Minuten hinzugefiigt wurden. Zum Mikroskopieren bei 37°C wurden die
Monozyten schlielich in Resuspendierungspuffer A (+ 10mM CaCl,) geldst und auf
den Objekttrager pipettiert.

CHO Zellen
Die Préparation der CHO Zellen fand in Zellkulturschalen (@ 6 cm) mit CaHepes Puffer

statt. 24 h zuvor wurden sie so geteilt, dass sie am Tag der Préparation subkonfluent am

Mikroskopiergldaschen angewachsen waren.

Das Zellkulturmedium wurde sorgfaltig durch dreimaliges Spiilen der Zellen mit
CaHepes Puffer entfernt. Hiermit wurden einerseits tote Zellen weggewaschen,
andererseits Interaktionen zwischen Serumproteinen des Mediums und den
Fluoreszenz-markierten Phospholipiden CTxB und Transferrin verhindert. Die
Inkubation der CHO Zellen mit Transferrin (50 pg/ml) erfolgte bei 37°C fiir
30 Minuten, wobei in den letzten 10 Minuten CTxB (8 pg/ml) addiert wurde. Nach
Herunterkithlen der Proben auf 4-6°C wurden schlieBlich 4 pM NBD-SM fiir
3-5 Minuten hinzugefiigt. Zur Entfernung von nicht internalisierten Fluorophoren
wurden die Zellen abschliefend dreimal griindlich mit kaltem CaHepes Puffer gespiilt

und konnten dann bei 37°C unter dem konfokalen Mikroskop beobachtet werden.

Zur Darstellung von frithen Endosomen wurden die Zellen nach Inkubation mit CTxB
und intensivem Waschen mit 3,7% Formaldehyd in PBS fixiert, mit 0,2% Triton X-100
permeabilisiert und schlielich mit 0,2% BSA in PBS fiir 10 Minuten geblockt. Die
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fixierten CHO Zellen wurden nun fiir 45 Minuten mit dem primidren Anti-EEA1
Antikorper (4 pg/ml) inkubiert und der gebundene Anteil durch einen Fluoreszenz-

markierten sekundéren Antikorper (5 pg/ml) sichtbar gemacht.

2.2.11 Isolierung und Praparation der Lipoproteine

Die Lipoproteine wurden aus frisch entnommenem Vollblut gesunder Spender durch
Ultrazentrifugation isoliert. Nach zwei 15-miniitigen Zentrifugationen bei 593 x g und
24°C wurden die Thrombozyten aus dem Plasma entfernt, das anschlieend fiir 20 h bei
142.960 x g (4°C) ultrazentrifugiert wurde. Zundchst wurden bei einer Dichte von
1006 g/l die LDL/HDL Fraktionen von denjenigen der VLDLs und Chylomikronen
getrennt. Die LDL/HDL Fraktion konnte oberhalb des entstandenen Blutkuchens mit
einer Kaniile abgesaugt werden. Mit KBr (Kalium-Bromid) wurde die Losung auf eine
Dichte von 1063 g/l eingestellt und danach fiir 22 h bei 142.960 x g und 4°C
zentrifugiert. Hierdurch bildete sich eine im UZ-Rdéhrchen oben schwimmende, LDL-
haltige Schicht, die von der mit weiteren Plasmabestandteilen vermischten HDL-
Fraktion getrennt war. Die LDL Phase wurde vorsichtig abgenommen und zur
Vermeidung von Oxidationsprozessen mit Argon begast und bei 4°C gelagert. Durch
Einstechen mit einer Kaniile gewann man die HDL Phase. Diese wurde mit KBr auf
eine Dichte von 1220 g/I eingestellt und schlieBlich wieder fiir 22 h bei 142.960 x g und
4°C zentrifugiert. Dadurch reicherte sich nun das HDL in der oberen Schicht an und
konnte dann abpipettiert werden. Die LDL- und HDL-Fraktionen wurden je zweimal in
Centricons (PorengroBBe 100 000) mit Aufbewahrungspuffer unter Argon-Begasung
gewaschen und zum Schluss aliquotiert. Nach der Proteinbestimmung wurden gleiche
Losungen gleicher Proteinmengen auf verschiedene Reagenzglidschen verteilt. Den
Suspensionen von HDL und LDL wurden 20 uM BHT (Butylated Hydroxy Toluene)
zugegeben und diese dann mit Argon versetzt. Ein weiteres Aliqout der LDL-Losung
wurde mit 10 uM CuAcetat (Cupric Acetate Monohydrate) in Resuspendierungspuffer
A fiir 6 h oxidiert und schlieBlich auch in BHT/Resuspendierungspuffer aufbewahrt.



3 Ergebnisse

3.1 Proteine der CD36 Familie als selektive Phospholipid-
Transporter

3.1.1 CD36 vermittelt selektiv die Aufnahme von SM und PC

Um die Rolle des Transmembranproteins CD36 fiir den selektiven Einbau von Phos-
pholipiden zu untersuchen, wurden humane Monozyten zundchst mit unilamelldren
Phospholipidvesikeln inkubiert. Diese bestanden aus einer Matrix aus Ei-
Phosphatidylcholin und jeweils den Pyren-markierten Lipiden SM, PC oder PE. Die
selektive Aufnahme der Phospholipide konnte hierbei anhand der Abnahme des
Quotienten aus Monomer- und Excimer-Fluoreszenz unter Online-Bedingungen direkt
gemessen werden. Bei allen drei Lipiden beobachteten wir eine deutliche Sattigung des

selektiven Importes nach 10 Minuten.

Zum Nachweis einer Beteiligung von CD36 wurden monoklonale Antikdrper
eingesetzt, die spezifisch an den extrazelluldren Anteil von humanem CD36 binden und
das Protein damit funktionell hemmen. Der Anti-CD36 Antikorper (10 pg/ml) hemmte
die Inkorporierung von SM und PC in die Monozyten deutlich. Im Gegensatz dazu
wurde die Aufnahme von PE in die Zellen durch den Antikdrper nicht beeinflusst
(Abb. 3.1). Verschiedene Kontrollantikorper (Anti-P-Selectin, Anti-TF) zeigten keinen

Einfluss auf die Aufnahme der markierten Phospholipide in die Monozyten.



3 Ergebnisse 38

—o— sMm
—&— PE
—=— PC

40 -

in Monozyten
(willkiirliche Einheiten)

Pyren-Phospholipidaufnahme

40 -

20 -

0 [.- v L v L}
0 4 8
Zeit in Minuten

Abb. 3.1: CD36 vermittelt selektiv die Aufnahme der Phospholipide SM und PC
Die Aufnahme von Pyren-SM und Pyren-PC in Monozyten wird durch den Anti-CD36
Antikorper spezifisch gehemmt, widhrend Pyren-PE davon unbeeinflusst bleibt.
Schwarze Symbole, Kontrolle; weiBe Symbole, Anti-CD36 Antikorper (10 pg/ml).
Mittelwerte (n=4-6)
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Auch Sulfo-N-Succinimidyl Oleat (SSO; 0,5 mM), ein spezifischer Inhibitor von CD36
(Harmon und Abumrad, 1993; Coort et al., 2002), hemmte den Import von SM und PC
in die Monozyten (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: CD36 vermittelt selektiv die Aufnahme der Phospholipide SM und PC
Der spezifische CD36 Inhibitor SSO (0,5 mM) hemmt den Import der Phospholipide SM
und PC in Monozyten teilweise. Kontrolle (co). Mittelwerte +/- SA (n=4-6), ohne SA
Balken mind. 4 reprasentative Experimente

Da Monozyten neben CD36 auch das verwandte Protein SR-BI exprimieren, das als
erster und bisher einziger selektiver Phospholipidtransporter identifiziert werden konnte
(Urban et al., 2000), wéhlten wir ein Zellmodell aus, an dem der Einfluss von CD36

selektiv analysiert werden konnte.

Hierfiir wurden HeLa Zellen mit der cDNA von humanem CD36 transfiziert (Armesilla
et al., 1996). In der Flowcytometrie konnte die erfolgreiche Expression von CD36 auf
der Zelloberfliche der transfizierten Zellen dokumentiert werden. In Western Blots
wurde CD36 nur in den CD36 transfizierten Zellen detektiert, nicht aber in den
Kontrollzellen. Die HeLa Zellen wurden ebenso wie die Monozyten flir 8 Minuten mit
Pyren-markierten Lipidvesikeln inkubiert und die Lipidaufnhahme der CD36
transfizierten Zellen mit derjenigen der Kontrollzellen verglichen. Hierbei nahmen die
CD36(+)Zellen deutlich mehr Sphingomyelin und Phosphatidylcholin auf als die
Kontrollzellen (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: CD36 vermittelt selektiv die Aufnahme der Phospholipide SM und PC
Der selektive Import von Pyren-SM und Pyren-PC, nicht aber von Pyren-PE, wird durch
Transfektion von HeLa Zellen mit der cDNA von humanem CD36 gesteigert. Schwarze
Symbole, CD36 transfiziert; weiBe Symbole, Kontrollzellen. Mittelwerte (n=4-6)

Bei der Internalisierung des Phosphatidylethanolamins konnte zwischen den beiden

Zelltypen jedoch kein Unterschied festgestellt werden.
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Nach Zugabe von Lipidvesikeln, die mit Phosphatidylserin (PS) angereichert waren, das
eine sehr starke Affinitdt zu CD36 hat, konnte der zelluldre Import des markierten PC
vollstindig gehemmt werden (Abb. 3.4). Die Anreicherung der Vesikel mit Cholesterol,
das im Vergleich zu PS ein schwécherer CD36 Ligand ist, bewirkte eine teilweise

Hemmung der PC Internalisierung.

Weitere Inhibitionsversuche mit bekannten CD36 Liganden =zeigten dhnliche
Ergebnisse. So konnte die Aufnahme von PC durch die Zugabe von nativem HDL und
LDL ebenfalls teilweise reduziert, durch oxidiertes LDL, das wiederum eine starke
Affinitdt zu CD36 hat, sogar komplett inhibiert werden (Abb. 3.4). Unsere Ergebnisse
zeigen, dass etablierte CD36 Liganden mit den Cholin-Phospholipiden PC und SM um

die Aufnahme in die Zellen kompetieren.
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Abb. 3.4: CD36 vermittelt selektiv die Aufnahme der Phospholipide SM und PC
Bekannte CD36 Liganden konkurrieren mit Pyren-PC um den Zell-Import. Der von
CD36 abhidngige Import wurde als Differenz des Imports von CD36(+)Zellen und
Kontrollzellen bestimmt. Chol, unverestertes Cholesterol; PS, Phosphatidylserin;
nLDL, oxLDL, natives und oxidiertes LDL; co, Kontrolle. Mittelwerte +/- SA (n=4-6)

3.1.2 CD36 und SR-BI vermitteln den gesamten Phospholipidimport in
Monozyten

Nachdem fiir CD36 gezeigt werden konnte, dass es selektiv die Phospholipide SM und
PC aufnehmen kann, untersuchten wir, inwieweit sich die Funktionen von CD36 und

SR-BI ergidnzen. Zu diesem Zweck wurden wieder humane Monozyten untersucht, die
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beide Proteine exprimieren. Bei selektiver Inhibierung von SR-BI durch einen
spezifischen Antikorper wurde die Aufnahme von SM, PC und PE um 62%, 70%
beziehungsweise 77% reduziert (Abb. 3.5). Die Aufnahme von SM und PC iiber CD36
wurde durch den selektiven Antikérper um 31% und 32% vermindert. Durch den
gleichzeitigen Einsatz der beiden gegen CD36 und SR-BI gerichteten Antikorper wurde
die Phospholipidaufnahme nahezu vollstindig gehemmt. Am menschlichen Monozyten
konnten wir damit erstmals die beteiligten Proteine fiir den selektiven Import von

Phospholipiden in Zellen vollstindig charakterisieren.
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Abb. 3.5: Die selektive PL Aufnahme von SM, PE und PC in Monozyten wird exklusiv iiber CD36
plus SR-Bl vermittelt. Je 10 pg/ml Anti-CD36 und Anti-SR-BlI Antikérper wurden
Monozytensuspensionen zugefiigt und mit den Pyren-markierten Phospholipiden
inkubiert. Mittelwerte +/- SA (n=4-6)

3.2 SR-Bl vermittelt die Bildung neuer Cholesterol-reicher
Domanen

3.21 Die DRM-Bausteine SM und Chol werden hauptsachlich tiiber DSM
in die Zellen inkorporiert

Um die Verteilung der Phospholipide nach ihrem Transfer in die Zellmembran
detaillierter zu studieren, wurden DSM- und DRM-Dominen der Zellen voneinander

isoliert.
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Nach der Solubilisierung der Zellen mit Hilfe des Detergens Triton X-100 konnten die
Detergens-16slichen Bestandteile (DSM) von den Detergens-unloslichen (DRM)
getrennt werden. Dazu wurden auf das Zellsolubilisat Dichtegradienten aus
Sucroselosungen aufgeleitet und die Proben anschlieBend ultrazentrifugiert. Nach dieser
Auftrennung wurden 8 Fraktionen abgenommen, wobei in Fraktion 3-5 die Triton X-
100 unl6slichen DRM, in Fraktion 6-8 die 16slichen DSM zu finden waren. In Western
Blots konnte gezeigt werden, dass CD36 in den Monozyten fast ausschlielich in DRM
lokalisiert ist (Abb. 3.6). Anders verhielt es sich mit SR-BI, das in Ubereinstimmung
mit anderen Daten nur zum Teil mit den Mikrodoménen assoziiert ist. Densitometrische
Messungen der Western Blot Banden ergaben, dass ungefdahr 65% des SR-BI in DSM
Fraktionen lokalisiert sind (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6:  Western Blot Analyse der Verteilung von SR-Bl und CD36 zwischen DRM und DSM in
Monozyten und CHO Zellen
Wahrend CD36 fast ausschlieBlich in DRM lokalisiert ist (Fraktionen 3-5), findet sich
der groBere Teil des SR-Bl in DSM (Fraktionen 6-8). Die untere Abbildung entspricht
der densitometrischen Auswertung der Western Blots. Auswertung von je zwei
reprasentativen Western Blots

Bei Bindungsexperimenten zeigte sich, dass der Grofteil der Lipidvesikel an die DSM-
Fraktionen gebunden war. Hierzu wurden die Monozyten fiir verschiedene
Zeitintervalle bis zu 30 Minuten mit den radioaktiv markierten Lipidvesikeln bei 3°C
inkubiert und nach Entfernung ungebundener Vesikel und Isolation der DRM die
Radioaktivitdt in den Fraktionen bestimmt. In den ersten 5 Minuten zeigte sich ein
steiler Anstieg der zellassoziierten Vesikelbindung, die dann in den folgenden
25 Minuten nur noch minimal zunahm. Etwa sechsfach mehr Vesikel interagierten mit

den DSM im Vergleich zur Bindung an die DRM (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7: Lipidvesikel binden vor allem an DSM-Doméanen der PM.
Monozyten wurden bei 4°C mit Lipidvesikeln inkubiert, die 14C-SM bzw. 3H-
Cholesterol enthielten. Die Sattigung der Bindung ist bereits nach 5 Minuten erreicht.
Mittelwerte +/- SA (n=3-5)

Wurde bei 37°C der aktive Lipidimport ermdglicht, beobachteten wir nach 5 Minuten
und 30 Minuten '*C-markiertes SM und PE in den DRM Fraktionen. Dabei wurde in
den ersten 5 Minuten dreimal mehr SM als PE in den DRM detektiert. Der weitaus
groBBere Teil beider Lipide wurde jedoch in die DSM transferiert. Wahrend SM und PE
in vergleichbarer Menge in DSM erschienen, wurde wesentlich mehr SM in DRM

gefunden (Abb. 3.8).



3 Ergebnisse 46

—o— SM
—— PE

1,2 -

DRM

DSM

Zellgebundene Radioaktivitat
% der Gesamtmenge in Vesikeln

0 Q LJ LJ L}
0 10 20 30

Zeit in Minuten

Abb. 3.8:  Zeitabhidngige Lipidaufnahme in Monozyten
Monozyten wurden bei 37°C mit Lipidvesikeln inkubiert, die entweder 14C-SM oder
14C-PE enthielten. Im Gegensatz zu PE wird SM schneller zu den DRM Domaénen
geleitet. Anders als bei reiner Vesikelbindung bei 4°C, wird bei der 37°C
Internalisierung keine Sattigung zwischen 5 und 30 Minuten erreicht.
Mittelwerte +/- SA (n=3-5)

Nach einer 5 miniitigen Inkubation bei 37°C waren Cholesterol und SM anders
zwischen den DSM und den DRM verteilt, als bei der Vesikelbindung bei 3°C. Der
DRM-assoziierte Teil von SM und Chol war nach sekundérer Inkorporierung fast
doppelt so hoch wie der durch die Vesikelbindung ermittelte (Abb. 3.9). Anders
dagegen bei PE: Hier wichen die Quotienten von DSM / DRM bei Bindung und Inter-

nalisierung kaum voneinander ab (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: DSM zu DRM Verteilung von neu aufgenommenen Lipiden.
Monozyten wurden fiir 5 min mit den radioaktiv markierten Lipidvesikeln bei 37°C
inkubiert und anschlieBend die zellassozierte Radioaktivitit in DRM und DSM
bestimmt. Kontrolle (co). Mittelwerte +/- SA (n=3-5)

In die Zellen aufgenommenes SM und Chol wurde bereits nach kurzer Zeit in DRM-
Doménen transloziert, wihrend bei PE kein gesteigerter Einbau in die DRM
festzustellen ~war. Durch die Zugabe von Antikorpern gegen SR-BI
(10 pg/ml) konnte die Translokation von SM und Chol in die DRM um 85% vermindert
werden (Abb. 3.10). Die Anti-CD36-Antikorper (10 pg/ml) waren weniger effektiv (20-
25%), obwohl CD36 in Western Blots fast ausschlieflich in den DRM-Doméinen
gefunden wurde. Dariiber hinaus hemmte der Anti-SR-BI Antikérper auch die
Aufnahme von SM und Chol in die DSM-Kompartimente.

Insgesamt konnte das DRM-Targeting durch Zugabe beider Antikorper vollstindig
gehemmt werden. Auch die Aufnahme von SM und PC in die Detergens-sensiblen

Areale wurde um 95% und 75% vermindert (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Die Assoziation von 14C-SM und 3H-Chol zu DRM und DSM in Monozyten wird durch
die Anti-CD36 und Anti-SR-Bl Antikorper (10 pg/ml) gehemmt. Mindestens je 2
reprasentative Experimente

Der direkte Transfer von SM und Chol in die DSM Doménen wurde also ausschlieB3lich
tiber SR-BI vermittelt. Die direkte Aufnahme in die DRM dagegen erfolgte konzertiert
tiber SR-BI und CD36.

Diese Fahigkeit des SR-BI die Hauptbausteine der DRM iiber DSM in die Zellen zu
schleusen, bestdtigt frithere Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe (Urban et al., 2000).

Zusammengenommen zeigen diese Befunde, dass der weitaus grofite Teil von SM iiber
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SR-BI Molekiile in die Zelle aufgenommen wird, die in den DSM Doménen lokalisiert

sind.

3.2.2 Unterschiedliche Verteilung von neu inkorporiertem SM und PE in
Membrandoméanen

Unser néchstes Ziel war es, eine mogliche Umverteilung der neu in die Plasmamembran
inkorporierten Lipide zu charakterisieren. Hierfiir wurden Monozyten fiir 90 Sekunden
mit radioaktiv markierten Phospholipiden und Cholesterol inkubiert und danach die
extrazelluldr gebundenen Anteile weggewaschen (Pulse). Im Anschluss daran wurden
die Zellen bei 37°C fiir verschiedene Zeitintervalle wéhrend einer Chase-Periode
inkubiert. Dabei beobachteten wir fiir das '*C-markierte SM und das *H-markierte Chol
zeitabhéngig eine Umverteilung von DSM in DRM. Genau entgegengesetzt verhielt
sich  '“C-markiertes PE, das von DRM zu DSM transloziert wurde
(Abb. 3.11). Unsere Daten zeigen also, dass die DRM-Bausteine SM und Chol zuerst in

DSM Doménen transferiert, spéter jedoch zunehmend in DRM angereichert werden.
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Abb. 3.11: Umverteilung der neu internalisierten Lipide zwischen DRM und DSM
Monozyten wurden zuerst fiir 90 Sekunden bei 37°C mit 14C-SM, 3H-Chol und 14C-PE
beladen und die radioaktiven Vesikel danach weggewaschen. Zeitabhdangig wurde
anschlieBend die Umverteilung der neu inkorporierten Lipide zwischen DRM und DSM
verfolgt. Mindestens je 2 reprasentative Experimente
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3.2.3 Internalisierung von SM

Zur morphologischen Darstellung der Lipidaufnahme und der dynamischen Verteilung
in Membrandoméinen von Monozyten, wurden mit Fluorophoren (NBD) markierte
Phospholipide eingesetzt und mit einem konfokalen Mikroskop visualisiert. Nach
Inkubation mit NBD-SM bei 4°C war die Fluoreszenz ausschlieBlich membran-
assoziiert. Eine sich dann anschlieBende kurze Inkubation (3 Minuten) bei 37°C fiihrte
zu einer Anreicherung der Phospholipide unterhalb der Plasmamembran. Nach 10-15
Minuten erreichte das NBD-SM perinukledre Kompartimente. Im Vergleich zu NBD-
SM war die Zellmembran nach Inkubation mit NBD-PE bei 4°C schwécher angeférbt

und blieb auch nach lingerer Inkubation bei 37°C vorwiegend auf die Plasmamembran

beschrinkt (Abb. 3.12).
PE

3 min 10 min 3 min 10 min

Fluoreszenz +
Nativbild

Fluoreszenz

Abb. 3.12: Wahrend die Aufnahme von NBD-PE vor allem auf die PM beschréankt bleibt, wird NBD-
SM nach intrazellulédr transportiert und verteilt sich im gesamten Zytoplasma
Monozyten nehmen bei gleicher Inkubation deutlich mehr NBD-SM als NBD-PE auf. SM
wird dabei innerhalb von 10 Minuten in betrdachtlichen Mengen nach intrazellular
transportiert, wahrend PE weitgehend auf die Plasmamembran beschrankt bleibt. Die
Zeitangaben beziehen sich auf die Inkubation bei 37°C.

Bei einer Inkubation der Monozyten mit den NBD-markierten Phospholipiden und
Alexa 594-markiertem Cholera Toxin subunit B (CTxB), einem Marker fiir
Sphingolipid- und Cholesterol-reiche Doménen, kam es mit SM sowohl in der

Plasmamembran, als auch intrazelluldr zu einer deutlichen Doppelfarbung (Abb. 3.13).
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Das intrazelluldre Erscheinen des neu aufgenommenen NBD-SM legte erstmals die
Vermutung nahe, dass die Translokation von DSM zu DRM Dominen an einen

endozytotischen Prozess gekoppelt sein konnte.

CTxB Kolokalisierung

0 min 3 min 3 min 3 min

Abb. 3.13: Neu aufgenommenes NBD-SM in Monozyten erscheint in endosomalen Strukturen
unterhalb der PM, wo es mit Alexa-594 markiertem CTxB kolokalisiert. Die Zeitangaben
beziehen sich auf die Inkubation bei 37°C. SM (griin), CTxB (rot), Kolokalisierung

(gelb)

3.2.4 SM und Chol werden ATP-abhangig internalisiert

Um die Endozytose zu unterbrechen, wurden die Monozyten als nidchstes ATP-entleert.
Tatsichlich wurde dadurch der Transfer von '*C-SM und *H-Chol in die DRM
gehemmt (Abb. 3.14). Es handelte sich also bei der Umverteilung von SM und Chol
zwischen DSM und DRM um einen ATP-abhingigen und damit Energie

verbrauchenden Vorgang.

Da die markierten Lipide offensichtlich auf endozytotischem Wege von DSM zu DRM
gelangten und dabei zuerst in den DSM erschienen, konnten wir die Beteiligung einer
DRM-abhingigen Endozytose weitgehend ausschlieBen. Eine Vermittlung der
Endozytose iiber Clathrin-coated Pits, die klassischerweise von DSM ausgeht, schien
daher wahrscheinlicher. Um dies zu untersuchen, wurden spezifische Inhibitoren der
Clathrin-vermittelten Endozytose eingesetzt. Nach Hemmung dieser Eintrittspforte
mittels Chlorpromazin (6 pg/ml) konnte SM nicht mehr von DSM zu DRM transferiert
werden. Die Inhibition der Clathrin-vermittelten Endozytose durch die Aufnahme der
Zellen in Medien mit hohem Sucrose Anteil (0,3 M) verhinderte ebenfalls die
Translokation von SM in die DRM (Abb. 3.14).

Ebenso wurde der Transfer des neu inkorporierten Cholesterol in die DRM durch

Chlorpromazin und die Sucrose-Ldsung unterbrochen.
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Aufgrund der ATP-Abhédngigkeit des Lipidaustausches zwischen den Membran-
doménen war auch eine Vermittlung durch ABC-Transporter denkbar. Da jedoch die
ABC-Transporter Inhibitoren Verapamil (50 pM) und Glybenclamid (200 pM) keinerlei
hemmenden Einfluss auf den SM und Chol Transfer von DSM zu DRM hatten, konnte
ihre Beteiligung ausgeschlossen werden (Abb. 3.14). Der ATP-abhiingige Ubergang der
Lipide SM und Chol von DSM zu DRM wird demzufolge iiber endozytotische Prozesse

tiber Clathrin coated Pits vermittelt, wohingegen ABC Transporter keine Rollen spielen.
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Abb. 3.14: a.) Primédr in DSM inkorporiertes 14C-SM und 3H-Chol wird zeitabhdngig in DRM

transferiert. Diese Umverteilung (hier dargestellt fiir SM) wird durch ATP-Entleerung
der Zellen gehemmt.
b.) Die Inhibition der Clathrin-vermittelten Endozytose durch Chlorpromazin (A) und
konzentrierte Sucrose Losung (B) reduziert das DRM-Targeting ebenfalls. Die
funktionelle Hemmung von ABC Transportern durch Glybenclamid (C) und Verapamil
(D) hat dagegen keinen hemmenden Einfluss. Mittelwerte +/- SA (n=4)
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3.2.5 SR-Bl als Mediator der Endozytose von SM und Chol

Um die Rolle des Transmembranproteins SR-BI beim endozytotischen Transfer der neu
inkorporierten Lipide genauer zu untersuchen, verwendeten wir CHO Zellen, die mit
humanem SR-BI stabil transfiziert waren (Scarselli et al., 2002). In Western Blot
Analysen fanden wir, in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen bei Monozyten, dass
% des SR-BI in den DSM und ungefédhr /5 in den DRM-Fraktionen lokalisiert war (Abb.
3.6).

Bei Analysen der subzelluliren Verteilung von SR-BI in der Immun-
elektronenmikroskopie zeigte sich, dass das Protein vor allem mit der Plasmamembran
(PM) assoziiert ist und dort besonders in Zellfortsitzen. Zusétzlich wurde SR-BI auch

submembrands in tubulo-vesikuldren Strukturen detektiert (Abb. 3.15).

Bevorzugte SR-BI Verteilung

Abb. 3.15: Immunelektronenmikroskopische Untersuchungen zeigen, dass SR-Bl vor allem in
Protrusionen der PM (Stern) und in tubulo-vesikularen Kompartimenten (Pfeile)
unterhalb der PM lokalisiert ist. (Balken 200 nm)

Die Schliisselrolle des SR-BI als Motor fiir die Internalisierung von Lipiden konnte
auch im konfokalen Mikroskop deutlich demonstriert werden. Die Aufthahme von NBD-
SM in die SR-BI transfizierten Zellen wurde mit derjenigen der Kontrollzellen
verglichen. Innerhalb von 10 Minuten zeigte sich bei den SR-BI(+)Zellen eine deutliche

Féarbung submembrandser Areale bis hin zum Zellkern, wohingegen die Fiarbung der
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Kontrollzellen wesentlich schwacher und mehr auf die Plasmamembran beschrinkt

ausfiel. Auffillig war aullerdem die Anfarbung groBerer punktférmiger Strukturen im

submembrandsen Bereich in den SR-BI(+)Zellen (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16: SR-Bl vermittelt die Aufnahme und den nachfolgenden Transport von SM in

intrazellulare DRM.

SR-BI(+) und Kontrollzellen (wt) wurden bei 8°C mit NBD-SM beladen und daraufhin fiir
die angegebenen Zeiten bei 37°C inkubiert. Nur bei den SRBI(+)Zellen wurde das SM
internalisiert, wahrend es bei den Kontrollzellen vorwiegend auf die PM beschrankt

blieb.

In den SR-BI transfizierten Zellen kam es auch zur Anreicherung des DRM Markers
CTxB in submembrandsen Strukturen. Bei einer Doppelfirbung wurde in diesen

Strukturen eine deutliche Kolokalisierung von CTxB und SM beobachtet (Abb. 3.17).

Die Transfektion der CHO Zellen mit SR-BI bewirkt folglich eine deutlich erhchte
Internalisierung des neu in die Zellmembran aufgenommenen SM. Dadurch konnten

SR-BI vermittelt SM / Chol-reiche Domédnen gebildet werden, die durch Farbung mit

CTxB nachweisbar waren.
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Abb. 3.17: SR-Bl vermittelt die Aufnahme und den nachfolgenden Transport von SM in
intrazelluldre DRM.
NBD-SM und Alexa 594-CTxB kolokalisieren SR-Bl vermittelt in endosomalen DRM.
Uberlappung von SM (griin) und CTxB (blau) in der Plasmamembran und in
submembranésen Endosomen. 3-miniitige Inkubation bei 37°C.

Weitere morphologische  Untersuchungen wurden 1im  Elektronenmikroskop
durchgefiihrt. Zur genaueren Analyse der Lokalisation der Mikrodomédnen auf
submikroskopischer Ebene wurden die Zellen mit Perfringolysin O (BCO, 15 pg/ml) fiir
45 Minuten bei 4°C inkubiert. Perfringolysin bindet selektiv an Cluster von freiem
Cholesterol und ist als Marker fiir Cholesterol-reiche Doménen etabliert (Waheed et al.,
2001; Heijnen et al., 2003). Sowohl bei den Kontroll-, als auch bei den SR-BI-
transfizierten Zellen konnte eine vermehrte Bindung von Perfringolysin an Filopodien
der Zelloberfliche beobachtet werden. Die Intensitdt der Markierung der Zellfortsitze
war bei den SR-Bl-transfizierten Zellen jedoch deutlich stirker als bei den

Kontrollzellen (Abb. 3.18).
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Abb. 3.18: Nachweis von Chol-reichen Doméanen (DRM) in der PM
Kontrollzellen (Wild-Typ) und SR-Bl(+)Zellen wurden bei 4°C mit BCO inkubiert um
DRM im Elektronenmikroskop detektieren zu kénnen. Der Marker fiir Chol-reiche
Domaénen erschien vor allem in filopodienartigen Zellprotrusionen beider Zellen. Dabei
farbten sich die SR-Bl(+)Zellen wesentlich starker an als die Kontrollzellen. Die
Identifizierung der Filopodien erfolgte durch Inspektion zahlreicher Ultradiinnschnitte.
(Balken 200 nm)

Um selektiv Early Endosomes (ERC und SE) anzufirben, wurden die Zellen fiir 10
Minuten bei 37°C mit Perfringolysin inkubiert und anschlieend der nicht internalisierte
Anteil weggewaschen. Bei den SR-BI(+)Zellen fand man deutlich gefarbte
submembrandse Areale, wahrend die intrazellulire BCO-Fiarbung in den Kontrollzellen
wesentlich schwiécher ausfiel. Bei zusitzlicher Markierung mit Anti-Clathrin
Antikorpern ergab sich auflerdem fiir die SR-BI(+)Zellen eine Kolokalisierung mit BCO
in frithen Endosomen (Abb. 3.19). Dies bestétigte unsere Beobachtungen im konfokalen
Mikroskop, die ebenfalls eine Beteiligung der Clathrin-vermittelten Endozytose am

selektiven Lipidimport zeigten.

Um zu untersuchen, inwieweit SR-BI bei diesem Internalisierungsprozess ebenfalls
endozytiert wird, oder sich seine Funktion nur auf die Plasmamembran beschrinkt,

wurden die SR-BI(+)Zellen mit Perfringolysin und markierten Anti-SR-BI Antikorpern
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inkubiert. Dabei kam es zu einer deutlichen Kolokalisierung der beiden Marker in Early

Endosomes (Abb. 3.19). SR-BI wird demnach zusammen mit Cholesterol-reichen

Dominen nach intrazelluldr transportiert.

BC@10
SR-BI'5

nach 10 min

Abb. 3.19: a.) Kolokalisierung von Clathrin (CL; 15 nm Gold Partikel) und Chol-reichen Doméanen
(DRM) (BCO; 10 nm Gold Partikel) in submembranésen Vesikeln (Pfeil). (Balken 100

nm)

b.) SR-BI

wird gemeinsam mit Chol-reichen Domaénen

(DRM) endozytiert.

SR-BI (15 nm Gold Partikel) und BCO (10 nm Gold Partikel) kolokalisieren in friihen
endosomalen Strukturen. SR-BI(+)Zellen wurden fiir 10 Minuten bei 37°C mit BCO
inkubiert. (Balken 200 nm)

3.2.6 Die Endozytose von SR-BI / Lipid-Komplexen ist Clathrin-vermittelt

Zur genaueren Spezifizierung der submembrandsen vesikuldren Strukturen, in denen

offensichtlich SR-BI abhingig DRM entstehen, wurden Doppelfarbungen mit CTxB
und EEA-1 durchgefiihrt. EEA-1 ist ein spezifischer Marker fiir Early Endosomes
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(Stenmark et al., 1996). Tatsdchlich zeigte sich im konfokalen Mikroskop eine
Kolokalisierung von CTxB und EEA-1 in den SR-BI transfizierten Zellen, wodurch die
Ergebnisse der Elektronenmikroskopie bestétigt wurden (Abb. 3.20).

EEA-1 CTxB Kolokalisierung

Abb. 3.20: SR-BI vermittelte Generierung von DRM in Early Endosomes.
Alexa 594-CTxB (rot) findet sich in Alexa 488-markiertem EEA1 (griin) positiven
Vesikeln. Kolokalisierung gelb (Pfeile).

Zur Markierung dieser friihen Endosomen, die typischerweise Clathrin-vermittelt zu
einer Anreicherung von Transferrin-Rezeptor Komplexen fiihren, wurde
fluoreszierendes Transferrin (Tf) eingesetzt. Die Zellen wurden hierbei zuerst fiir 15
Minuten bei 37°C mit Tf und dann zusétzlich fiir 10 Minuten bei 37°C mit CTxB und
fir 3 Minuten bei 8°C mit NBD-SM inkubiert. Dadurch erreichte man, dass das
Transferrin in submembrandsen Vesikeln gefunden wurde, bei denen es sich vor allem
um Early Endosomes handelte, was ihre Anfarbung mit EEA-1 zeigte. In diesen frithen
endosomalen Kompartimenten zeigte sich eine deutliche Dreifachfarbung mit NBD-

SM, CTxB und Tf (Abb. 3.21).
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SR-BI+

SM CTxB Tf Kolokalisierung

Abb. 3.21: SR-BI vermittelte Generierung von DRM in Early Endosomes.
Kolokalisierung von neu internalisiertem NBD-SM mit Alexa 594-CTxB, sowie Alexa
633-Tf markierten Early Endosomes. Dreifachfarbung weiR.

Um die Rolle der Clathrin-vermittelten Endozytose weiter zu dokumentieren, wurden
die Zellen mit einer Variante des Clathrin-accessory Protein AP180 (AP180-C)
transfiziert, welches diesen Endozytoseweg unterbricht (Ford et al., 2001). In den SR-
BI(+)Zellen fanden wir, dass die submembrandse Farbung nach AP180-C Transfektion
nahezu vollstindig aufgehoben wurde. Bei den Kontrollzellen hatte die Transfektion
dagegen keinen hemmenden Einfluss auf die ohnehin schwéchere intrazellulire CTxB
Farbung. Weiterhin beobachteten wir, dass die nach AP180-C Transfektion
verbleibende CTxB Férbung der SR-BI(+)Zellen in ihrem Muster derjenigen der
Kontrollzellen mit und ohne AP180-C glich (Abb. 3.22).
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Abb. 3.22: Die SR-BI vermittelte Generierung von Chol-reichen Doménen in Early Endosomes ist
Clathrin-vermittelt.
Durch spezifische Hemmung der Clathrin-vermittelten Endozytose nach Transfektion
der Zellen mit AP180-C wird die CTxB-Farbung deutlich reduziert. In den Kontrollzellen
bleibt das Farbungsmuster unverandert.

Diese morphologischen Beobachtungen konnten durch Versuche mit radioaktivem *H-
Chol bestétigt werden. Hierbei wurden ebenfalls SR-BI(+) und Kontrollzellen mit und
ohne AP180-C Transfektion verglichen. Nach einer 90 Sekunden Beladung der Zellen
mit *H-Chol wurde die Umverteilung des internalisierten Chol zwischen DSM und
DRM analysiert (10 Minuten). Bei den SR-BI(+)Zellen kam es hierbei zu einer
Umverteilung des *H-Chol von DSM zu DRM in dhnlicher Weise, wie zuvor bei den
Monozyten beobachtet. Im Gegensatz dazu kam es bei den Kontrollzellen zu einer
geringen Zunahme des Chol in den DSM. Wurden die SR-BI(+)Zellen jedoch zusétzlich
mit AP180-C transfiziert, konnte die Umverteilung des Chol von DSM zu DRM
komplett inhibiert werden (Abb. 3.23).
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Abb. 3.23: a.) Nach einer Pulsephase (90s) mit radioaktivem Chol wird die Verteilung des Chol
zwischen DRM und DSM bei Wild-Typ und SR-Bl(+)Zellen mit und ohne AP-180-C
Transfektion verglichen. Bei den SR-BI(+)Zellen kommt es zu einer Umverteilung des
Chol von DSM zu DRM, die durch die AP180-C Transfektion komplett inhibiert wird.

b.) Bei den wt Zellen dagegen ergibt sich initial eine geringe Chol Zunahme in den
DSM und die AP-180C Transfektion zeigt keinen Einfluss auf die Umverteilung des
internalisierten Chol von DSM zu DRM.

Mittelwerte +/- SA (mindestens 3 repréasentative Experimente)

Dies deutet darauf hin, dass SR-BI die DRM-Genese aus neu internalisiertem SM und
Chol fordert. Dazu muss SR-BI anscheinend gemeinsam mit den Lipiden SM und Chol

Clathrin-vermittelt endozytiert werden.
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Phospholipide werden physiologisch auf prinzipiell zwei verschiedenen Wegen von
Zellen aufgenommen. Einerseits selektiv iber Membranproteine (Engelmann et al.,
1996), andererseits durch die Rezeptor-vermittelte Endozytose. Unlidngst konnte das
erste Protein identifiziert werden, das den selektiven Phospholipidimport vermittelt
(Urban et al., 2000). Es handelte sich um das Transmembranprotein SR-BI, ein Mitglied
der Familie der Scavenger-Rezeptoren. An Untersuchungen mit Monozyten konnte
nachgewiesen werden, dass die Phospholipide SM, PC und PE selektiv aus
Lipoproteinen und synthetischen Vesikeln aufgenommen werden. Diese protein-
vermittelte Lipidinternalisierung in Monozyten konnte jedoch nur zum Teil durch die
Aktivitdt des SR-BI erkldart werden. Es war deshalb anzunehmen, dass noch andere

Proteine am selektiven Phospholipidimport beteiligt sind.

4.1 Die selektive Aufnahme von SM und PC wird exklusiv
tilber CD36 und SR-BI vermittelt

Humane Monozyten exprimieren neben SR-BI auch CD36 und die Sequenzen der
beiden Proteine weisen eine 20-33% Homologie auf (Connelly et al., 1999; Temel et al.,
1997). Daher analysierten wir in der vorliegenden Arbeit die Bedeutung von CD36 an
der selektiven Phospholipidaufnahme in Monozyten. Der Import von SM, PC und PE
wurde in Anwesenheit von Anti-CD36 Antikdrpern beziehungsweise SSO untersucht,
die beide CD36 spezifisch hemmen. Dabei wurde der Import von SM und PC in die
Monozyten deutlich vermindert, wihrend die Aufnahme von PE unbeeinflusst blieb.
Durch Transfektion von Hela Zellen mit humanem CD36 konnte die selektive
Aufnahme von SM und PC deutlich gesteigert werden. Der Import von PE blieb jedoch
unverdndert. Durch den FEinsatz verschiedener CD36 Liganden unterschiedlicher
Affinitdt (PS, LDL, oxidiertes LDL und HDL) konnte die Aufnahme von SM und PC
wiederum inhibiert werden. Damit wurde gezeigt, dass CD36 die Cholinphospholipide
SM und PC, nicht aber PE selektiv in die Zellen importieren kann.

PE wird jedoch fast vollstindig von SR-BI in Monozyten importiert (Urban et al.,
2000). Dabei kann PE durch SR-BI direkt in DRM inkorporiert werden. Wir konnten
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zeigen, dass es unmittelbar nach der PE Aufnahme in DRM zu einer Umverteilung in
DSM kommt. Die Bedeutung des direkten Importes von PE in die DRM ist noch
ungeklrt.

In weiteren Experimenten wurden Monozyten mit Antikdrpern gegen CD36 und SR-BI
inkubiert. Es zeigte sich, dass dadurch die selektive Aufnahme von SM und PC fast
vollstindig gehemmt wird. Damit gelang es zum ersten Mal, die Protein-vermittelte

Aufnahme von Phospholipiden in Zellen an einem Zelltyp vollstindig aufzukléren.

4.2 DRM-Isolierung durch Detergenzien

Bislang existiert noch kein allgemein anerkanntes Verfahren, mit dem die
hypothetischen Rafts direkt sichtbar gemacht werden konnen. Daher wird eine Reihe
indirekter Nachweismethoden angewandt (Anderson und Jacobson, 2002). Dazu gehort
die biochemische Isolierung von DRM mit dem Detergens Triton X-100, die eines der
am meisten verwendeten Verfahren darstellt (Brown und London, 2000; Simons und
Ikonen, 1997). Dabei werden die Plasmamembranen durch das Detergens Triton X-100
bei 4°C extrahiert und die Detergens-resistenten Membranen (DRM) werden durch
Zentrifugation von Detergens-l6slichen Membranen (DSM) getrennt. Da die GPI-
verankerten Proteine hauptsdchlich in den DRM nachweisbar sind und die DRM vor
allem aus SM und Chol bestehen, geht man davon aus, dass sie Rafts reprisentieren
(Brown und Rose, 1992). Bei dieser Methode wird jedoch die in vivo Struktur der
Membrandoménen offensichtlich zum Teil verdndert (Chamberlain, 2004; Pike et al.,
2002). So findet die Trennung der Membrandoménen nicht bei physiologischen
Temperaturen, sondern bei 4°C statt. Dies kann unter Umstinden schon zu
Verdanderungen der Lipidorganisation der Membran fiihren, da Lipidphasen sehr
temperaturempfindlich sind. AuBlerdem ist die Empfindlichkeit der beiden Plasma-
membranhilften fir Triton X-100 aufgrund ihrer unterschiedlichen Lipid-
zusammensetzung eventuell verschieden. Der innere Plasmamembranteil besteht
vorwiegend aus PS und PE, wohingegen SM nur im dufleren Blatt lokalisiert ist. Aber
gerade die FEigenschaften des SM mit seinen gesittigten Kohlenwasserstoffketten
ermoglichen die intermolekularen Bindungen, die zur Resistenz gegeniiber
Detergenzien fiihren. Die DRM représentieren damit vielleicht nur den dufleren Teil der

Plasmamembran. Im Gegensatz dazu sprechen unter anderem die Lokalisierung der
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GPI-verankerten Proteine und die Ansammlung von Tyrosinkinasen in den DRM fiir die
Reprisentation der hypothetischen Rafts (Brown und Rose, 1992; Foster et al., 2003;
Niv et al., 2002).

4.3 Zellmembranbindung und Inkorporierung der
Phospholipide in DRM und DSM

Interaktionen der Lipidvesikel mit der Plasmamembran stellen vermutlich den ersten
Schritt zur zelluliren Aufnahme der Phospholipide dar. Daher untersuchten wir das
Bindungsverhalten radioaktiv markierter Lipidvesikel und ihre bevorzugte Assoziierung
mit Membrandoménen. Der groffte Teil der Lipidvesikel wurde dabei an DSM-
Doménen gebunden. Wihrend die Vesikelbindung bei 4°C bereits nach 5 Minuten
gesdttigt war, wurde bei Aufnahme der Lipide SM und PE bei 37°C auch nach 30
Minuten noch keine Sittigung erreicht. Im Gegensatz zu dem direkten Lipidimport in
DRM, der von CD36 und SR-BI vermittelt wird, wurde der Lipidimport in die DSM
ausschliefllich durch SR-BI aufrechterhalten. Nach Cholesterol-Entleerung der Zellen
durch Methyl-B-Cyclodextrin war die Phospholipid-Aufnahme nur geringfiligig

reduziert.

Das in den DSM-Dominen lokalisierte SR-BI stellt also nicht nur fiir PE, sondern auch
fiir SM und Chol die Haupteintrittspforte dar. Wieso aber werden SM und Chol, die
Hauptbausteine der DRM, offensichtlich zum allergroBBten Teil iiber DSM
aufgenommen? Eine mogliche Erkldrung dafiir ist die Limitation der Aufnahme-
kapazitit bereits bestehender DRM. Es handelt sich hierbei um sehr dicht gepackte
Strukturen, die unter Umstidnden nur im Randbezirk noch Aufnahmereserven besitzen

(Sprong et al., 2001).

Die Mikrodominen-Verteilung der neu inkorporierten Phospholipide war hingegen
deutlich anders als diejenigen der gebundenen Phospholipidvesikel. In der Tat waren
die zuvor iiber DSM aufgenommenen DRM-Lipide SM und Chol nach wenigen
Minuten in den Cholesterol-reichen Mikrodoménen lokalisiert. Ganz anders verhielt
sich dagegen das Phospholipid PE. Im Vergleich zur reinen Vesikelbindung war die
Verteilung dieses Phospholipids eindeutig zugunsten der DSM verschoben, in Einklang
mit der geringen Affinitit des Phospholipids zu den Mikrodoménen.
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Zur detaillierteren Analyse der unterschiedlichen Verteilungsmuster wurden die
Monozyten wihrend einer Pulsephase fiir 90 Sekunden mit radioaktiven Phospholipiden
beladen. AnschlieBend wurde zeitabhingig die Umverteilung der aufgenommenen
Lipide in einer Chaseperiode verfolgt. Dabei ergab sich fiir SM und Chol eine
Umverteilung von DSM- zu DRM-Doménen, wéihrend PE zu den DSM-Doméinen
strebte. Hierbei stellte sich die Frage, auf welche Weise diese Umverteilung vermittelt
und reguliert wird. Es schien zundchst denkbar, dass es auf der Ebene der
Plasmamembran zu einer Verschiebung der Lipide zwischen den verschiedenen
Membrandominen kommen konnte. Die relativ langsame Kinetik der
Lipidumverteilung im Bereich von Minuten schloss dies jedoch mit grofBer
Wahrscheinlichkeit aus, da sich die Membranlipide an der lateralen Membranebene sehr

schnell fortbewegen (mehrere pm pro s) (Sprong et al., 2001).

44 SM und Chol werden Clathrin-abhangig endozytiert und
bilden dabei mit SR-BI Detergens-resistente Domanen

Aufgrund morphologischer Studien im konfokalen Mikroskop, bei denen beobachtet
wurde, dass das neu inkorporierte SM schnell in intrazelluldr gelegene vesikelformige
Strukturen transferiert wurde, musste auch an eine Beteiligung endozytotischer Prozesse
bei der Translokation der Lipide zwischen den Membrandoménen gedacht werden.
Wihrend zum Beispiel das markierte SM in submembrandsen vesikuldren Strukturen
nachweisbar war, blieb die Lokalisation von PE weitgehend auf die Plasmamembran
beschrinkt. Weiterhin war SM in denselben intrazelluldren Strukturen mit dem DRM-
Marker CTxB kolokalisiert. Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass die
Umverteilung des SM von DSM zu DRM an einen endozytotischen Prozess gekoppelt
ist. Da die Ergebnisse aus den radioaktiven Versuchen eindeutig gezeigt hatten, dass der
Grofiteil des SM zuerst in die DSM-Doménen aufgenommen wurde und erst im
Anschluss daran zu den DRM gelangte, war es unwahrscheinlich, von einer DRM
vermittelten Endozytose auszugehen. AuBBerdem kam es bei dreifacher Farbung mit SM,
CTxB und Transferrin, ecinem klassischen Marker fiir die Clathrin-vermittelte
Endozytose, in Early Endosomes zur Kolokalisierung der drei Substanzen, was auf eine

Beteiligung dieses Endozytoseweges hinweist.
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Um dies experimentell zu verifizieren, wurden CHO Zellen mit einer Variante des
Helferproteins AP180-C transfiziert, welches selektiv die Clathrin-abhingige
Endozytose hemmt (Ford et al., 2001). Diese Transfektion fiihrte bei den SR-
BI(+)Zellen zur Verhinderung der Anférbung der submembrandsen Strukturen mit
CTxB. Unter Kontrollbedingungen wurden in den SR-BI(+)Zellen zwei verschiedene
Arten von CTxB gefarbten Vesikeln beobachtet. Einerseits gab es eine Anzahl groBerer,
stark CTxB markierter, submembrandser Vesikel, die auch SM und Tf enthielten.
Andererseits waren kleinere, schwécher gefiarbte Vesikel nachweisbar, die kaum mit
SM und Tf kolokalisierten. Wéhrend letztere sich in vergleichbarem Malie auch bei den
Kontrollzellen fanden, beobachteten wir die groferen und intensiver gefdarbten Vesikel
nur bei den SR-BI(+)Zellen. Wurde der Clathrin-abhingige Endozytoseweg nun
gehemmt, war die Markierung intrazellulir deutlich abgeschwicht. Uber den
klassischen Endozytoseweg schienen also gro3ere submembrandse Vesikel zu entstehen
als iiber alternative Routen. Dies liegt vermutlich an der Fusion mehrerer Sorting

Endosomes wihrend der Clathrin-vermittelten Endozytose.

In Ubereinstimmung mit den Daten anderer Autoren (Subtil et al., 1999; Rodal et al.,
1999; Hao und Maxfield, 2000; Puri et al., 2001) konnten wir also zeigen, dass SM und
Chol im Gegensatz zu PE in vesikuldren Strukturen von der Plasmamembran nach

intrazelluldr transportiert werden und dieser Prozess iiber Clathrin vermittelt wird.

Allerdings wurde die endozytotische Phospholipidinternalisierung in ausgeprigter
Weise nur bei den SR-BI(+)Zellen beobachtet. Daher vermuteten wir eine
Schliisselrolle dieses Proteins bei der Endozytose der neu inkorporierten Lipide.
Weiterhin fanden wir bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen, dass SR-BI
selbst zusammen mit den Lipiden iiber Clathrin-coated Pits endozytiert wurde, was
andere Untersuchungen bestitigte (Silver et al., 2001). SR-BI vermittelt offensichtlich
zuerst die selektive Aufnahme von SM und Chol aus extrazelluldren Donoren in DSM
und anschlieBend dann deren gemeinsame Endozytose. Aufgrund der gemeinsamen
Internalisierung von SR-BI, SM und Chol ist davon auszugehen, dass es bereits
wihrend der Lipidinternalisierung zur Bildung von Lipidclustern aus den DRM-Lipiden
um das Protein SR-BI kommt, die dann als Gesamtkomplex endozytiert werden
(Anderson und Jacobson, 2002) (Abb. 4.1). Frithere Untersuchungen weisen bereits

darauf hin, dass die transmembranalen Doménen bestimmter Proteine mit Clustern aus
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SM und Chol interagieren (Reid-Taylor et al., 1999; Scheiffele et al., 1997; Scheiffele et
al., 1998).

SR-BI mit
SM / Chol Cluster

Clathrin-vermittelte Endozytose

Raft Entstehung

/

Abb. 4.1: Modell fiir die Generierung neuer hypothetischer Rafts vermittelt durch SR-BI
SR-BI hat die Fahigkeit die Lipide SM und Chol nach ihrer Internalisierung in Non-
Rafts um sich zu sammeln. Dabei kommt es zur Clathrin-vermittelten Endozytose der
SR-BI / Lipid Cluster und durch ihre Fusion zur Entstehung von Rafts.

Die Formation solcher Lipidcluster ist ein dynamischer Prozess, der einerseits auf der
Eigenschaft von SM wund Chol beruht, iiber Wasserstoftbriickenbindungen
intermolekulare Wechselwirkungen einzugehen (Brown, 1998; Rietveld und Simons,
1998). Andererseits existieren Proteine, die die Entstehung der Lipidcluster
begiinstigen, wie zum Beispiel fiir Caveolin-1 gezeigt (Murata et al., 1995; Hailstones et

al., 1998; Smart et al., 1999). Inwieweit es sich bei SR-BI um ein solches Protein
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handelt, ist noch nicht ausreichend untersucht. Unsere Ergebnisse legen diese

Vermutung jedoch nahe.

4.5 Die Schwierigkeit der Darstellung endozytotischer
Prozesse aufgrund ihrer Dynamik und Komplexitat

Endozytosewege sind intrazelluldr auf komplexe Weise liber bestimmte Kompartimente
und Transportwege miteinander verbunden, und man beginnt erst langsam die
Verzahnung und Regulation dieses Geflechts zu verstehen. Kiirzlich wurde zum
Beispiel gezeigt, dass glykosylierte Sphingolipide, die iiber Caveolae internalisiert
werden, intrazelluldr mit dem Clathrin-abhidngigen Endozytoseweg fusionieren konnen
(Sharma et al., 2003). Dies verdeutlicht die Schwierigkeit bei der Differenzierung der
verschiedenen Endozytosewege. Weiterhin wird kein Molekiil exklusiv nur {iber einen
Transportmechanismus inkorporiert, und sie sind somit zu einem gewissen Teil auch
immer in alternativen Transportwegen und Kompartimenten zu finden. Desweiteren
unterliegen die intrazelluldren Organellen einem hohen Turnover, so dass die
endozytierten Molekiile manchmal innerhalb kurzer Zeitrdume ihre Lokalisation
wechseln. Die Definition und Identifizierung von bestimmten Organellen ist deshalb oft
schwierig und die Nomenklatur in der Literatur teils uneinheitlich. Es gibt also keine
Markerproteine, die ausschlieBlich einen Endozytoseweg definieren, sondern man
beobachtet die Unterschiede in der Anreicherung des Markers und in der Morphologie
der markierten Strukturen im Vergleich zur Kontrolle. Teilweise gelingt es auch,
Organellen nach funktionellen Gesichtspunkten zu klassifizieren. So spricht man zum
Beispiel von Sorting Endosomes bei der intrazelluliren Farbung von Organellen mit
LDL und Transferrin nach 1-2 miniitiger Inkubation (Maxfield und McGraw, 2004). Bei
der Beschreibung Clathrin-vermittelter Endozytosewege wird in der Literatur meistens
der Begriff ,,Early Endosomes* verwendet. Damit werden die Sorting Endosomes und
das Endocytic Recycling Compartment (ERC) zu einem Begriff zusammengefasst

(Maxfield und McGraw, 2004).

4.6 SR-BI fuhrt zur Endozytose neuer DRM
In der Elektronenmikroskopie wurde beobachtet, dass die DRM-Bildung durch SR-BI

besonders in Filopodien-artigen Zellfortsdtzen stattfindet. Sowohl in der Elektronen-
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mikroskopie, als auch im konfokalen Mikroskop waren die offensichtlich neu
gebildeten DRM in Early Endosomes zu finden. Dies zeigt unter anderem, dass
Umbauvorgédnge innerhalb der Plasmamembran an biologisch besonders aktiven
Abschnitten, wie zum Beispiel den Filopodien, stattfinden. Die Konzentration der DRM
in Early Endosomes konnte darauf hindeuten, dass dieses Kompartiment eine Art
Reservepool fiir die DRM-bildenden Lipide SM und Chol darstellt. Es ist dabei
vorstellbar, dass die endosomalen Mikrodomédnen zur Zellmembran zuriickkehren und
damit neue DRM fiir die Plasmamembran bereitstellen, oder aber andere Zellorganellen
mit SM und Chol versorgen (Fivaz et al., 2002). SR-BI vermittelt dabei die DRM-
Genese vermutlich liber zwei Wege. Zum einen direkt iiber den Einbau von
Phospholipiden in bestehende DRM. Daran ist neben SR-BI auch CD36 beteiligt. Zum
anderen indirekt durch das Rezirkulieren von Endosomen an die Zellmembran. Die
Tatsache, dass SR-BI gemeinsam mit den DRM-bildenden Lipiden SM und Chol iiber
die Clathrin-abhingige Endozytose aufgenommen wird, konnte erklédren, warum SR-BI
in beiden Kompartimenten zu finden ist. SR-BI besitzt anscheinend eine
Schliisselfunktion bei der Neubildung von DRM und damit hypothetischer Rafts. Als
membranstindige Proteine konnen die SR-BI-Molekiile, die in DSM lokalisiert sind,
den Clathrin-abhingigen Endozytoseweg als Eintrittspforte fiir die DRM-bildenden
Lipide SM und Cholesterol verwenden. SR-BI ist hierbei nicht nur Vermittler, sondern
begleitet vermutlich die neu internalisierten Lipide auch in endosomale Strukturen.
Somit spielt dieser Scavenger Rezeptor nicht nur in der Plasmamembran eine wichtige
Rolle zur Aufnahme von Lipiden und zur Generierung neuer Mikrodoméanen, sondern

greift auch in die intrazelluldre Verteilung der DRM koordinierend ein.

4.7 Modell fur die SR-Bl-abhangige DRM-Entstehung und
den membrandsen Lipidverkehr

Der grofite Teil der neu inkorporierten Phospholipide SM und Chol wird iiber SR-BI in
die DSM-Kompartimente vermittelt. Der Rest wird iiber SR-BI und CD36 direkt in
DRM-Doménen transferiert. PE, das typischerweise in DSM lokalisiert ist, wird
ausschlieflich iiber SR-BI importiert. Dabei wird der Hauptteil direkt in die DSM
transferiert, wihrend jedoch ein kleiner Teil tiber SR-BI auch direkt in die DRM

gelangt. Das primédr in die DRM-Doménen aufgenommene PE wird innerhalb weniger
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Minuten in die DSM-Kompartimente verschoben. SM und Chol, die zuerst in DSM
aufgenommen wurden, werden SR-BI vermittelt endozytiert. Dabei kommt es zur
Bildung von SM- und Chol-reichen Doménen, bezichungsweise zur Entstehung von
neuen Mikrodominen / Rafts. Entscheidend daran beteiligt ist die Clathrin-vermittelte
Endozytose der Mikrodoménen, die aus SR-BI und SM / Chol Komplexen bestehen. Es
wird vermutet, dass diese endosomalen Mikrodoménen zuriick zur Plasmamembran

rezyklieren konnen und damit vielleicht einen Reservepool fiir DRM-Dominen

darstellen (Abb. 4.2).

SR-BI und SM/Chol
reiche Doméanen
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o Clathrin-vermittelte
Endozytose f
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SR-BI /
/
/
/
/R kli ?
Early _ 7 ezyklierung ?
Endosome _—-

Abb. 4.2: Modell fiir die SR-Bl abhidngige Generierung von Mikrodomédnen und den
membrandsen Lipidverkehr. Beschreibung im Kapitel 4.7.



5 Zusammenfassung

Die Plasmamembran eukaryotischer Zellen besteht aus einer Phospholipiddoppelschicht
charakteristischer Lipide. Die Asymmetrie zwischen der &ufleren und inneren
Membranhilfte entsteht durch die unterschiedliche Verteilung der Phospholipide. Seit
einigen Jahren nimmt man an, dass auch eine laterale Asymmetrie der Plasmamembran
durch hypothetische Rafts und Non-Rafts besteht. Diese Asymmetrie wird durch die
hohen Konzentrationen an Sphingomyelin (SM) und Cholesterol (Chol) in der
Plasmamembran ermoglicht, die durch die Wechselwirkungen der gesittigten
Kohlenwasserstoffketten des SM zur Bildung stabiler Membrandoménen fiihren. Die
Regulierung des Phospholipidverkehrs und der selektive Einbau der Lipide in Rafts und

Non-Rafts sind noch weitgehend unklar.

Phospholipide konnen auf Endozytose unabhidngigem Wege in Zellen internalisiert
werden. Dieser Prozess ist Protein-vermittelt. Erst vor wenigen Jahren konnte SR-BI als

erstes Protein fiir die selektive Phospholipidauftnahme in Zellen charakterisiert werden.

In dieser Arbeit wurde unter anderem die Rolle des Scavenger-Rezeptors CD36 bei der
selektiven Phospholipidaufnahme untersucht. An humanen Monozyten wurde gezeigt,
dass CD36 selektiv das Sphingolipid Sphingomyelin und das Glycerophospholipid
Phosphatidylcholin (PC), nicht jedoch Phosphatidylethanolamin (PE) aufnimmt. Durch
einen Antikorper gegen die extrazellulire Domédne von CD36 konnte dieser selektive
Import inhibiert werden. Bestédtigt wurden diese Beobachtungen durch den Einsatz von
Sulfo-N-Succinimidyl Oleat (SSO), ebenfalls ein spezifischer Inhibitor von CD36.
HeLa Zellen, die mit CD36 transfiziert waren nahmen deutlich mehr SM und PC auf als
die Kontrollzellen, wiahrend die PE Internalisierung unbeeinflusst blieb. Weiterhin
konnte die Phospholipidaufnahme durch bekannte CD36 Liganden hoher Affinitdt
(Phosphatidylserin und oxidiertes LDL) kompetitiv gechemmt werden.

Im Gegensatz zu CD36 nimmt der Scavenger-Rezeptor SR-BI neben SM und PC auch
PE auf. Humane Monozyten exprimieren sowohl CD36 als auch SR-BI. Wurden
Antikorper gegen SR-BI und CD36 eingesetzt, konnte der Import der Phospholipide
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SM, PC und PE vollstindig gehemmt werden. Damit gelang es zum ersten mal, den

Phospholipidimport an einem Zellsystem vollstindig zu erkldren.

Mit Hilfe von Western Blots und der Separierung der Zellmembranen in Detergens-
resistente Membranen (DRM) und Detergens-16sliche Membrandoménen (DSM), die
die hypothetischen Rafts und Non-Rafts reprasentieren, wurde die Verteilung der beiden
Scavenger-Rezeptoren und die davon ausgehenden funktionellen Aspekte untersucht.
Wihrend CD36 fast ausschlieBlich in DRM lokalisiert war, fanden wir SR-BI zu % in
DSM. CD36 transportiert damit SM, ein Hauptbaustein von DRM, direkt in diese
Membrandoménen. SR-BI transportiert neben den DRM-Bausteinen SM und
Cholesterol auch PE in die DRM. PE, das normalerweise kaum in DRM nachzuweisen

ist, wird dann innerhalb weniger Minuten in DSM verschoben.

Der grofite Teil des SM und Chol wird jedoch iiber SR-BI in die DSM aufgenommen.
Dabei stellte sich die Frage, auf welche Weise diese Lipide darauthin in die DRM
gelangen. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass auf endozytotischem
Wege iiber Clathrin-coated Pits intrazelluldr Detergens-resistente Membrandomédnen
entstehen. SR-BI vermittelt dabei zuerst die selektive Aufnahme von SM und Chol in
DSM und wird anschlieBend als Komplex aus SM/Chol und SR-BI iiber die Clathrin-
vermittelte Endozytose nach intrazelluldr transportiert. Dabei kommt es zur Bildung von
DRM in Early Endosomes. Wir vermuten, dass dadurch ein Pool an DRM entsteht, der
bei Bedarf zur Zellmembran rezyklieren kann und damit zur Aufrechterhaltung der
lateralen Membranasymmetrie durch DRM und DSM beitrdgt. SR-BI scheint eine
Schliisselrolle sowohl bei der Internalisierung, als auch beim intrazelluldren Transport

zu spielen.
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