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Liste der Abkürzungen 

 
 
A-, C-, G-, UTP  Adenosin-, Cytosin, Guanosin-, Udenin-Triphosphat  

A23187  Calcium-Ionophor A23187 (4-Bromo-Calcimycin)  
AP-1  Aktiviertes Protein 1  
Bidest. Bidestilliertes Wasser 
Bp Basenpaare 
BSA Rinderserumalbumin 
cAMP  Cyclisches Adenosin-Monophosphat  
CCR2  CC Chemokine Receptor 2  
cDNA  Coding Desoxynucleic Acid  
cGMP  Cyclisches Guanosin-Monophosphat  
Ci Curie 
COX-2  Cyclooxygenase 2  
cpm counts per minute 
CREB  Cyclic Adenosine Monophosphate Response Element Binding 

Protein  
DAG  Diacylglycerol  
DEPC  Diethylen Pyrrocarbonat  
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonucleinsäure 
DNase Desoxyribonuclease 
DTT Dithiothreitol 
EDTA  Ethylendiamintetraacetat 
FCS  Fetales Kälberserum 
GAPDH  Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase  
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonat 
HUVEC Humane Nabelschnurendothelzellen 
ICAM-1  Intercellular Cell Adhesion Molecule-1  
IEG  Immediate-Early Response Genes  
IL-1 Interleukin 1 
IP3 Inositol-Triphosphat  
IP3R  Inositol-Triphosphat Rezeptor  
LB-
Flüssigmedium 

Luria-Bertani-Flüssigmedium 

LPS Lipopolysaccharide 
MAPK  Mitogen aktivierte Proteinkinase  
MCP-1  Monocyte Chemoattractant Protein-1  
M-CSF  Macrophage- Colony Stimulating Factor  
MM6 MONO MAC 6 
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MOPS 3-Morpholinopropansulfonsäure 
mRNA  Messenger Ribonucleic Acid  
NF-κB  Nuclear Factor κB  
NO  Nitric Oxide (Stickstoffmonoxid)  
NSAR Nichtsteroidales Antirheumatikum 
NTP 2’-Ribonucleosid-5’-triphosphat 
oxLDL  Oxidiertes Low-Density Lipoprotein  
pAVK  Periphere arterielle Verschlusskrankheit  
PBS Phosphatgepufferte Salzlösung 
PCR Polymerase chain reaction 
PDGF  Platelet Derived Growth Factor  
PGI2 Prostaglandin I2

PKA  Proteinkinase A  
PKC  Proteinkinase C  
PLC  Phospholipase C  
rATP ribosomales Adenosin-5’-triphosphat 
rCTP ribosomales Cytidin-5’-triphosphat 
rGTP ribosomales Guanosin-5’-triphosphat 
RNA Ribonucleinsäure 
RNase Ribonuclease 
rpm Umdrehungen in der Minute 
RSB residual salt buffer 
rUTP ribosomales Uracil-5’-triphosphat 
SDS Sodiumdodecylsulfat 
SMC  Smooth Muscle Cells  
SSC Natriumcitrat 
TBE Trisbase mir Borsäure und EDTA 
TF  Tissue Factor  
TGF-β  Transforming Growth Factor β  
TNF-α  Tumor Nekrose Faktor α  
VCAM-1  Vascular Cell Adhesion Molecule-1  
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1 Einleitung 
 

1.1 Allgemein 
 

Die Atherosklerose wird heute von der WHO als eine variable Intimaveränderung arterieller 

Blutgefäße, bestehend aus fokaler Ansammlung von Lipiden, Kohlenhydraten, Blut und 

Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen definiert, die mit Veränderungen 

der Media einhergeht. Diese Gefäßwandveränderungen führen zu Lumeneinengung, 

Verhärtung, Elastizitätsverlust und schließlich zur Thrombosierung des Gefäßlumens. Die 

Folgen der Atherosklerose sind arterielle Durchblutungsstörungen, die zum Myokard- und 

Zerebralinfarkt führen können und die Haupttodesursache in den Industrieländern darstellen. 

Die atherosklerotische  Läsion selbst entspricht einem chronischen entzündlichen Prozeß 

innerhalb der Gefäßwand (Ross 1999). Nach dieser Vorstellung sind die die Intima 

auskleidenden Endothelzellen und möglicherweise auch die darunter liegenden glatten 

Muskelzellen wiederholten oder kontinuierlichen Schädigungen durch chemische, 

mechanische, immunologische oder toxische Einflüsse ausgesetzt (Ross 1993, Ross 1999). 

Die geschädigten Zellen induzieren eine spezifische, chronische Entzündungsreaktion mit 

nachfolgender fibroproliferativer Antwort. Diese Dysfunktion des Endothels wird durch 

verschiedene Risikofaktoren hervorgerufen und bedingt die Bildung von Adhäsionsmolekülen 

auf der Oberfläche des Endothels. Diese Adhäsionsmoleküle sind in der Lage, zirkulierende 

Monozyten und T-Lymphozyten zu binden (Ross 1993, Ross 1999). Dieser Prozeß geht mit 

transendothelialer Migration und subendothelialer Differenzierung von Monozyten zu 

Makrophagen unter Mitwirkung zahlreicher Mediatoren einher (Schwartz 1993). Die 

Monozyten/Makrophagen nehmen eine zentrale Rolle bei der Atherogenese ein, da sie zu 

jeder Zeit nachweisbar sind (Fuster 1996, Ross 1993, Ross 1999). Ihre eigentliche Aufgabe 

umfasst die Antigenpräsentation, die Synthese von bioaktiven Substanzen und die 

Phagozytose. Monozyten/Makrophagen synthetisieren innerhalb der Leukozyten die größte 

Vielfalt an bioaktiven Substanzen (Fuster et al. 1996, Ross 1993, Ross 1999). Die 

Erforschung der Interaktion zwischen Endothelzellen und Monozyten/Makrophagen ist somit 

ein zentraler Aspekt in der Entstehung der Atherosklerose. 
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1.2 Pathogenese 
 

Aktuell wird Atherosklerose als eine immun-mediierte Entzündung mit komplexer Interaktion 

zwischen Lipidstoffwechsel, Leukozyten, Thrombozyten und Endothelzellen angesehen. 

(Mangge 2004). 

Die Endothelzellläsion wird als erster und wichtigster Schritt in der Pathogenese der 

Atherosklerose angesehen. Die Endothelzellaktivierung äußert sich in einer erhöhten 

Adhäsivität des Endothels gegenüber Leukozyten und Thrombozyten, in einer verstärkten 

Produktion von pro-koagulatorischen Stoffen wie vasoaktiven Molekülen, Zytokinen und 

Wachstumsfaktoren (Hansson 2005) und in einer gesteigerten Permeabilität der 

Endothelzellen (Ross 1999). Durch die erhöhte Permeabilität des Endothels für 

Makromoleküle, wie z.B. LDL (low density lipoprotein), können diese passiv durch die 

Endothelzelljunctions diffundieren (Lusis 2000). 

Durch die vermehrte Expression von Leukozyten-Adhäsionsmolekülen und von Endothelzell-

Adhäsionsmolekülen kommt es zur vermehrten Chemotaxis und Migration von Leukozyten in 

die Gefäßwand  (Ross 1999), [Abbildung 1.1 Stadium I]. 

Eine Vielzahl von Risikofaktoren sowie Kombinationen dieser Faktoren wurden bisher mit 

der Ätiologie der Endothelzellläsion in Verbindung gebracht [siehe Tabelle 1.1]. 

Die frühesten  vaskulären atherosklerotischen Läsionen, die sogenannten „fatty streaks“ 

bestehen vorwiegend aus Entzündungszellen (Makrophagen monozytären Ursprungs, T-

Lymphozyten) (Stary 1994). In die Intima eingewanderte Monozyten und Makrophagen 

nehmen lipidreiche Partikel aus dem Subendothel auf und differenzieren durch oxidierte 

LDL-Partikel zu Schaumzellen. Begleitet wird diese Erscheinung durch eine vermehrte 

Migration von glatten Muskelzellen und einer Aktivierung von T-Lymphozyten Außerdem 

kommt es zur Adhäsion und Aggregation von Thrombozyten. Der Prozess der Rekrutierung 

von Monozyten, deren Transformation zu Schaumzellen und die Akkumulation und 

Proliferation von glatten Muskelzellen induziert die Verdickung der Gefäßintima (Ross 1999), 

[Abbildung 1.1 Stadium II]. 
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Tabakkonsum 

Erhöhtes LDL-Cholesterin 

Hypertonie (RR  ≥ 140/90 mmHg oder antihypertensive Medikation) 

Niedriges HDL-Cholesterin* (< 1,0 mmol/l bzw. < 40 mg/dl) 

Diabetes mellitus 

Familienanamnese positiv für frühzeitige koronare Herzkrankheit 

Koronare Herzkrankheit bei einem männlichen Verwandten ersten Grades < 55 Jahre 

Koronare Herzkrankheit bei einem weiblichen Verwandten ersten Grades < 65 Jahre 

Alter (Männer ≥ 45 Jahre, Frauen ≥ 55 Jahre) 

Risikofaktoren durch die Lebensführung 

Adipositas (BMI  ≥ 30 kg/m2) 

Bewegungsmangel 

Ernährungsgewohnheiten 

Neu entdeckte Risikofaktoren 

Lipoprotein (a) 

Homocystein 

Prothrombotische Faktoren 

Proinflammatorische Faktoren 

Gestörte Nüchternglukose 

Subklinische Atherogenese 
 

HDL-Cholesterin ≥ 1,6mmol/l (≥ 60 mg/dl) gilt als „negativer“ Risikofaktor, sodass ein entsprechender Wert 

einen der hier genannten Risikofaktoren aufwiegt. LDL = Low-density-Lipoprotein; RR = Blutdruck; HDL= 

High-density-Lipoprotein, BMI = Body-Mass-Index  
Tabelle 1.1: Wichtige atherosklerotische Risikofaktoren (Quelle: nach Expert Panel on Detection, 

Evaluation and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (Adult Treatmenat Panel III). JAMA 

285:2486, 2001). 
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Wenn die initiale Entzündungsreaktion die endotheliale Alteration nicht unter Kontrolle 

bringt, resultiert eine chronische Entzündung. Diese „fatty streaks“ entwickeln sich im 

Verlauf der Atheroprogression weiter zu manifesten Läsionen. In der Folge kommt es zur 

zyklischen Akkumulation von mononukleären Zellen, massivem Wachstum des Lipidkerns 

(Schaumzellen) und schließlich zu einer fibrösen Transformation (Fibröse Plaques). Wie alle 

Stadien der Atherosklerose wird auch diese von Makrophagen und T-Lymphozyten dominiert 

(Libby 2002),[Abbildung 1.1 Stadium III]. 

Die Aktivierung der Makrophagen in den Plaques führt zu einer Freisetzung von 

verschiedenen proteolytischen Enzymen (z.B. Metalloproteinasen), die auf die fibröse Kappe 

einwirken. Dadurch kann es zur Plaquedestabilisierung und zur plötzlichen Plaqueruptur 

kommen [Abbildung 1.1 Stadium IV]. 

Diese Ruptur eines atheromatösen Plaques stellt die Hauptursache für den akuten 

Gefäßverschluss dar und ist damit verantwortlich für den akuten Myokardinfarkt, den akuten 

zerebrovaskulären Insult sowie den akuten peripheren Gefäßverschluss (Falk 1995). 
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Abbildung 1.1 (Ross 1999) 

Stadium I: Schematischer Gefäßschnitt mit adhärierenden Leukozyten, die im Begriff sind, durch 

Migration in das Subendothel einzuwandern. 

Stadium II: Durch eingewanderte und zu Schaumzellen differenzierte Makrophagen bilden sich „fatty 

streaks“. Die Proliferation von glatten Muskelzellen bewirkt eine Intimaverdickung. 

Stadium III: Plaquebildung im atherosklerotischen Gefäß: Die sogenannten „fatty streaks“ entwickeln 

sich weiter zu manifesten Läsionen. Es kommt zur Ausbildung einer Plaque mit fibröser Kappe. 

Stadium IV: Im Plaque befindliche aktivierte Makrophagen setzen proteolytische Enzyme frei, die in der 

Lage sind, die fibröse Kappe anzugreifen. Folge davon ist die plötzliche Plaqueruptur mit anschließender 

Thrombosierung.  
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1.3 Die Rolle der Monozyten bei der Atheroskleroseentstehung 
 
1.3.1 Monozyten 
 

Monozyten spielen bei der Atheroskleroseentstehung eine duale Rolle. In der Frühphase wird 

die Klärung von modifiziertem, oxidierten LDL (oxLDL) durch Monozyten/ Makrophagen als 

protektiv (Han 1999; Diaz 1997; Falcone 1991) angesehen., später stimulieren Makrophagen 

einen Circulus vitiosus, bestehend aus Zellrekrutierung und Freisetzung inflammatorischer 

Zytokine, und chronifizieren dadurch die arterielle Entzündung. 

Die ubiquitär vorkommenden Monozyten, Vorstufe der Gewebsmakrophagen, sind wie 

bereits dargestellt an jeder Phase der Atherogenese beteiligt (Ross 1999). Generell werden 

drei Schritte der Monozytenadhärenz an das Endothel unterschieden: Erstens  die „rolling“ 

Phase, welche aus einer verlangsamten Bewegung der Leukozyten entlang der Oberfläche des 

Endothels besteht. Die anschließende Adhärenz erfolgt mittels Adhäsionsmolekülen z.B. 

zwischen VLA-4 [Very late antigen 4] und VCAM-1[Vascular cell adhesion molecule 1] 

(Elices 1990, Li 1993). Drittens erfolgt die Transmigration durch das Endothel. An diesem 

Prozess nehmen verschieden Chemokine, vor allem MCP-1 [monocyte chemoattractant 

protein-1] mit seinem CCR2[Chemokin Rezeptor-2] teil. MCP-1 ist ein CC Chemokin, das 

hauptsächlich über den CCR2 wirkt (Charo 1994). 
 

1.3.2 Das Chemokin MCP-1 
 
MCP-1 ist ein wichtiges chemotaktisches Protein in der Entzündungsreaktion des Endothels. 

Die Schädigung der Endothelzellen durch mechanische, chemische oder biologische Noxen 

[siehe Tabelle 1.1] bedingt eine verstärkte Produktion spezifischer Zytokine, allen voran des 

MCP-1 (Gosling 1999, Gu 1998), welches chemotaktisch auf Monozyten und Lymphozyten 

wirkt.  

Monocyten chemotactic protein-1, ein Chemokin, ist der Entstehung von sogenannten „fatty 

streaks“, Plaque-destabilisierenden Vorgängen und Remodellierungsprozessen nach 

Myokardinfarkt zentral beteiligt (de Lemos 2003). Die bedeutende Rolle von MCP-1 in der 

Atherogenese konnte im Tiermodell gezeigt werden. In MCP-1- oder MCP-1-Rezeptor- 

Knockout-Mäusen ist die Cholesterin-induzierte Bildung von atherosklerotischen Läsionen 

ausgeprägter (Gu 1998, Dawson 1999). So wird MCP-1 in atherosklerotischen Läsionen 

gefunden, nicht aber in intakten Gefäßen (Yla-Herttuala 1991, Nelken 1991). Daraus kann 

man schließen, dass die MCP-1 Expression zu einer gesteigerten Atherogenese führt, und 

zwar durch Rekrutierung von Makrophagen und Akkumulation von oxidiertem Lipid 
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(Osterud 2003). Diese Funktionen identifizieren MCP-1 als einen zukünftig interessanten, 

diagnostischen und eventuell auch therapeutisch relevanten Biomarker bei der koronaren 

Herzkrankheit (Mangge 2004). 
 

1.3.3 Schaumzellen 
 
Die Schaumzellen nehmen eine Schlüsselrolle in der Entstehung der Atherosklerose ein. Nach 

der Migration wird der Monozyt zum Makrophagen und beginnt mit der vermehrten 

Expression von Scavenger-Rezeptoren, die modifizierte Lipoproteine aufnehmen können. 

Und letztendlich wird der Makrophage durch die Aufnahme von Lipiden zur Schaumzelle. 

Dieser Vorgang wird durch den Makrophagen Colony-Stimulation-Factor (M-CSF) 

unterstützt. Sie produzieren pro-entzündliche Cytokine, die die lokale entzündliche 

Verletzung noch verstärken. Zusätzlich schütten sie reaktive Sauerstoffspezies  (ROS) und 

Tissue Factor aus. 

Durch die Bildung von Metalloproteinasen (MMPs) kann es zur Destabilisierung der fibrösen 

Kappe kommen. Die sterbenden Makrophagen und die apoptotischen Zellreste führen dann 

zum sogenannten „nekrotischen Kern“ der atherosklerotischen Verletzung [siehe Abbildung 

1.2]. 

 

 
Abbildung 1.2: Monozytenadhäsion und Transformation zum Makrophagen (Libby 2002) 
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1.4 Die Adhäsionskaskade 
 

Die spezifische Adhäsion von Zellen untereinander oder deren Anheftung an die 

extrazelluläre Matrix ist eine grundlegende Voraussetzung für die Zellerkennung und für 

Prozesse der Zellmigration. Sie ist Grundlage für so vielfältige Prozesse wie das Überleben 

von Zellen, Apoptose, Zelldifferenzierung, Proliferation, Homöostase oder Wundheilung. Bei 

diesen Phänomenen zeichnet sich die Adhäsion durch Spezifität (Interaktionen von 

Rezeptoren mit ihren Liganden), Dynamik (Veränderung der Expression und / oder der 

Affinität von Adhäsionsmolekülen) und Informationsgehalt (Veränderung von Phänotyp, 

Zellform, Stadium der Zelldifferenzierung oder Position im Zellzyklus) aus. Zell / Zell-

Interaktionen und die Adhäsion von Zellen an die extrazelluläre Matrix spielen neben 

wichtigen physiologischen Phänomenen auch eine Schlüsselrolle bei vielen pathologischen 

Veränderungen wie eben der Atherosklerose, aber auch bei Tumormetastasierung, 

Organabstoßungen nach Transplantationen, Ischämie und Autoimmunkrankheiten (Springer, 

1990; Frenette 1996a;b). 

 

1.4.1 Einteilung der Zelloberflächen-Rezeptoren 
 

Die beteiligten Zelladhäsionsmoleküle lassen sich unterschiedlichen Familien von 

Zelloberflächen-Rezeptoren zuordnen: 

1. Selektine 

2. Immunglobulin-Superfamilie 

3. Integrine 

Es sei erwähnt, dass neben den o.a. Familien außerdem Cadherine und verschiedene, nicht 

miteinander verwandte Oberflächenmoleküle mit adhäsiven Fähigkeiten existieren. 

 

1.4.1.1 Selektine und ihre Liganden 
 

Selektine sind Ca2+-abhängige transmembranäre Glykoproteine, deren Vertreter eine Lektin-

ähnliche aminoterminale Domäne besitzen, der eine variierende Zahl von sich 

wiederholenden Einheiten mit Homologie zu regulatorischen Proteinen der 

Komplementkaskade folgt (Gearing 1993). Ferner sind sie durch das Auftreten eines EGF-

repeats (endothelial growth factor) gekennzeichnet (Bevilacqua 1993). Trotz ihrer kurzen 

intrazellulären Domäne (Bevilacqua 1993) sind sie in der Lage, nach der Interaktion mit ihren 
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Liganden co-stimulatorische Signale zu generieren, die zur Aktivierung von Leukozyten 

beitragen (Brenner 1996; Lo 1997). Sie spielen u.a. eine wichtige Rolle bei der 

Schmerzkontrolle während inflammatorischer Prozesse (Machelska 1998). Die Vertreter der 

Selektine vermitteln darüber hinaus die schwache, reversible Bindung von Leukozyten an die 

Gefäßwand (Gearing 1993). L-Selektin [LAM-1; CD62L] kommt auf Leukozyten vor 

(Gearing 1993) und wird dort konstitutiv exprimiert (Bevilacqua 1993). P-Selektin 

[PADGEM; GMP-140; CD62P] wird vorgebildet und in den α-Granula von Blutplättchen 

oder den Weibel-Palade-Körperchen von Endothelzellen gespeichert (Gearing 1993). Es kann 

durch Thrombin, Histamin, terminale Komplement-Faktoren, Endotoxine, TNF, 

Virusinfektionen und H2O2 aktiviert werden und wird innerhalb von Sekunden an die 

Zelloberfläche befördert (Bevilacqua 1993). E-Selektin [ELAM-1; CD62E] wird 

ausschließlich von Endothelzellen nach der Aktivierung durch Zytokine wie IL-1 oder TNF 

gebildet (Gearing 1993; Bevilacqua 1993). Das humane E-Selektin enthält Sequenzen, die mit 

Bindungsstellen von NFγB und AP-1 übereinstimmen (Bevilacqua 1993). Wie L-Selektin auf 

der leukozytären Seite, stellt E-Selektin auf endothelialer Seite einen der Hauptvermittler des 

rolling der Leukozyten auf dem Endothel dar. Für P- und E-Selektin sind darüber hinaus 

spezifische Liganden wie PSGL-1 (Sako 1993) und ESL-1 (Steegmaier 1995) beschrieben 

worden. E-Selektin spielt eine Rolle bei der Entstehung der Atherosklerose, da es in 

atherosklerotischen Plaques in erhöhtem Maß exprimiert wird (Abe 1998). 

 

1.4.1.2 Immunglobulin-Superfamilie (Ig-Superfamilie) 
 

Die Mitglieder der Ig-Superfamilie sind ebenfalls transmembranäre Glykoproteine, welche 

die Membran einmal durchspannen (single-pass-Glykoproteine) und vornehmlich eine Ca2+-

unabhängige Adhäsion vermitteln (Sluiter 1993; Springer 1994). Sie kommen im Organismus 

auf verschiedenen Organen und Geweben vor und besitzen mindestens eine Ig-ähnliche 

Domäne, die auch für Antikörper charakteristisch ist (Springer 1990). Die vermittelte Zell / 

Zell-Adhäsion erfolgt sowohl über einen homophilen als auch heterophilen Mechanismus 

(González-Amaro 1998). Den Adhäsionsmolekülen dieser Familie wird u.a. eine große 

Bedeutung bei der Entwicklung von Wirbeltieren zugeschrieben. So konnte gezeigt werden, 

dass Mäuse, denen VCAM-1 [Vascular Cell Adhesion Molecule-1] bei der Entwicklung fehlt, 

entweder anormale Herzen entwickeln, vor der Geburt sterben oder bei Trächtigkeit eine 

Fehlentwicklung der Plazenta zeigen, da die Allantois nicht mit dem Chorion fusionieren 

kann (Kwee 1995; Gurtner 1995). Zu den wichtigsten Vertretern zählen neben PECAM 
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[CD31; auf Endothelzellen, Blutplättchen, Neutrophilen und Monozyten] und NCAM [CD56; 

auf Nervenzellen] vor allem interzelluläres Adhäsionsmolekül-1 [ICAM-1] und vaskuläres 

Adhäsionsmolekül-1 [VCAM-1]. Letztere werden nach Aktivierung während 

inflammatorischer Prozesse verstärkt exprimiert und sind wichtig für die Adhäsion und 

transendotheliale Migration von Leukozyten (Carlos 1994). Das Zusammenspiel von ICAM-1 

und VCAM-1 ist in der Vergangenheit als eines der wichtigsten Ereignisse bei der Bindung 

von Leukozyten an Endothelzellen beschrieben worden (Kaplanski 1998). Daraus ergibt sich 

auch ihre Bedeutung für die Ausbildung der Atherosklerose: In vivo-Tierstudien und 

immunhistochemische Studien von humanen Geweben zeigten, dass die Expression von 

ICAM-1 und VCAM-1in atherosklerotischen Plaques stark erhöht ist (Davies 1993). 
 

1.4.1.3 Integrine 
 

Die Mitglieder der Integrin-Familie zählen zu den wichtigsten Oberflächenrezeptoren, die 

Adhäsion von Zellen untereinander und / oder an die extrazelluläre Matrix vermitteln. Im 

Folgenden soll nur eine kurze Charakterisierung gegeben werden, da sie hier vornehmlich in 

ihrer Funktion als Liganden für die Ig- Superfamilie auftreten. Die Erkenntnisse über die 

Funktionsweise der Integrine liefern allerdings Aspekte, die zur Aufklärung der Rolle anderer 

Oberflächenrezeptoren beitragen könnten. Integrine sind Zelloberflächenrezeptoren, die 

Interaktionen zwischen Zellinnerem und Zellumgebung ermöglichen (Hynes 1992). Es 

handelt sich um αβ-heterodimere, transmembranäre Glykoproteine (Corbí 1996), die neben 

Zell / Substrat- Interaktionen auch Zell / Zell-Adhäsion vermitteln, indem sie die zellulären 

Adhäsionsmoleküle der Ig-Superfamilie binden. Viele Integrine werden konstitutiv an der 

Zelloberfläche exprimiert, sind aber inaktiv und müssen erst durch ihren Agonisten aktiviert 

werden (Sánchez-Mateos 1996). Sie übernehmen wichtige Funktionen sowohl bei der 

hämatopoetischen Zellentwicklung, bei der Zellmigration als Antwort auf Verletzungen, der 

Angiogenese und für den extrazellulären Matrixkontakt (siehe Abbildung 1.3). 

Die Angehörigen dieser Familie sind ubiquitär und übernehmen Signalwirkung (outside-in-

signaling), wobei Liganden-besetzte und angehäufte (clustered) Integrine sowohl Zellform als 

auch Organisation des Zytoskeletts kontrollieren und eine Vielzahl von biochemischen 

Signalen generieren (Juliano 1993; Clark 1995). Im Gegensatz zu klassischen Rezeptoren 

lösen sie außerdem extrazelluläre Effektorantworten aus (inside-out-signal) (Shattil 1997). 

Als wichtige Vertreter seien hier die Liganden für die Ig-Superfamilien-Moleküle ICAM-1 

und VCAM-1 erwähnt. αLβ2 [LFA-1; CD11a/CD18] ist einer der Hauptvermittler der 
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Adhäsion von Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten an das Endothel und wird von 

ICAM-1 gebunden. α4β1 [VLA-4; CD49d/CD29] kommt auf Neutrophilen, Monozyten, 

Lymphozyten und natürlichen Killerzellen vor und ist der Ligand für VCAM-1 (Postigo 

1993). Alle Familien tragen mit spezifischen Vertretern zu der Adhäsion und Transmigration 

von Monozyten bei der Atherosklerose bei. Erst das Zusammenspiel der verschiedenen 

Zelladhäsionsmoleküle gewährleistet die Rekrutierung der inflammatorischen Zellen 

(Springer 1990; Kansas 1996). Dabei können unterschiedliche Prozesse unterschiedlichen 

Rezeptoren zugeordnet werden. 
 

 

 
Abbildung 1.3: Die drei Integrin-Subfamilien (β1, β2 und αv), die verschiedenen Kombinationen und 
deren Liganden (Jin 2004). 
 

 

1.4.2 Monozytenadhäsion und -transmigration 
  

Das Zusammenspiel von E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 bei der 

Atheroskleroseentstehung. Die Adhäsion von Monozyten an das Endothelium der Arterien ist 

eines der wesentlichen Ereignisse in der Pathogenese der Atherosklerose. Die Bindung der 

Monozyten an Endothelzellen erfolgt durch eine Kaskade von Adhäsionsschritten (Springer, 

1990; Frenette 1996 b), die durch aufeinanderfolgende Interaktionen von spezifischen 
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Adhäsionsrezeptoren mit spezifischen Liganden oder Gegenrezeptoren bestimmt wird. Die 

transendotheliale Migration der Monozyten in den subendothelialen Raum, die Akkumulation 

in der Intima und Entwicklung zu Schaumzellen ("foam cells") und die Synthese von 

Zytokinen und Wachstumsfaktoren sind in Folge der Monozytenadhäsion entscheidende 

pathogenetische Faktoren. Die Endothelzellen nehmen am atherosklerotischen Prozeß mit der 

Exprimierung von zellulären Adhäsionsmolekülen (CAM) auf ihrer Zelloberfläche teil (Fuster 

1996, Ross 1993). Diese Adhäsionskaskade ermöglicht es den Monozyten, in die Gefäßwand 

zu migrieren. Einige der "klassischen" Familien der Adhäsionskaskade (Selektine, Integrine, 

Immunglobulin-Superfamilie) wurden bisher in experimentell induzierten atherosklerotischen 

Läsionen von Tieren nachgewiesen. In hypercholesterinämischen Tiermodellen wurde die 

VCAM-1-Expression auf arteriellen Endothelzellen auf frühen atherosklerotischen Läsionen 

(Cybulsky 1991) nachgewiesen. Beim Menschen sind bislang folgende zwei Mitglieder der 

Immunglobulin-Superfamilie nachgewiesen worden: ICAM-1 (Davies 1993, Johnson-Tidey 

1994, Poston 1992, Printseva 1992, van der Wal 1992, Wood 1993) und VCAM-1 (Davies 

1993, Ruco 1995, Wood 1993). Dabei erfolgt die Rekrutierung der Monozyten bei 

chronischen Entzündungen wie der Atherosklerose soweit bekannt nach einem ähnlichen 

Mechanismus wie bei akuter Inflammation. Die Adhäsion wird zunächst durch die 

Aktivierung des Endothels durch inflammatorische Zytokine wie TNF-α, IL-1 und –4 (Raines 

1996) oder Thrombin (Kaplanski 1998) signifikant erhöht. Daraufhin wird in den 

Endothelzellen die Expression der verschiedenen Oberflächen-Adhäsionsmoleküle induziert, 

die als Rezeptoren für monozytäre Liganden fungieren (Carlos 1994). Die 

Oberflächenrezeptoren agieren im Verbund mit chemotaktischen Molekülen wie MCP-1 

(monocyte chemotactic protein-1) und ermöglichen die Anlagerung der Monozyten. In der 

ersten Phase adhärieren die Zellen durch eine reversible Bindung, die seitens der Gefäßwand 

durch P- und E-Selektin vermittelt wird (rolling). Im weiteren Verlauf interagieren nun die 

endothelialen Oberflächenrezeptoren ICAM-1 und VCAM-1 mit ihren monozytären 

Liganden. Die anfänglich lockere Bindung über E-Selektin wird dadurch nunmehr durch das 

irreversible sticking abgelöst, so dass die Monozyten fest an der Gefäßwand haften und sich 

ausbreiten können (spreading). VCAM-1 und ICAM-1 ermöglichen neben β2-Integrinen die 

darauf folgende Transmigration der Leukozyten. Aufgrund des chemotaktischen Gradienten, 

der von Entzündungsherden ausgeht, wandern die Monozyten dann zwischen angrenzenden 

Endothelzellen zum Ort der Inflammation. Die beteiligten Adhäsionsmoleküle übernehmen 

bei diesem Prozess mehrere Funktionen. Zum einen vermitteln sie die Bindung der 

Monozyten an Endothelzellen, zum anderen vermögen sie über freigesetzte Zytokine die 
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Expression von weiteren Adhäsionsmolekülen zu stimulieren. Dies bedingt seinerseits eine 

Verstärkung der Monozytenadhäsion und infolgedessen eine erhöhte Einwanderung ins 

Gewebe. Darüber hinaus kann durch die Bindung des Liganden an seinen Zelloberflächen-

Rezeptor ein Signal generiert werden, das intrazelluläre Veränderungen bewirkt. Nicht zuletzt 

müssen Oberflächenrezeptoren auch Verbindungen zum Zytoskelett aufweisen, um ihre 

Funktion ausüben zu können. 
 

Dabei sollte hinsichtlich der Atherosklerose zunächst ein besonderes Augenmerk auf den 

Oberflächenrezeptor VCAM-1 gerichtet werden, da er sowohl die Anheftung als auch die 

darauf folgende Diapedese von Monozyten vermittelt. Durch eine funktionelle Blockade von 

VCAM-1 wäre es somit eventuell möglich, zwei unerwünschte Prozesse der chronischen 

Rekrutierung von Monozyten gleichzeitig zu inhibieren. 

 

 

1.5 Signaltransduktion 
 

Die Kommunikation zwischen individuellen Zellen oder extrazelluläre Stimuli ist eine 

wichtige Voraussetzung für die Aufrechterhaltung der Homöostase eines Organismus. 

Informationen in Form chemischer oder physikalischer Signale z.B. Wachstumsfaktoren, 

Zytokine, Eicosanoide und Sauerstoffradikale können von Zellen über spezifische Rezeptoren 

detektiert und in zelluläre Antworten umgesetzt werden, sie beeinflussen die Proliferation und 

Differenzierung von eukaryotischen Zellen.. Bei einem Großteil der bekannten Rezeptoren 

handelt es sich um transmembranäre Proteine, die durch Bindung des Liganden an die 

extrazelluläre Seite des Rezeptors aktiviert werden. Mittlerweile ist eine Vielzahl solcher 

Signalübertragungswege bekannt. Die Mehrzahl membrandurchspannender Rezeptoren 

koppelt an heterotrimere Guaninnukleotid-bindende Proteine (G-Proteine), welche die 

Aktivität verschiedener Effektoren wie Enzyme und Ionenkanäle beeinflussen können. Die 

Regulation der Aktivität dieser Effektormoleküle führt zu schnellen Veränderungen von 

„second messenger“- Konzentrationen wie z.B. cAMP, Inositolphosphaten, Diazylglyzerol 

(DAG) oder zytosolischen Ionenkonzentrationen, wodurch eine zelluläre Antwort ausgelöst 

wird. Second Messenger wiederum bedingen die Aktivierung spezifischer Proteinkinasen. Die 

aktivierten Proteinkinasen bilden Kaskaden der Aktivierung und Deaktivierung weiterer 

Kinasen, wodurch sich der Baum der Signalübertragung in viele Einzelschritte unterteilt. Am 

Ende solcher Proteinkinase-Kaskaden steht die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, 

welche die Expression spezifischer Genprodukte im Zellkern regulieren. Mittlerweile konnte 
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eine Reihe von Transkriptionsfaktoren definiert werden, deren Aktivierung nicht an eine de-

novo Synthese ihrer Proteinmatrix gebunden ist. Sie liegen in einer inaktiven Form bereits 

innerhalb der Zelle vor, und ihre transkriptionelle Aktivität wird durch Bindung spezifischer 

Aktivatorproteine reguliert. Die Familie dieser Rezeptoren wird als „Immediate Early 

Response Genes“ bezeichnet. Sie stellen das Endglied in der intrazellulären 

Signalübertragung dar und binden an spezifische Gensequenzen in der Promotorregion ihrer 

Zielgene, wodurch deren Transkription und Expression gesteuert wird.  

So dienen die „immediate-early-Gene“ als nukleäre Verbindung zwischen zytoplasmatischen 

Ereignissen und Veränderungen der Genexpression. Die am besten charakterisierten 

Mitglieder dieser Gruppe sind c-fos, c-jun, NF-κB und egr-1.  

 

 

1.5.1 c-fos 
 
Der c-fos Promotor ist einer der am besten studierten Systeme in der Regulation der 

eukaryotischen Transkription. Er enthält Bindungsstellen für eine Vielzahl von 

Transkriptionsaktivatoren und -repressoren. Diese Erkenntnis gewann jedoch erst an 

Bedeutung, als eine Wirkungsbeziehung zwischen aktivierten Transkriptionsfaktoren und der 

verstärkten Synthese proatherogener Zytokine und Adhäsionsmoleküle im Verletzungsmodell 

nachgewiesen werden konnte. So konnten in der Promotorregion der Gene für E-Selectin, 

VCAM-1 und ICAM-1 Bindungsstellen für die Transkriptionsfaktoren NF-κB und AP-1 

[transkriptionell aktive Form des Protoonkogens c-fos] nachgewiesen werden (Hu 1994, Hu 

1997, Hu 2000, Iademarco 1992, Montgomery 1991, Poston1992). Durch den AP-1-Weg und 

den NF-κB-Weg werden Gene von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-2, IL-6 und TNF-

α aktiviert (Chinetti 2000). AP-1 ist auch an der Apoptose beteiligt. Im nekrotischen Kern der 

atherosklerotischen Läsion findet man, wie erwähnt, apoptotische Zellen (Okura 2000). Die 

AP-1 Aktivität kann durch verschiedene Stimuli, u.a. Zytokine (Dixit 1989), bakterielle 

Endotoxine, oxidativen und mechanischen Stress, Antioxidanzien (Monoz 1996) sowie 

Hypoxie (Brandyopadhyay 1995) und LDL (Zhu 1998) induziert werden. AP-1 verursacht als 

distale Ereignisse die Induktion der Synthese von Entzündungsmediatoren wie z.B. 

intercellular adhesion molecule-1 [ICAM-1] und MCP-1 in Endothelzellen(Wang 1999). AP-

1 ist ein Homo- oder Heterodimer aus den Protoonkogenen c-fos und c-jun, die 

Signaltransduktion von jun/fos am Beispiel von Integrinen und Wachstumsfaktoren hat 

Giancotti (1999) dargestellt (siehe Abbildung 1.4). 
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Abbildung 1.4: Aktivierung von Transkriptionsfaktoren Jun/Fos (AP-1) z.B. über Integrine, G-Proteine 

(RAS) und MAPkinasen (MEK/ERK) (Giancotti 1999). 

 

1.5.2 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 
 

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) stellen die größte Gruppe der Zelloberflächen-

Rezeptoren dar. Mehrere hundert Typen, Subtypen und Isoformen von G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren sind während der letzten zehn Jahre identifiziert worden. Die Regulation der 

Aktivität dieser Effektormoleküle führt zu schnellen Veränderungen von „second messenger“- 

Konzentrationen wie z.B. cAMP, Inositolphosphaten, Diazylglyzerol (DAG) oder 

zytosolischen Ionenkonzentrationen, wodurch eine zelluläre Antwort ausgelöst wird. Die über 

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren regulierten zellulären Funktionen reichen von kurzfristigen 

Effekten wie der Regulation metabolischer Prozesse bis hin zu langfristigen Effekten wie 
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Proliferation und Differenzierung. Zum Beispiel können Rho-GTPasen über membranäre 

Rezeptoren eingegangene extrazelluläre Signale über Kinasekaskaden weiterleiten. Kinasen, 

die zur großen MAPK (“mitogen activated protein kinase“) -Familie gehören, vermitteln die 

zelluläre Antwort auf verschiedenste Einflüsse wie beispielsweise Stress. Mögliche 

Zusammenhänge von G-Proteinen und der Expression von MCP-1 und c- fos zeigt Abbildung 

1.5. 
 

 

 
Abbildung 1.5: Ein Ausschnitt verschiedener G-Protein vermittelter Wege im Zusammenhang mit der 

Expression von MCP-1 und c-fos. 

 

 

 

1.5.3 Eicosanoide 
 

Für die Eicosanoide wurden mehrere G-Protein-gekoppelte Rezeptoren beschrieben, die sich 

in Gewebeverteilung, Ligandenspezifität und Art der Signaltransduktion unterscheiden 

(Goetzl 1995). Eine Vielzahl von Erkrankungen wird mit der Wirkung von Eicosanoiden in 

 18



Verbindung gebracht. So konnte Bauch (1987) beispielsweise in einer Studie aufzeigen, dass 

kultivierte Endothelzellen aus Umbilikalvenen nach vorausgegangener in vitro Exposition mit 

atherogenen Risikofaktoren (Nikotin, Diabetes mellitus) ein sowohl qualitativ als auch 

quantitativ verändertes Metabolitenspektrum der Arachidonsäure aufweisen. Ferner zeigen die 

Endothelzellen nach Exposition mit den oben angeführten Noxen eine verringerte Zell-

Proliferation und ein signifikant verringertes Wachstum. Warso (1983) konnte nachweisen, 

dass die in atherosklerotischen Plaques erhöhten Werte der 15-HPETE und anderer 

Fettsäureperoxide zu einer Hemmung der Prostacyclinsynthetase führen und dadurch einen 

relativen Anstieg an TXA2 begünstigen. Die Eicosanoide sind eine große Gruppe von intra- 

und interzellulären Mediatoren, die aus der mehrfach ungesättigte Fettsäure Arachidonsäure 

gebildet werden, einer raschen Eliminierung unterliegen und ihre Wirkung nur über kurze 

Strecken entfalten. Die Arachidonsäure wird rezeptorspezifisch über LDL oder auch nicht 

rezeptorspezifisch aus der Bindung mit Albumin in die Zelle aufgenommen. Arachidonsäure 

ist integraler Bestandteil der Zelle und wird aus Phospholipiden der Zellmembran unter dem 

Einfluß von Phospholipasen freigesetzt. Die wichtigste physiologische Funktion der 

Phospholipide ist der Aufbau von Biomembranen. Durch die Veresterung in Position sn-2 der 

Phospholipide verfügt jede Zelle über einen eigenen Arachidonsäure-Pool. Auf einen 

Stimulus hin kann Arachidonsäure jedoch sofort aus ihrem Speicher freigesetzt werden. Das 

Schlüsselenzym für diese Freisetzung stellt die Phospholipase A2 (PLA2) dar, welche die 

Phospholipide in der sn-2-Position spaltet. Solche Stimuli, wie z. B. Interleukin-1 (IL-1), IL-

6, Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), Bradykinin, Calmodulin, Angiotensin II und Thrombin 

führen zur Aktivierung der normalerweise in inaktiver Form vorliegenden PLA2. Die 

wesentlichen an der enzymatischen Oxygenierung beteiligten Enzyme sind die 

Cyclooxygenase-1, 2 und 3 (COX-1,-3 und 3) sowie 5-, 12- und 15-Lipoxygenase (LO). 

Arachidonsäure kann über die Enzyme Cyclooxygenase 1 und 2 zu Prostanoiden und über 5-, 

12-, oder 15-Lipoxygenase zu Leukotrienen führen (siehe Abbildung 1.5). Eine Übersicht 

über Bedeutung, Biosynthese, Wirkmechanismus und Beeinflussung von Prostaglandinen und 

Leukotrienen gibt Funk (2001). Sie wirken auf die Rekrutierung inflammatorischer Zellen, 

Veränderung von Vasomotorik und Gefäßpermeabilität und Beeinflussung der Aggregation 

von Thrombozyten (Sigal 1991). Nach wie vor ist die physiologische und 

pathophysiologische Bedeutung der Eicosanoide nicht bis in alle Einzelheiten geklärt.  
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1.5.3.1 Cyclooxygenasen 
 

Die Cyclooxygenasen existieren in drei Isoformen. Ihre Produkte, die Prostaglandine, 

entfalten ihre pathophysiologische Bedeutung unter anderem in der Entwicklung von 

Entzündungen, Schmerzen und Fieber (Vane 1998). Die COX-1 wird in den meisten Zellen 

des menschlichen Organismus konstitutiv exprimiert (Seibert 1997). Welche Eicosanoide in 

den Zellen gebildet werden, ist jedoch von Organ zu Organ sehr verschieden (Jakobsson 

1999). Im Gastrointestinaltrakt und im Uterus wirken die Prostaglandine 

muskelkontraktierend, im Magen wirken sie zytoprotektiv. In den Nieren erhöhen die 

Prostaglandine den renalen Blutfluss und erhalten die Homöostase der Nierenfunktion. Für 

die Blutgerinnung ist die COX-1 der Blutplättchen, die hier das Thromboxan bildet, essentiell. 

Die COX-2, die vor ungefähr 15 Jahren entdeckt wurde, ist dagegen nur in bestimmten 

Organen, z.B. der Niere, dem Gehirn und dem Rückenmark, konstitutiv exprimiert. Die 

Tatsache, dass COX-2-knock-out-Mäuse schwere Nephropathien entwickeln und nicht 

lebensfähig sind, ist Ausdruck für die physiologische Bedeutung dieses Enzyms (Dinchuk 

1995, Mitchell 1999, Morteau 2000). Die COX-2 ist in die Regulation des Renin-

Angiotensin-Systems und in die glomeruläre Hämodynamik involviert (Hinz 1999). 

Weiterhin wird die COX-2 im Uterusepithel exprimiert und spielt dort eine Rolle bei der 

Nidation der befruchteten Eizelle und bei der Angiogenese für den Aufbau der Plazenta 

(Chakraborty 1996). Die pathophysiologische und physiologische Bedeutung der Produkte 

der COX-2 erstreckt sich auf akute und proliferative Entzündungen, Arthritis, Angiogenese, 

Knochenabsorption, Ulcera, Kolonkrebs, Alzheimer-Krankheit, Nierenfunktion, das ZNS und 

die Reproduktion (Katori 2000). Im Zuge entzündlicher Erkrankungen wird vom Organismus 

eine Induktion der COX-2 auch in anderen Geweben und Organen ausgelöst. Induktoren der 

COX-2 sind z.B. Onkogene, inflammatorische Zytokine, Wachstumsfaktoren und Mitogene 

(Dempke 2001, Herschman 1996). Unter der Annahme einer Prognoseverbesserung bezüglich 

kardiovaskulärer Ereignisse bei verbesserter Endothelfunktion, sollte ein positiver Benefit 

unter einer Therapie mit COX-2-Hemmern erwartet werden. Einige Arbeiten zeigen 

gegensätzliche Ergebnisse. Das Risiko kardiovaskulärer Erkrankungen wird in größeren 

Untersuchungen durch eine Therapie mit COX-2 Hemmern erhöht; hier insbesondere das 

Risiko einer Myokardinfarktes (Bombardier 2000, Solomon 2004). Zu demselben Ergebnis 

kommt auch die größere Arbeit von Hippisley und Mitarbeitern, die im Zeitraum von 2000 bis 

2004 beinahe 96.000 Patienten untersuchten (Hippisley-Cox 2005). Sie verglichen das Risiko 

 20



eines Myokardinfarktes zwischen einer Therapie mit selektiven COX-2 Inhibitoren, einer 

Therapie mit sonstigen NSAR (u.a Diclofenac und Ibuprofen) und einer Kontrolle. Hier zeigte 

sich insbesondere eine signifikant höhere Rate an Myokardinfarkten bei Patienten mit COX-

2-Hemmertherapie. Die VIGOR-Studie zeigte, dass das Risiko eines Myokardinfarkts unter 

Rofecoxib (0,4%) höher war als unter Naproxen(0,1%) (Bombardier 2000). In einer weiteren 

Untersuchung bestätigte sich das erhöhte Risiko eines akuten Myokardinfarkts unter 

Rofecoxib bei Patienten ohne bisherigen Myokardinfarkt in der Anamnese (Levesque2005). 

Die Genese dieser Prognoseverschlechterung erscheint aktuell noch unklar. Möglicherweise 

scheint es einen Zusammenhang mit resultierendem Bluthochdruck und verstärkter 

Leukozytenadhäsion als Pathomechanismus der Myokardinfarkte zu geben (Muscara 2000). 

Die FDA (Food and Drug Administration) hatte daher im Frühjahr 2005 beschlossen, dass die 

o.g. vorhandenen Daten über Rofecoxib, Valdecoxib und Celecoxib ausreichen, um zu dem 

Schluss zu kommen, dass diese Medikamente signifikant das Risiko eines kardiovaskulären 

Ereignisses erhöhen, unter anderem in Form von Myokardinfarkten und Schlaganfällen (Okie 

2005). 

Die Existenz einer dritten Isoform, der COX-3, wurde schon länger vermutet (Willoughby 

2000) und vor ein paar Jahren nachgewiesen. Sie ist vorwiegend im ZNS lokalisiert 

(Chandeasekharan 2002). 

 

1.5.3.2 Lipoxygenasen 

 

1.5.3.2.1 5-Lipoxygenase 

 

Das Enzym 5-LOX [5-Lipoxygenase] wird vorwiegend in Neutrophilen, Mastzellen, 

Basophilen und Makrophagen exprimiert. Produkte der 5-LOX, die Leukotriene (Denzlinger 

1996, Silverman 1999), stellen wichtige Mediatoren akuter entzündlicher Erkrankungen und 

anaphylaktischer Reaktionen dar (Lewis 1990, Mayatepek 1995). Als Krankheitsbilder sind 

hier u.a. rheumatoide Arthritis, Gicht, Psoriasis und Colitis ulcerosa zu nennen (Müller 1995, 

Steinhilber 1999). Eine Besonderheit dieses Enzyms ist seine Wechselwirkung mit einem 

speziellen Kopplungsprotein an der Kernmembran, dem 5-Lipoxygenase-aktivierenden 

Protein (FLAP), als Voraussetzung für die Enzymaktivität (Ford-Hutchinson 1991). Die 

Peptido-Leukotriene C4, D4, E4, zusammengefasst als „slow reacting substance of 

anaphylaxis“ bezeichnet, sind extrem potente Spasmogene an der glatten Muskulatur. Darauf 

beruht ihre Schlüsselrolle in der Pathogenese des allergischen Asthma bronchiale (Crowther 
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2000, Steinhilber 1999). Einen Zusammenhang zwischen 5-LOX und Atherosklerose 

untersuchte die Arbeitsgruppe um Dr. James Dwyer. Sie hatte bei 470 freiwilligen, gesunden 

Probanden das Gen für die 5-Lipoxygenase analysiert und untersucht, ob es einen 

Zusammenhang zwischen dem Gen und der Intima-Media-Dicke gibt. Tatsächlich konnte 

Dwyer et al. belegen, dass jene sechs Prozent der untersuchten Probanden, bei denen auf 

beiden Chromosomensätzen eine mutierte Form des 5-Lipoxygenase-Gens vorlag, eine 

signifikant dickere Intima-Media-Schicht aufwiesen als jene, bei denen eines oder beide Gene 

unverändert waren (Dwyer 2004). 

 

1.5.3.2.2 12-Lipoxygenase 

 

Die 12-LOX wird hauptsächlich in Thrombozyten, Leukozyten und Hautzellen exprimiert 

(Nie 2000, Ruzicka 1984). Produkte der 12-LOX sind an der Entstehung der Psoriasis 

(Mitchell 1999, Müller 1994), neuronaler Degeneration und diabetischer Nephropathie (Li 

1997, Müller 1994) involviert. Außerdem ist eine Beteiligung an der Tumorentwicklung, 

insbesondere an der Angiogenese im Tumorgewebe (Krieg 1995, Nie 2002) und an der 

Metastasierung nachgewiesen worden (Honn 1994, Maccarrone 1997). Hinweise auf eine 

proatherosklerotische Wirkung der LOX ergeben sich aus folgenden Studien: Makrophagen, 

bei denen das Gen für die 12/15-LOX zerstört ist, sind weniger in der Lage, LDL zu 

oxygenieren (Sun 1996), während 15-LOX überexprimierende Fibroblasten und Monozyten 

dies verstärkt tun (Benz 1995). Die funktionelle Zerstörung der Maus-Makrophagen-12-LOX 

in Apolipoprotein-E- oder LDL-Rezeptor-knock-out Mäusen führte zu einer signifikanten 

Verringerung der atherosklerotischen Ablagerungen (Cyrus 1999; George 2001).  

 

1.5.3.2.3 15-Lipoxygenase 

 

Die 15-LOX wird in Retikulozyten, Eosinophilen, Makrophagen sowie in Hautzellen 

exprimiert. Im Gegensatz zur 5-LOX, die nur freie Arachidonsäure verstoffwechseln kann, ist 

die 15-LOX der Säugetiere in der Lage, auch andere mehrfach ungesättigte Fettsäuren sowie 

veresterte mehrfach ungesättigte Fettsäuren zu metabolisieren (Brash 1997, Kuhn 1990). Für 

die Produkte dieses Enzyms wird eine Wirkung auf die Entwicklung und Differenzierung von 

Zellen diskutiert (Brinckmann 1998). Sie werden mit Atherosklerose (Ford-Hutchinson 1991, 

Kuhn 1990), der endothelialen Zellproliferation (Bray 1986), Ausreifung von Blutzellen (van 

Leyen 1998) sowie entzündlichen und immunologischen Reaktionen (Davis 1987, Prigge 
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1997, Vanderhoeck 1988) in Verbindung gebracht. Die Überexpression der 15-LOX im 

vaskulären Endothel führte bei transgenen Mäusen, denen der LDL-Rezeptor fehlt, zu einer 

Beschleunigung der Entstehung von Atherosklerose (Harats 2000). Des Weiteren hemmen 15-

LOX-Inhibitoren die Entwicklung von atherosklerotischen Läsionen in Kaninchen, die mit 

einer cholesterolreichen Nahrung gefüttert wurden (Bocan 1998; Sendobry 1997). Die von der 

15-LOX gebildeten Metaboliten können die Wirkung der Leukotriene antagonisieren (Sheran 

1997, Vanderhoeck 1980) bzw. verstärken (Fogh 1988). Für die Produkte der Lipoxygenasen, 

besonders die HETEs [Hydroxyeicosatetraensäure], ist eine Beteiligung am Wachstum von 

Krebszellen (Ghosh 1997, Nie 2002) sowie an der Apoptoseauslösung bzw. -hemmung (Avis 

2001, Goetzl 1995, Maccarrone 1997, Wong 2002) in der Literatur belegt. 

 

1.5.3.3 Inhibitoren des Arachidonsäurestoffwechsels 

 

Die herausragende Bedeutung der Arachidonsäuremetaboliten im pathophysiologischen 

Geschehen vieler  Erkrankungen hat schon vor Jahren dazu geführt, dass sich zahlreiche 

Arbeitsgruppen mit der Entwicklung von Inhibitoren der Stoffwechselwege der AA 

[Arachidonsäure] beschäftigen. Der Arachidonsäuremetabolismus bietet eine Vielzahl von 

Angriffspunkten, um die pathophysiologische Wirkung der Eicosanoide zu unterbinden. Zum 

Beispiel durch Inhibition der Phospholipase A2 (PLA2) mit AACOCF3 [Arachidonyl 

trifluoromethyl ketone ] läßt sich der gesamte AA-Stoffwechsel blockieren. Der 

Redoxinhibitor NDGA (Nordihydroguajaretsäure) hemmt die 5-LOX (Gronert 1995). Über 

das 5-Lipoxygenase-aktivierendes Protein [FLAP] kann BAY X 1005 die 5-LOX blockieren 

(Hatzelmann 1994a). Indometacin und Acetylsalicylsäure (ASS), als Vertreter der Klasse der 

häufig eingesetzten nichtsteroidalen Antirheumatika, hemmen COX-1 und COX-2 (Berg 

1999, Cryer 1998), (vgl. Abbildung 1.6). 
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung wichtiger AA-Stoffwechselwege und wichtige Inhibitoren des 

Stoffwechsels. 
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2 Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit  
 
Die Adhäsion von Monozyten an das Endothelium ist eine der ersten Veränderungen, die in 

arteriosklerotischen Läsionen auftreten (Fuster 1996, Lusis 2000, Ross 1993). 

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle der Monozyten und deren Interaktionen mit dem Endothel 

in der Anfangsphase der Atheroskleroseentstehung zu untersuchen.  

In der vorliegenden Arbeit wurden die zellbiologischen Auswirkungen in Endothelzellen/ 

Monozyten nach Inkubation und Stimulation der beiden Zellarten miteinander untersucht.  

Dabei sollte ein in-vitro Modell etabliert werden.  Hierbei wurde besonderes Augenmerk auf 

die Expression des an der Regulation der Zellproliferation beteiligten Transkriptionsfaktors c-

fos und dem Zytokin MCP-1 gelegt. Es sollte untersucht werden, inwieweit die Interaktion 

der beiden Zellarten zu einer vermehrten Expression von c-fos und MCP-1 führt und welche 

extra- und intrazellulären Signalübertragungswege an diesem Prozess beteiligt sind. 
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3 Material und Methoden 
 
3.1 Material 
 
Substanzen und Geräte 

Folgende Substanzen wurden von der Firma PROMOCELL bezogen: 

Endothelial Cell Growth Medium  

Supplement Mix  

Die Firma CLONTECH lieferte: 

Express Hyp - Hybridization Solution  

AMERSHAM lieferte: 

[α³².Phosphor] CTP 

FLUKA lieferte: 

Pyruvat NA+-Salz  

GibcoBRL lieferte: 

Non-essential Amino Acid 

Agarose (UltraPURE™) 

Reverse Transkriptase – Superscript II Plus RNase H-

10xDNaseI-Puffer 

DTT (100mM) 

GAMBRO lieferte: 

Filterpatrone U2000 

GENTRA lieferte: 

PureScript™ Gesamt-RNA Isolierungskit 

Cell Lysis Solution 

Protein DNA Precipitation Solution 

CORNING lieferte: 

24 Well Platten 

Zellkulturkolben 75 cm² / 25 cm² 

Zellkulturschalen 

BIOCHROM lieferte: 

Kollagen G 3 mg/ml 

PROMEGA lieferte: 

5x Transkriptionspuffer 

Polymerasen SP6 und T7 

RNasin (RNase Inhibitor) 
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QIAGEN lieferte: 

QIAGEN-tip 

QIAGEN-Plasmid-Kit Midi 25 

Dianova/Bio 101 lieferte: 

L-Broth Kapseln 

SIGMA lieferte: 

α-Chymotrypsin 

Cholecalciferol (VDз)  

Diethyl Pyrocarbonate ( DEPEC) 

Dimethyl Sulfoxid (DMSO) 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)  

Fetal Bovine Solution (FCS) 

Ficoll 400 

Insulin  

L-Glutamin 200 mM  

Oxalacetat 

Penicillin 10000 units / Streptomycin 10 mg (ml)  

RPMI-Medium  

Salmon Testes DNA 

Sodium Bicarbonate Solution 7,5%  

Transforming Growth Factor (TGFβ) 

Trypsin-EDTA Solution  

Und alle übrigen Zellkulturkomponenten und Chemikalien stammen von SIGMA. 

Folgenge Geräte der angegebenen Hersteller wurden verwendet: 

Dialysepumpe Fresenius BP742 

Dialyseschlauchsystem AX1897-2 

Optima TLX-Ultracentrifuge von BECKMANN 

Speed Vac–Univapo 150 H von UNIEQUIP 

Spectrophotometer UVIKON 930 von KONTRON INSTRUMENTS 

VacuGeneXL-Blot-Apparatur von PHARMACIA 

Nytran® Nylonmembran 0,45 µm von SCHLEICHER & SCHUELL  

UV-Stratalinker® 1800 von STRATAGENE 

Push-Column-Vorrichtung von STRATAGENE 

Scintillationszähler Wallal 1410 von PHARMACIA 
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Steri-Cult Incubator von FORMA SCIENETIFIC 

Heraeus Omnifuge 2.0 RS 

 

3.2 Methoden 
 
3.2.1 Zellkulturen 

3.2.1.1 Allgemeine Richtlinien für das Arbeiten mit Zellkulturen 
 
Alle Arbeitsschritte mit der Endothelzellkultur und den MM6 Zellen wurden ausschließlich 

mit sterilen Materialien und in einer Sterilbank mit laminalem Luftzug ausgeführt. Die 

Inkubation erfolgte in sterilen Zellkulturschalen und -kolben in einem Steri-Cult Inkubator bei 

37° C, wasserdampfgesättigter Atmosphäre und Zusatz von 5 Volumenprozent CO2. 

3.2.1.2 Isolation und Präparation der Endothelzellen 
 
Benötigte Substanzen: 

Endothelzellmedium 

Endothelial Cell Growth Medium+Supplement Mix+10%FCS  

Inkubationspuffer 

Maßangabe für 1 Liter: 

CaCl2 0,147 g 

KCl 0,201 g 

NaHCO3 2,100 g 

KH2PO4 0,195 g 

HEPES 4,766 g 

NaCl 7,024 g 

MgSO4 0,168 g 

Glucose 2,000 g 

Puffer anschließend auf pH 7,40 einstellen. 

 

Menschliche Endothelzellen (HUVEC) sind von Nabelschnüren mit Hilfe von α-

Chymotrypsin isoliert worden. Die Präparation der Nabelschnur erfolgte durch Aufsuchen der 

Vene, Sondierung und anschließendes Ausspülen mit PBS. Danach wurde die Vene mit α-

Chymotrypsin gefüllt, abgeklemmt und für 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach der 

Inkubation wurde die Suspension in einer 2ml FCS Lösung aufgefangen (Neutralisierung des 

Chymotrypsins) und mit 20 ml PBS nachgespült. Schließlich ist die Suspension für 8 Minuten 
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bei 800 rpm und 20 °C zentrifugiert, der Überstand bis auf 0,5 ml abgesaugt und mit 7 ml 

Endothelzellmedium aufgefüllt worden. Nach zweimaliger Resuspension wurden die Zellen 

in einen Zellkulturkolben (25cm²) pipettiert und anschließend bei 37 °C inkubiert. Der 

Zellkulturkolben ist vorher kollagenisiert (Kollagen 1:40 mit PBS verdünnt) worden.  Nach 2 

Std., 24 Std. und 3-4 Tagen wurde das Medium ausgetauscht. Die Konfluenz war meist am 5-

6 Tag erreicht (siehe Abbildung 3.1). Bei Konfluenz erfolgte die Aufteilung der Zellen. Nach 

Absaugen des alten Mediums konnten die Zellen mit 0,5%iger Trypsinlösung abgelöst, 

danach in 10 ml Endothelzellmedium resuspensiert und auf Zellkulturschalen (9cm) oder 

Zellkulturkoben (75 cm²) aufgeteilt werden. Anschließend wurde am 3. bis 4. Tag das 

Medium gewechselt und nach Konfluenz am 6. bis 7. Tag die Versuche durchgeführt. Die 

Durchführung der Versuche erfolgte nach 7 Tagen ohne neuerlichen Mediumwechsel, um die 

Zellen vor Durchführung der Versuche nicht erneut zu stimulieren. Die Verwendung der 

Zellen im Rahmen von Versuchsreihen erfolgte zwischen den Passagen 2-5, danach wurden 

die Zellen verworfen. Die Zellkulturschalen wurden 2 Stunden vor dem Versuch mit 

Inkubationspuffer bei (37° C) inkubiert. 

 

 

Abbildung 3.1: Konfluenter Endothelzellmonolayer mit typischer Morphologie kultivierter Endothelzellen 
(Lichtmikroskopische Aufnahme, 400fache Vergrößerung).  

3.2.1.3 Reaktivierung und Präparation der MM6 Zellen 
 
Benötigte Substanzen: 

Modifiziertes RPMI-Medium für MM6–Zellen 

500 ml RPMI-Medium 

5 ml L-Glutamin 
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1 ml Oxalacetat (500mM Stammlösung) 

1 ml Pyruvat NA+-Salz (500mM Stammlösung) 

10 ml Penicillin / Streptomycin 

5 ml Non-essential Amino Acid 

5 ml Insulinlösung 0,9 mg/ml 

Herstellung der Insulinlösung: 

Lösung A: (in 1 l destilliertes Wasser, mit CO2 begasen bis pH 6,0) 

8,0 g NaCl 

0,4 g KCl 

0,35 g NaHCO3

1,0 g Glucose 

Lösung B: 

NaHCO3 7,5% 

Zur Herstellung der Insulinlösung ist von Lösung A 25 ml, von Lösung B 30ml und 50 

mg Insulin zugegeben worden. Nachdem die o.g. Insulinlösungen in das Medium 

pipettiert wurden, konnte es nun steril filtriert und mit Hilfe einer Dialysepumpe von 

LPS befreit werden. 

 

MM6 Zellen (5-6 Mio.) sind (in Konservierungslösung 20% DMSO- und 10% RPMI- 

Medium) im Wasserbad bei 37 °C und Zugabe von 25 ml warmem modifiziertem RPMI-

Medium (+ 10% FCS) aufgetaut worden. Anschließend erfolgte eine  Zentrifugation über 10 

Minuten bei 800 rpm. Danach wurde der Überstand abgesaugt und das Pellet erneut mit 25 ml 

resuspendiert. Nach nochmaliger Zentrifugation und Resuspension sind die Zellen auf eine 

24-Well-Platte verteilt worden. Schließlich erfolgte alle 3 Tage ein Mediumwechsel und 

erneute Verteilung auf eine 24-Well-Platte. Die Verwendung der Zellen im Rahmen von 

Versuchsreihen erfolgte zwischen den Passagen 4-18, danach wurden die Zellen verworfen. 

72 Stunden vor Versuchsbeginn wurden die MM6 Zellen auf 200.000 Zellen/ml eingestellt 

und für die Ausdifferenzierung mit Vitamin D3 (10 nM) und TGFβ1 (1 ng/ml) vorbehandelt. 
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3.2.2 RNA-Techniken 
 

3.2.2.1 Allgemeine Richtlinien für das Arbeiten mit RNA 
 
Bei allen Arbeiten mit RNA wurden sterile Plastik- oder gebackene Glasgefäße (200°C, 8 h) 

verwendet. Alle Lösungen sind durch Zusatz von DEPC von RNase befreit worden. Dazu 

wurden die Lösungen mit 0,1% DEPC versetzt, mindestens 16h bei 37°C inkubiert und 

anschließend zur Entfernung von DEPC autoklaviert. DEPC inaktiviert RNasen irreversibel 

und zersetzt sich beim Autoklavieren in CO2 und Wasser. 

 

3.2.2.2 Isolierung gesamtzellulärer RNA 
 
Die nach 72 Stunden mit Vitamin D3 und TGFβ1 differenzierten MM6-Zellen und die in 

Zellkulturschalen 2 Stunden mit Inkubationspuffer präinkubierten Endothelzellen wurden 

nach Versuchsbedingungen gemeinsam oder getrennt für 30 Minuten im Inkubationspuffer 

belassen. Anschließend erfolgte die Präinkubation und Stimulation nach Versuchsanleitungen 

(siehe Ergebnisteil). Zur Isolation der gesamtzellulären RNA ist das PureScript™ Gesamt-

RNA Isolierungskit verwendet worden. Es basiert auf der Methode einer modifizierten 

Salzpräzipitation in Kombination mit einer äußerst effektiven Inhibition von RNase. Die in 

Kulturschalen kultivierten HUVEC und die MM6-Zellen wurden nach Absaugen des 

Inkubationspuffers und zweimaligen Waschen mit PBS mit 600 µl Cell-Lysis-Solution 

versetzt. Nach 5 Minuten konnte das Lysat mit einem Schaber abkratzt und in ein 

Ultrazentrifugationsgefäß überführt werden. Nach der Zugabe von 200 μl Protein-DNA-

Precipitation-Solution wurde das Lysat 10 Minuten über Kopf geschüttelt, 15 Minuten auf Eis 

gestellt und zentrifugiert (80000 rpm, 5 Minuten, 4°C). Anschließend ist die im wässrigen 

Überstand befindliche RNA in eine 1,5 ml Eppendorf-Tube überführt worden. Nach der 

Zugabe von 600 μl Isopropanol wurden die Tubes sofort 50x invertiert und 3 Minuten bei 

14000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und das Pellet mit 1 ml 70% 

Ethanol gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren und Absaugen des Überstands wurde das 

Pellet 10 Minuten in der Speedvac vakuum getrocknet. Zur Aufbewahrung sind die Proben 

mit 110 μl 0,1% DEPC-Wasser versetzt und über Nacht eingefroren worden. 
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3.2.2.3 Messung der RNA Menge 
 
Die RNA Menge ist mit Hilfe eines UV-Spektrophotometers bei 260 nm Wellenlänge 

bestimmt worden. Dazu mussten 10 µl aus den aufgetauten 110 µl entnommen und zu 990 µl 

DEPC-Wasser zugeben werden. Nach gemessener und errechneter RNA Menge erfolgte die 

Verdünnung der Proben mit DEPC-Wasser, um in jeder Probe dieselbe RNA Konzentration 

zu erreichen. 

 

3.2.3 Northern-Blot 
 
Benötigte Substanzen: 

10 x MOPS  

200 nM MOPS 

50 nM Natriumacetat 

10 nM EDTA, pH 7,0 

RSB-Lösung 

50% Formamid  

2,2M Formaldehyd (37%) 

1 x MOPS 

RLB 

15% Ficoll (Ficoll 400,Serva) 

5 x MOPS 

0,5% Bromphenolblau 

166μg/ml Ethidiumbromid 

20 x SSC 

3M NaCl 

0,3M NaCitrat pH 7,0 

Agarosegel 

Auf 175 ml  

1,75 g Agarose  

126 ml Aqua bidest.  

31,5 ml Formaldehyd(37%)  

17,5 ml 10 x MOPS 

Blotting–Lösung 

Auf 2l: 
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500 ml 20xSSC 

2 ml 10 N NaOH 

1498 ml Aqua bidest. 

 

Die Northern Blot Technik bietet die Option, einzelne RNA Moleküle in einem RNA-

Gemisch qualitativ und quantitativ nachzuweisen. 10µg-20µg GesamtRNA-Isolate wurden in 

der SpeedVac getrocknet, mit RSB rückgelöst (16µl RSB/10µg RNA) und den 

Probenauftragspuffer RLB zugegeben (4µl RLB/10µg RNA). Anschließend sind die Proben 

15 Minuten bei 60°C denaturiert und in Eiswasser abgeschreckt worden. Dann erfolgte das 

Auftragen und elektrophoretische Auftrennen der RNA mittels Agarosegel in 1x MOPS für 

12 Stunden bei 20 Volt. Im Anschluß an die Elektrophorese wurde das Gel unter UV-Licht 

photographiert. Dabei war unter dem UV-Licht die mit Ethidiumbromid angefärbte 18s und 

28s ribosomale Bande zu sehen. Bei qualitativ guter RNA sah man zwei scharfe Banden 

[siehe Abbildung 3.1]. 

 

 

Abbildung 3.1 UV-Licht Aufnahme eines erfolgreich durchgeführten RNA Gelelektrophorese. Durch das 
unter UV-Licht fluoreszierende Ethidiumbromid wird die 28s- und 18s-Bande der aufgetragenen RNA 
sichtbar gemacht.  

 

Die gelelektrophoretisch aufgetrennte RNA ist nun mit der VacuGeneXL-Blot-Apparatur 

gemäß der Gebrauchsanweisung auf eine mit 10xSSC vorbehandelten Nylonmembran 

transferiert und immobilisiert worden. Zur Entfernung anhaftender Agarosereste konnte die 
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Membran kurz in 2xSSC gewaschen werden. Durch UV-Bestrahlung mit dem Stratalinker® 

wurde die RNA kovalent auf der Membran fixiert. 

 

 

 

3.2.4 Synthese von Riboprobes (In vitro Transkription) 
 
Benötigte Substanzen: 

Riboprobe-Ansatz 

1,0 µl linearisierte Plasmidmatrize (1µg/µl) 

4,0 µl 5x Transkriptionspuffer 

4,0 µl Ribo-NTP-Mix (je 2,5 mM rATP, rGTP, UTP) 

2,0 µl 100 mM DTT 

2,5 µl 0,1 mM CTP 

0,5 µl Rnasin (1U/ml) 

5,0 µl α[³²P]-CTP (250µCi) 

1,0 µl RNA-Polymerase (SP6- oder T7-Polymerase, 1U) 

DNaseI-Ansatz 

1,0 µl RNase-freie DNaseI 

5,0 µl 10xDNaseI-Puffer 

24,0 µl DEPEC-Wasser 

 

Die dem zellulären Transkript komplementäre antisense RNA-Hybridisierungssonde ist durch 

in vitro Transkription generiert worden. Die verwendeten rekombinanten Plasmide enthielten 

die interessante cDNA-Gen-Sequenz (MCP-1, c-fos, GAPDH) zwischen zwei starken RNA-

Polymerase Promotoren (SP6- oder T7-Polymerase). Vor der Transkription wurden die 

Plasmide mit Hilfe eines geeigneten Restriktionsenzyms am 5’-Ende der cDNA linearisiert. 

Zur Überprüfung der vollständigen Linearisierung wurde die DNA mittels eines analytischen 

Agarosegels (O,7 %) elektrophoretisch aufgetrennt. Um die Riboprobe-Sonde (antisense) zu 

synthetisieren, wurde die RNA-Polymerase verwendet, die am 3’-Ende der cDNA 

angrenzenden Promotor bindet. Die radioaktive Markierung erfolgt über den Einbau von 

α[³²P]-CTP in die neusynthetisierten RNA-Stränge. Die DNA-Matrize ist nach Beendigung 

der Polymerisation (1 Stunde, 37°C) durch RNase-freie DNaseI (15 Minuten, 37°C) verdaut 

und die nicht-eingebauten freien Nukleotide über Gelfiltration mit einer Push-Column-
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Vorrichtung abgetrennt worden. Die Einbaueffizienz konnte durch Messung im 

Scintillationszähler bestimmt werden. 

 

3.2.5 Hybridisierung 
 
Benötigte Substanzen: 

Hybridisierungslösung 

50% Formamid 

5 x SSPE 

2 x Denhardts 

0,1% SDS 

0,1 mg/ml ultraschallbehandelte, hitzedenaturierte Lachssperma-DNA 

20 x SSPE 

3,6 M NaCl 

0,2 M Na2HPO4 x H2O 

20 nM EDTA, pH 7,7 

100 x Denhardts 

2% Ficoll 400 

2% Polyvinylpyrrolidon 

2% BSA 

Waschlösung 

0,2 x SSPE 

0,1% SDS 

Zur Absättigung unspezifischer Bindungen wurde die Membran für 3 Stunden bei 65°C in 

Hybridisierungslösung präinkubiert. Die Hybridisierungsreaktion erfolgt über Nacht bei 65°C. 

Hierfür ist die Hybridisierungslösung mit 106 cpm/ml α[³²P]-CTP markierten Riboprobesonde 

(siehe oben) versetzt worden. Nach Beendigung der Hybridisierung wurden die Filter bei 

65°C dreimal mit Waschlösung gewaschen. Während dieser aufeinanderfolgenden, jeweils 

30minütigen Waschschritte löste sich die unspezifische gebundene Sondenmoleküle ab. Die 

noch feuchte Membran wurde in Haushaltsfolie eingeschlagen und unter Verwendung einer 

Signalverstärkerfolie bei –80°C auf Röntgenfilm exponiert. Zur Entwicklung ist der 

exponierte Film 5 Minuten im Entwickler belassen, dann 3-5 Minuten gewässert, danach 5 

Minuten fixiert und anschließend weitere 30 Minuten im Wasser gespült worden. 

Standardmäßig wurde bei jedem Versuch eine Hybridisierung mit GAPDH durchgeführt, um 

einen gleichmäßigen Probenauftrag überprüfen zu können.  
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3.2.7 Statistische Auswertung 
 
Alle Experimente wurden dreimal durchgeführt, wodurch die Reproduzierbarkeit der 

Versuche sichergestellt wurde. Die Auswertung der Filme erfolgte zunächst rein visuell durch 

Vergleich der Bandenstärke. Zusätzlich erfolgte eine densitometrische Auswertung der 

Banden mithilfe eines Laser-Densitometers sowie die Auswertung der Messwerte mittels 

kommerzieller Software (Scanalytics ZeroScan), um auch geringe Unterschiede in der 

Expression quantifizieren zu können sowie um Effekte durch ungleichmäßigen Probenauftrag 

ausschließen zu können. Die Daten wurden als arithmetische Mittelwerte plus 

Standardabweichung (+SD) dargestellt. 
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4 Ergebnisse 
 

Monozyten und Makrophagen spielen, wie in dieser Arbeit dargestellt, eine wichtige Rolle in 

der Pathogenese der Atherosklerose. Die Aufgaben der Makrophagen sind nicht nur, wie seit 

langem bekannt, als antigenpräsentierende Zellen für T-Lymphozyten zu dienen, sondern 

auch als Fresszellen oder Scavenger-Zellen Fremdkörper direkt zu beseitigen, wobei sie 

proinflammatorische Mediatoren wie z.B. Wachstumsfaktoren und Zytokine freisetzen. Über 

calciumabhängige intrazelluläre Übertragungswege wirken vermutlich verschiedene Noxen, 

die an der Pathogenese der Atherosklerose, z.B. LDL (Allen 1998) und Shear Stress (Ando 

1988), verantwortlich sind. Durch den initialen Kontakt mit sensibilisierenden Stimuli wird 

eine Reihe von Zellfunktionen heraufreguliert (Johnston 1988). Dies beinhaltet eine erhöhte 

basale, intrazelluläre Kalziumkonzentration wie auch eine vermehrte Fähigkeit zur 

Endozytose (Marodi 1991 und 1993). Besonders Ox-LDL wurden als proinflammatorische 

Stimuli diskutiert, weil durch z.B. Lipidhydroperoxide ein oxidativer Stress ausgelöst werden 

kann, von dem bekannt ist, dass er zu einer AP-1 Aktivierung führt (Uchida 1999, Natarajan 

2001). Oxidationsprodukte der ersten Phase scheinen bei der Rekrutierung von Monozyten 

beteiligt zu sein. Diese schwach oxidierten LDL sind potentielle Induktoren 

proinflammatorischer Mediatoren (Berliner 1990). So werden Endothelzellen durch mm-LDL 

[minimal-modifiziertes LDL] zur Expression von MCP-1 angeregt (Dwivedi 2001). 

Im vorliegenden Zellkulturmodell soll nun untersucht werden, ob es durch Stimulation von 

Calcium-Ionophor A23187 und durch den Zellkontakt zwischen HUVEC und MM6-Zellen zu 

einer vermehrten Expression von MCP-1 und c-fos kommt. Calcium Ionophor A23187 ist 

eine organische Verbindung. Seine Eigenschaft besteht darin, Ca 2+-Ionen zu binden und 

durch Zellmembranen zu transportieren. Durch die intrazelluläre Anhäufung von Ca 2+-Ionen 

wird z.B. Phospholipase A2 aktiviert, die wiederum Fettsäuren (z.B. Arachidonsäuren) aus 

Membranphospholipiden freisetzt. Je nach Versuchsaufbau wurden die Endothelzellen mit 

und ohne Monozyten für 30 Minuten inkubiert und anschließend für 60 Minuten mit A23187 

in einer Konzentration von 10 µMol stimuliert. 

Im Folgenden wird das angewandte Zellkulturmodell erläutert und die Ergebnisse der 

Versuchsreihen dargestellt. 
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4.1 Zellkulturmodell 
 
4.1.1 Expression von MCP-1 und c-fos unter den vorgegebenen Versuchsbedingungen 
 

Der Nachweis einer vitro und in vivo Aktivierung durch atherogene Faktoren gelang 

mittlerweile für das Protoonkogen c-fos  und MCP-1(Korenaga 1997, Shyy 1995). MCP-1 

wird in atherosklerotischen Läsionen gefunden, nicht aber in intakten Gefäßen (Yla-Herttuala 

1991, Nelken 1991).  Transgene Mäuse, die MCP-1 vermehrt exprimieren, hatten ein dreifach 

erhöhtes oxidiertes Lipid sowie eine erhöhte Aktivierung der Makrophagen (Aiello 1999). 

Da in der vorliegenden Arbeit diese Aktivierung simuliert und der Aktivierungsweg 

untersucht werden soll, wurden konfluente Endothelzellmonolayer (HUVEC) und MM6-

Zellen in der in Abschnitt 3.2.1.2 beschriebenen Art und Weise kultiviert und die Inkubation 

mit Stimulation der beiden Zellarten durchgeführt. Die mRNA wurde nach dem in Abschnitt 

3.2.2.2. beschriebenen Verfahren extrahiert und abschließend Northern-Blot Analysen für die 

mRNA von c-fos, MCP-1 und GAPDH durchgeführt.  

Die Abbildung 4.1 zeigt ein Autoradiogramm einer Northern-Blot Analyse für die mRNA von 

MCP-1 und GAPDH, darunter ein Säulendiagramm, in dem die grafische Auswertung der 

mittels Laserdensitometrie ermittelten Dichtewerte der Blots von drei identischen 

Experimenten gezeigt wird. Es konnte in dieser Versuchreihe gezeigt werden, dass die 

Inkubation von HUVEC mit MM6-Zellen zu einer signifikanten Steigerung der Expression 

von MCP-1 mRNA um 87,4% im Vergleich zur alleinigen HUVEC-Kultur führt. Dieser 

Effekt lässt sich in geringerer Ausprägung auch bei der Expression von c-fos nachweisen, wie 

in Abbildung 4.2 zu sehen ist. Hier zeigt sich in der Northern-Blot Analyse für die mRNA 

von c-fos und GAPDH eine Steigerung der Expression von c-fos um 58% bei Inkubation der 

beiden Zellarten im Gegensatz zur alleinigen HUVEC-Kultur. Eine ähnliche c-fos Expression 

konnte Treitl (2004) in durch A23187 stimulierte und verletzte HUVEC nachweisen. 

Die maximale Expression von MCP-1 und c-fos unter diesen Bedingungen wurde für die 

späteren Inhibitionsversuche als Kontrolle auf 100 % festgelegt. 
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Abbildung 4.1 

A: Autoradiogramm einer Northern-Blot Analyse für die mRNA von MCP-1 und GAPDH. Die HUVEC wurden 

für 30 Minuten mit oder ohne MM6 Zellen inkubiert und anschließend mit A23187 für 60 Minuten stimuliert. 

B: Grafische Auswertung der mittels Laserdensitometrie ermittelten Dichtewerte der Blots von drei identischen 

Experimenten. Jeder Balken repräsentiert den Mittelwert +/- Standardabweichung von drei Messungen. Bei 

HUVEC mit MM6 Zellen kommt es zu einer signifikanten Steigerung der Expression von MCP-1 um 87,4% im 

Vergleich zu den HUVEC ohne MM6 Zellen. 
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Abbildung 4.2 

A: Autoradiogramm einer Northern-Blot Analyse für die mRNA von c-fos und GAPDH. Die HUVEC wurden 

für 30 Minuten mit oder ohne MM6 Zellen inkubiert und anschließend mit A23187 für 60 Minuten stimuliert.  

B: Grafische Auswertung der mittels Laserdensitometrie ermittelten Dichtewerte der Blots von drei identischen 

Experimenten. Jeder Balken repräsentiert den Mittelwert +/- Standardabweichung von drei Messungen. Bei 

HUVEC mit MM6 Zellen kommt es zu einer signifikanten Steigerung der Expression von c-fos um 58 % im 

Vergleich zu den HUVEC ohne MM6 Zellen. 
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4.1.2 Trennung der HUVEC und MM6-Zellen im Transwell®-Membransystem 
 
Das Ziel dieser Versuchreihe war festzustellen, ob die Induzierbarkeit von MCP-1 und c-fos 

in diesem Modell vom direkten Zellkontakt zwischen HUVEC und MM6-Zellen abhängig ist 

oder ob die Induktion auch über kurze Distanzen zwischen den Zellen vermittelt wird. 

Grundlage dieser Versuchreihe war die Verwendung von Transwell®-Membransystemen, bei 

denen die MM6-Zellen auf der permeablen Polycarbonatmembran (Porengröße 0,45 μM, 

Membrandicke 10 μM) ausgesät und die HUVEC in der Schale als Monolayer kultiviert 

wurden (Siehe Abbildung 4.3). 

 

 

 
Abbildung 4.3: Schematischer Aufbau des Transwell®-Membransystem-Versuchs 

 

 

Unter den Co-Kulturbedingungen dieser Versuchsreihe demonstrierten HUVEC eine 

Induzierbarkeit für MCP-1 in Anwesenheit von MM6-Zellen, die in direkter Co-Kultur 

deutlich stärker ausgeprägt war als in indirekter Co-Kultur unter Einsatz eines Transwell-

Filters. 

Die indirekten Co-Kulturen exprimierten 54,2% weniger MCP-1 als die direkten Co-

Kulturen, wie in Abbildung 4.4 zu sehen ist. Dies lässt den Schluss zu, dass die 

Induzierbarkeit von MCP-1 in diesem Modell von der Adhäsion der beiden Zellenarten 

abhängig ist. 
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Umgekehrt zeigten die nächsten Versuchsreihen, dass die Induzierbarkeit für c-fos in 

indirekter Co-Kultur genauso ausgeprägt war wie in direkter Co-Kultur. Die Differenz der 

beiden Co-Kulturen betrug im Mittel nur 7,6%, wie in Abbildung 4.5 zu sehen ist. Das 

bedeutet keinen signifikanten Unterschied in der Expression von c-fos zwischen der direkten 

und indirekten, mit Transwell-Filtern inkubierten Co-Kultur. Daraus lässt sich schließen, dass 

ein Zell-Zell-Kontakt für die vermehrte Expression von c-fos nicht notwenig ist. 

 

Außerdem ist anzunehmen, dass die vermehrte Expression von MCP-1 am ehesten aus den 

HUVEC und die von c-fos aus den MM6-Zellen stammen. Wie in Abbildung 4.4 deutlich zu 

sehen ist, stammen 45,4 % der MCP-1 Expression von den HUVEC, und im Vergleich dazu 

werden nur 0,4 % von den MM6-Zellen exprimiert. Bei der Expression von c-fos ist es 

umgekehrt: hier werden 85,5 % des c-fos von den MM6-Zellen exprimiert und nur 22,1 % 

von den HUVEC [Siehe Abbildung 4.5]. Um diese Vermutung zu verifizieren, wurden 

weitere Versuche mit Actinomycin D durchgeführt. 
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Abbildung 4.4 

A: Autoradiogramm einer Northern-Blot Analyse für die mRNA von MCP-1 und GAPDH. Die HUVEC wurden 

für 30 Minuten gemeinsam oder durch das Transwell®-Membransystem getrennt mit den MM6-Zellen inkubiert 

und anschließend mit A23187 für 60 Minuten stimuliert. 

B: Grafische Auswertung der mittels Laserdensitometrie ermittelten Dichtewerte der Blots von drei identischen 

Experimenten. Jeder Balken repräsentiert den Mittelwert +/- Standardabweichung von drei Messungen. Es zeigt 

sich, dass die Steigerung der Expression von MCP-1 vom Zell-Zell-Kontakt abhängig ist.  
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Abbildung 4.5 

A: Autoradiogramm einer Northern-Blot Analyse für die mRNA von c-fos und GAPDH. Die HUVEC wurden 

für 30 Minuten mit Zell-Zell Kontakt oder durch das Transwell®-Membransystemen mit den MM6-Zellen 

inkubiert und anschließend mit A23187 für 60 Minuten stimuliert. 

B: Grafische Auswertung der mittels Laserdensitometrie ermittelten Dichtewerte der Blots von drei identischen 

Experimenten. Jeder Balken repräsentiert den Mittelwert +/- Standardabweichung von drei Messungen. Es zeigt 

sich, dass die Steigerung der Expression von c-fos unabhängig von Zell-Zell-Kontakt exprimiert wird. 
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4.1.3 Induzierbarkeit von MCP-1 in HUVEC 
 

Die beschriebenen Ergebnisse der durchgeführten Experimente legen die Vermutung nahe, 

dass für die vermehrte Expression von MCP-1 die HUVEC verantwortlich sind. Um dies zu 

untersuchen, wurde eine Versuchreihe mit Actinomycin D durchgeführt. Actinomycin D oder 

Dactinomycin (Handelsnamen Lyovac-Cosmegen®, Cosmegen®; Hersteller: MSD) ist ein 

Zytostatikum zur Behandlung von Krebserkrankungen. Es gehört zur Gruppe der 

zytotoxischen Antibiotika. Seine antineoplastische Wirkung wird durch die Bindung an DNA 

vermittelt, wo Actinomycin D die RNA-Synthese hemmt. 

In niedrigen Dosierungen hemmt Actinomycin D die DNA-abhängige RNA-Synthese durch 

Interkalation der Guanin-Nukleotide der DNA. Durch die Bindung an die DNA wird die 

DNA-abhängige RNA-Polymerase blockiert: die Bildung von mRNA unterbleibt und die 

Proteinproduktion nimmt ab. In höherer Dosierung wird durch Actinomycin D auch die DNA-

Replikation gehemmt. Hierbei wird die DNA-Polymerase in ihrer Aktivität blockiert. 

In dieser Versuchreihe wurden die beiden Zellarten für 20 Minuten mit einer Konzentration 

von 5 µg/ml Actinomycin D vorbehandelt, um die Bildung von mRNA zu blockieren. Die 

Versuchreihe wurde so durchgeführt, dass einmal HUVEC und gleichzeitig MM6-Zellen und 

einmal jeweils nur eine Zellart vorbehandelt wurden. In den Versuchen, in denen nur eine 

Zellart blockiert wurde, konnte die jeweils andere Zellart weiter mRNA bilden. 

Die Versuchreihe wurde wie folgt durchgeführt: Die Versuche 1-3 sind Kontrollen, d.h. 

HUVEC, MM6-Zellen und HUVEC+MM6-Zellen werden ohne Actinomycin D inkubiert. In 

den  nächsten drei Versuchen wurden die HUVEC für 20 Minuten mit Actinomycin D 

vorbehandelt, um damit die Bildung von mRNA zu blockieren. Anschließend wurde bei dem 

Versuch 5, 6 und 8 MM6-Zellen zugeben, die MM6-Zellen im Versuch 6 und 8 wurden aber 

ebenfalls 20 Minuten mit Actinomycin D vorbehandelt. Im Versuch 7 wurden mit 

Actinomycin D vorbehandelte MM6-Zellen ohne HUVEC inkubiert. Vor Inkubation der 

Zellen wurde das Actinomycin D wieder ausgewaschen. Damit sollte verhindert werden, dass 

das Actinomycin D nicht die unbehandelten Zellen blockieren konnte.  

In der Abbildung 4.6 ist zu sehen, dass es ausschließlich bei den Versuchen 3 und 8 zu einer 

vermehrten Expression von MCP-1 kommt. Da in Versuch 8 nur die HUVEC mRNA 

exprimieren konnten, führt dies zu dem Schluss, dass die HUVEC für die vermehrte 

Expression von MCP-1 verantwortlich sind. Damit kommt es zu einer MCP-1 Induktion in 

HUVEC durch MM6-Zellen Kontakt und Stimulation, diese Induktion konnte in HUVEC 

bisher durch TNFα und IL-1 ausgelöst werden (Sica 1990). 
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Abbildung 4.6 

A: Autoradiogramm einer Northern-Blot Analyse für die mRNA von MCP-1 und GAPDH. Die HUVEC wurden 

für 30 Minuten mit oder ohne MM6 Zellen inkubiert und anschließend mit A23187 für 60 Minuten stimuliert. 

Zuvor wurden die Zellen je nach Versuchsreihe 20 Minuten mit Actinomycin D (5 µg/ml) vorbehandelt.  

B: Grafische Auswertung der mittels Laserdensitometrie ermittelten Dichtewerte der Blots von drei identischen 

Experimenten. Jeder Balken repräsentiert den Mittelwert +/- Standardabweichung von drei Messungen. Es zeigt 

sich, dass es nur bei unbehandelten HUVEC mit vorbehandelten MM6-Zellen zu einer signifikanten Steigerung 

der Expression von MCP-1 kommt. 
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4.1.4 Induzierbarkeit von c-fos in MM6-Zellen 
 

In einer in derselben Weise aufgebauten Versuchsanordnung zur Expression von c-fos ergab, 

dass in diesem Fall die MM6-Zellen für die vermehrte Expression verantwortlich sind. Damit 

entsteht diese c-fos Expression nicht aus dem gleichen Zelltyp wie bei Treitl (2004), diese 

vermehrte c-fos Expression stammte nicht wie in dieser Arbeit aus MM6-Zellen sondern aus 

den verletzten HUVEC. Wie in Abbildung 4.7 zu sehen ist, ist im Versuch 3 und 5 eine 

vermehrte Expression zu erkennen, und da in Versuch 5 nur MM6-Zellen die mRNA 

exprimieren können, muss die vermehrte Expression folglich von c-fos von den MM6-Zellen 

ausgehen. 

 

Zusammenfassend stammt die vermehrte MCP-1 Expression in diesem in vitro 

Zellkulturmodell von den Endothelzellen, die durch Calcium-Ionophor und die Adhäsion der 

Monozyten aktiviert wurden. „Die Endothelzellaktivierung äußert sich in einer erhöhten 

Adhäsivität des Endothels gegenüber Monozyten und in einer verstärkten Produktion von 

chemotaktischen Faktoren wie MCP-1 (Hansson, 2005; Lusis 2000).“ Diese vermehrte 

Expression von MCP-1 in HUVEC ist vergleichbar mit der von Rimbach (2000) durch 

stimulierte Makrophagen induziert Expression von MCP-1. 

Auch die Aktivierung der Monozyten, die unabhängig von der Endothelzelladhäsion, jedoch 

stimuliert durch Calcium-Ionophor vermehrte c-fos exprimieren, entspricht der Pathogenese 

der Atherosklerose. „Es sind die Monozyten, die wahrscheinlich über ihren Rezeptor CCR2 

und dessen Bindung an MCP-1 aktiviert und angelockt werden (Boisvert 1998; Boring 1998; 

Dawson 1999; Gu 1998).“ Diese vermehrte Expression von c-fos konnte die Gruppe um 

Dokter (1994) bereits nachweisen. 
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Abbildung 4.7 

A: Autoradiogramm einer Northern-Blot Analyse für die mRNA von c-fos und GAPDH. Die HUVEC wurden 

für 30 Minuten mit oder ohne MM6 Zellen inkubiert und anschließend mit A23187 für 60 Minuten stimuliert. 

Zuvor wurden die Zellen je nach Versuchsreihe 20 Minuten mit Actinomycin D (5 µg/ml) vorbehandelt. 

B: Grafische Auswertung der mittels Laserdensitometrie ermittelten Dichtewerte der Blots von drei identischen 

Experimenten. Jeder Balken repräsentiert den Mittelwert +/- Standardabweichung von drei Messungen. Es zeigt 

sich, dass es nur bei vorbehandelten HUVEC mit unbehandelten MM6-Zellen zu einer signifikanten Steigerung 

der Expression von c-fos kommt. 
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4.2 Untersuchung der Eikosanoidsystem vermittelten Signalübertragung 

 
4.2.1 Versuchsreihe zur selektiven Inhibition von Phospholipase A2
 

Die Synthese von Arachidonsäuremetaboliten im menschlichen Blut kann in-vitro durch 

verschiedene Stimuli induziert werden. Hierzu gehören Calcium-Ionophor A23187 (Borgeat 

1979). Um auszuschließen, dass dies der Grund für die Aktivierung der Monozyten oder 

Endothelzellen ist, wurden die HUVEC und MM6-Zellen mit AACOCF3 (Calbiochem 

100109) vorbehandelt. AACOCF3 (arachidonoyl trifluoromethyl ketone) ist ein selektiver 

cytosolischer Phospholipase A2 Inhibitor, der durch Inhibition der Phospholipase A2 (PLA2) 

den gesamten AA-Stoffwechsel blockiert. Um diesen hemmenden Effekt von AACOCF3 

auszugleichen, wurde bei der dritten Versuchsanordnung mit Arachidonsäure (Sigma A9673) 

präinkubiert.  

Es zeigte sich jedoch, wie in Abbildung 4.8 zu sehen, auch hier keine signifikante Hemmung 

der Expression von MCP-1, und auch bei c-fos [siehe Abbildung 4.9] war keine verminderte 

Expression zu erkennen. In Abbildung 4.9 ist die vermehrte Expression von c-fos mit 210,7 % 

auffällig. In diesen Versuchen wurden die HUVEC und MM6-Zellen mit Arachidonsäure 

präinkubiert. Die vermehrte Expression entspricht den veröffentlichen Daten von Danesch 

(1994), bei denen es bei 3T3 Fibroblasten zu einer erhöhten Expression von c-fos kam bei 

Präinkubation mit Arachidonsäure. 

Somit bestätigt sich, wie auch in den Versuchsreihen zuvor, dass der 

Arachidonsäurestoffwechsel keinen hemmenden Einfluss auf die Expression von MCP-1 und 

c-fos hat. Es ist jedoch anzumerken, dass eine 30minütige Präinkubation mit Arachidonsäure 

zu einer 100 % Steigerung der Expression von c-fos führt die durch AACOCF3 nicht 

gehemmt wird, wie in Abbildung 4.9 zu sehen ist. Erste Hinweise auf eine mögliche nicht 

Beteiligung der Phospholipase A2 lieferte die mehrfach zitierte Arbeit von Danesch 1994. Der 

Gruppe gelang es, in einem Zellkulturmodell mit 3T3 Fibroblasten die Beteiligung der 

Proteinkinase C bei der erhöhten Expression von c-fos unter Stimulation mit Arachidonsäure 

nachzuweisen.  
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Abbildung 4.8 

A: Autoradiogramm einer Northern-Blot Analyse für die mRNA von MCP-1 und GAPDH. Die HUVEC wurden 

für 30 Minuten mit oder ohne MM6 Zellen inkubiert und anschließend mit A23187 für 60 Minuten stimuliert. 

Zuvor wurden die Zellen je nach Versuchsreihe 30 Minuten mit DMSO oder Arachidonsäure (AA) präinkubiert. 

Im Versuch 5 und 6 wurde zusätzlich mit AACOCF3 vorbehandelt. 

B: Grafische Auswertung der mittels Laserdensitometrie ermittelten Dichtewerte der Blots von drei identischen 

Experimenten. Jeder Balken repräsentiert den Mittelwert +/- Standardabweichung von drei Messungen. Es zeigt 

sich keine signifikante Hemmung der Expression von MCP-1.  
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Abbildung 4.9 

A: Autoradiogramm einer Northern-Blot Analyse für die mRNA von c-fos und GAPDH. Die HUVEC wurden 

für 30 Minuten mit oder ohne MM6 Zellen inkubiert und anschließend mit A23187 für 60 Minuten stimuliert. 

Zuvor wurden die Zellen je nach Versuchsreihe 30 Minuten mit DMSO oder Arachidonsäure (AA) präinkubiert. 

Im Versuch 5 und 6 wurde zusätzlich mit AACOCF3 vorbehandelt. 

B: Grafische Auswertung der mittels Laserdensitometrie ermittelten Dichtewerte der Blots von drei identischen 

Experimenten. Jeder Balken repräsentiert den Mittelwert +/- Standardabweichung von drei Messungen. Es zeigt 

sich keine signifikante Hemmung der Expression von c-fos, auffällig war die erhöhte Expression von c-fos bei 

Präinkubation mit Arachidonsäure. 
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4.2.2 Inhibition von Cyclooxygenase und Lipoxygenase 
 
Möglcherweise ist bei der Signaltransduktion von MCP-1 oder c-fos der 

Arachidonsäuremetabolismus doch beteiligt. Hinweise dafür lieferte die Gruppe um Danesch 

(1994), die zeigen konnte, dass in 3T3 Fibroblasten die c-fos Expression an den 

Arachidonsäurematabolimus gekoppelt ist. Klinische Studien weisen darauf hin, dass ASS die 

Endothelfunktion bei kardiovaskulär erkrankten Patienten verbessern und die Entwicklung 

atherosklerotischer Gefäßveränderungen verzögern kann (Ranke 1993; Husain 1998; Noon 

1998; Monobe 2001). Auch in verschiedenen Tiermodellen vermindert ASS im Vergleich zu 

Placebo die durch cholesterolreiche Diät oder Verletzung des Gefäßes induzierte 

Atherogenese (Pick 1979; Kim 1983; Schaub 1983; Volker 1990; Paul 2000). Durch ASS 

Gabe sollte im folgenden Versuch ermittelt werden, ob es im verwendeten in-vitro Modell zu 

einer Hemmung der Expression von MCP-1 oder c-fos kommt. Yang (2004) konnte mit ASS 

die durch TNFα induzierte MCP-1 Expression in HUVEC hemmen. Darüber hinaus wurden 

zwei weitere Inhibitoren des Arachidonsäurestoffwechsels untersucht: NDGA 

(Nordihydroguajaretsäure) ein 5-LOX-Inhibitor und Indometacin ein COX-1/2-Inhibitor. 

Indometacin konnte von Danesch zur Inhibition von AA induziertem c-fos in 3T3 

Fibroblasten verwendet werden (Danesch 1994).  

Weder ASS, Indometacin noch NDGA bewirkten in diesen Versuchen eine Hemmung von 

MCP-1 oder c-fos. In Abbildung 4.10 ist zu sehen, dass weder ASS noch die anderen oben 

genannten Inhibitoren einen hemmenden Effekt auf die Expression von MCP-1 haben. ASS, 

NDGA und Indometacin wurden in einer Konzentration von 10 µMol für 30 Minuten mit den 

Zellen inkubiert wie in den Versuchen bei Danesch et al. 

Auch der Hemmversuch, in Abbildung 4.11 dargestellt, zeigt keine Hemmung der Expression 

von c-fos. Zusammenfassend kann nach Auswertung dieser Versuchsreihen festgestellt 

werden, dass weder ASS, NDGA noch Indometacin in diesem Zellkulturmodell zu einer 

signifikanten Hemmung des c-fos führen. Dies lässt den Schluss zu, dass die 

Arachidonsäurekaskade nicht an der vermehrten Expression von MCP-1 und c-fos beteiligt 

ist. 
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Abbildung 4.10 

A: Autoradiogramm einer Northern-Blot Analyse für die mRNA von MCP-1 und GAPDH. Die HUVEC wurden 

für 30 Minuten mit MM6 Zellen inkubiert und anschließend mit A23187 für 60 Minuten stimuliert. Zuvor 

wurden die Zellen je nach Versuchsreihe 30 Minuten mit ASS, NDGA oder Indometacin vorbehandelt. 

B: Grafische Auswertung der mittels Laserdensitometrie ermittelten Dichtewerte der Blots von drei identischen 

Experimenten. Jeder Balken repräsentiert den Mittelwert +/- Standardabweichung von drei Messungen. Es zeigt 

sich keine signifikante Hemmung der Expression von MCP-1. 
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Abbildung 4.11 

A: Autoradiogramm einer Northern-Blot Analyse für die mRNA von c-fos und GAPDH. Die HUVEC wurden 

für 30 Minuten mit MM6 Zellen inkubiert und anschließend mit A23187 für 60 Minuten stimuliert. Zuvor 

wurden die Zellen je nach Versuchsreihe 30 Minuten mit ASS, NDGA oder Indometacin vorbehandelt. 

B: Grafische Auswertung der mittels Laserdensitometrie ermittelten Dichtewerte der Blots von drei identischen 

Experimenten. Jeder Balken repräsentiert den Mittelwert +/- Standardabweichung von drei Messungen. Es zeigt 

sich keine signifikante Hemmung der Expression von c-fos. 
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4.2.3 Versuchsreihe zur selektiven Inhibition von 5-Lipoxygenase 
 
Obwohl in der zuvor dargestellten Versuchreihe zu sehen war, dass die vermehrte Expression 

von MCP-1 und c-fos nicht über den Arachidonsäurestoffwechsel induziert wird, ist in dieser 

Versuchreihe ein zusätzlicher selektiver 5-Lipoxygenase-Inhibitor getestet worden. Der hier 

verwendete Hemmstoff Bay X ist ein selektiver Leukotrien B4-Inhibitor (LTB4), ein 

Translokationshemmer, der keinen direkten Einfluss auf das Enzym hat , sondern der die 

Bindung von der 5-Lipoxygenase an das 5-lipoxygenaseaktivierende Protein (FLAP) 

verhindert und dadurch die 5-Lipoxygenase hemmt. 

Das nicht-peptidische LTB4 wird vermehrt in entzündlichen Exsudaten gefunden. Für 

Leukozyten besitzt LTB4 eine starke chemotaktische Wirkung und führt damit zu einer 

Ansammlung dieser Zellen. Überdies spielt LTB4 eine zentrale Rolle bei der Induktion der 

Expression von endothelialen und leukozytären Oberflächenmolekülen, die für die Adhäsion 

und Transmigration der Neutrophilen ins perivaskuläre Gewebe notwenig sind (Tonnesen, 

1989). In einigen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die prosekretorischen Effekte von 

Granulozyten-Aktivatoren wie dem Calcium-Ionophor A23187 indirekt über endogen 

gebildetes LTB4 oder PAF vermittelt werden (McDonald 1994; Hatzelmann 1994b; Zhou 

1993). Darüber hinaus ist der Lipidmediator wie LTB4 ein chemotaktischer Faktor, der 

Granulozyten zur Endotheladhäsion veranlasst und die nachfolgende Diapedese einleitet 

(Zimmermann 1996). Außerdem konnte gezeigt werden das LTB4 in Monozyten zur 

vermehrten Expression von c-fos führt (Rola-Pleszcynski 1992). 

In den folgenden Versuchsreihen wurde mit Bay X in einer Konzentration von 10 µMol und 

einer Inkubationszeit von 30 Minuten selektiv das Leukotrien B4 gehemmt. Unter Bay X ist 

keine signifikante Hemmung der MCP-1 Expression zu sehen, und auch die Expression von 

c-fos wurde darunter nicht gehemmt, wie in den Abbildung 4.12 und 4.13 zu sehen ist. 
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Abbildung 4.12 

A: Autoradiogramm einer Northern-Blot Analyse für die mRNA von MCP-1 und GAPDH. Die HUVEC wurden 

für 30 Minuten mit oder ohne MM6 Zellen inkubiert und anschließend mit A23187 für 60 Minuten stimuliert. 

Zuvor wurden die Zellen je nach Versuchsreihe 30 Minuten mit Bay X 1005 vorbehandelt. 

B: Grafische Auswertung der mittels Laserdensitometrie ermittelten Dichtewerte der Blots von drei identischen 

Experimenten. Jeder Balken repräsentiert den Mittelwert +/- Standardabweichung von drei Messungen. Es zeigt 

sich keine signifikante Hemmung der Expression von MCP-1. 
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Abbildung 4.13 

A: Autoradiogramm einer Northern-Blot Analyse für die mRNA von c-fos und GAPDH. Die HUVEC wurden 

für 30 Minuten mit oder ohne MM6 Zellen inkubiert und anschließend mit A23187 für 60 Minuten stimuliert. 

Zuvor wurden die Zellen je nach Versuchsreihe 30 Minuten mit Bay X 1005 vorbehandelt. 

B: Grafische Auswertung der mittels Laserdensitometrie ermittelten Dichtewerte der Blots von drei identischen 

Experimenten. Jeder Balken repräsentiert den Mittelwert +/- Standardabweichung von drei Messungen. Es zeigt 

sich keine signifikante Hemmung der Expression von c-fos. 
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4.3 Versuchsreihe zur Untersuchung der Signalübertragung über Adhäsionsmoleküle 
 
4.3.1Versuchsreihe zur Untersuchung der ICAM-1 vermittelten Signalübertragung 
 

Neben E-Selektin trägt die endotheliale Expression von ICAM-1 maßgeblich zur Adhäsion 

von Monozyten bei. Das interzelluläre Adhäsionsmolekül-1 (ICAM-1) wird auf Fibroblasten, 

Leukozyten, Endothel-, Epithel- und vielen Tumorzellen exprimiert (Gearing 1993; Van de 

Stolpe 1996). Als Liganden sind sowohl β2-Integrine (LFA-1; Mac-1) auf Leukozyten 

(Rothlein 1986; Staunton 1988) als auch Rhinoviren (Staunton 1988; Greve 1989) und 

Plasmodium falciparum-infizierte Erythrozyten beschrieben worden (Ockenhouse 1992a; 

1992b). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass ICAM-1 direkt Fibrinogen binden kann 

(Altieri 1993; Languino 1995). Auf Endothelzellen wird es in geringen Mengen konstitutiv 

exprimiert und kann dort nach Stimulation mit TNF, IFN-γ und IL-1 verstärkt nachgewiesen 

werden (Dustin 1986, 1988; Rothlein 1988). Durch Antikörper-Blockade lässt sich in vitro die 

ICAM-1 vermittelte Transmigration von Neutrophilen inhibieren (Furie 1991). 

Um zu verifizieren, ob ICAM-1 eine Rolle in der Signalübertragung der Interaktion der 

MM6-Zellen mit den HUVEC spielt, wurden die Zellen in dieser Versuchreihe 30 Minuten 

mit ICAM-1 Antikörper (R & D Systems Clone BBIG-11 (11C8I)) vorbehandelt und damit 

versucht, den Signalübertragungsweg zu blockieren. 

Es zeigte sich in dieser Versuchsreihe (siehe Abbildung 4.14), dass es zu keiner signifikanten 

Hemmung der Expression von MCP-1 kommt. Auch die Versuchsreihe zur Ermittlung der c-

fos Expression ergab keine signifikante Hemmung, wie in Abbildung 4.15 zu sehen ist. 

Damit kann davon ausgegangen werden, dass die Interaktion der HUVEC mit den MM6-

Zellen in diesem Versuchmodell, die zu einer vermehrten Expression von c-fos und MCP-1 

führen, nicht über ICAM-1 vermittelt wird. 
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Abbildung 4.14 

A: Autoradiogramm einer Northern-Blot Analyse für die mRNA von MCP-1 und GAPDH. Die HUVEC wurden 

für 30 Minuten mit MM6 Zellen inkubiert und anschließend mit A23187 oder DMSO für 60 Minuten stimuliert. 

Zuvor wurden die Zellen je nach Versuchsreihe 30 Minuten mit ICAM-1 Antikörper (5 µg/ml) vorbehandelt.  

B: Grafische Auswertung der mittels Laserdensitometrie ermittelten Dichtewerte der Blots von drei identischen 

Experimenten. Jeder Balken repräsentiert den Mittelwert +/- Standardabweichung von drei Messungen. Es zeigt 

sich keine signifikante Hemmung der Expression von MCP-1. 
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Abbildung 4.15 

A: Autoradiogramm einer Northern-Blot Analyse für die mRNA von c-fos und GAPDH. Die HUVEC wurden 

für 30 Minuten mit MM6 Zellen inkubiert und anschließend mit A23187 für 60 Minuten stimuliert. Zuvor 

wurden die Zellen je nach Versuchsreihe 30 Minuten mit ICAM-1 Antikörper (5 µg/ml) vorbehandelt. 

B: Grafische Auswertung der mittels Laserdensitometrie ermittelten Dichtewerte der Blots von drei identischen 

Experimenten. Jeder Balken repräsentiert den Mittelwert +/- Standardabweichung von drei Messungen. Es zeigt 

sich keine signifikante Hemmung der Expression von c-fos. 
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4.3.2 Versuchsreihe zur Untersuchung der Fibronectin/Kollagen vermittelten 
Signalübertragung 
 

Die extrazelluläre Matrix besteht hauptsächlich aus Kollagenen und einem Netzwerk von 

Glycoproteinen, darunter Fibronectin und Proteoglycane. Die extrazelluläre Matrix dient nicht 

nur als Stützgewebe für Myozyten und Kapillaren, sondern ist auch maßgeblich an Form, 

Funktion, Wachstum und Differenzierung der Zellen beteiligt. Es ist möglich, dass eine 

veränderte Zusammensetzung der extrazellulären Matrix nicht nur ihre Elastizität und somit 

ihre Reaktion auf mechanische Beanspruchung, sondern auch das Zellwachstum, die 

Adhäsion und die Wundheilung beeinflusst. Fibronectin ist ein dimeres Glycoprotein, das in 

der extrazellulären Matrix (ECM) fast aller Gewebe vorkommt und als Brücke zwischen den 

Zellen und dem interstitiellen Kollagennetzwerk dient. Das Integrin Very Late Antigen 4 

(VLA-4) wird auf der Oberfläche der meisten Leukozyten und verwandten Zellen, wie 

Lymphozyten, Eosinophilen, Monozyten, Basophilen und Mastzellen exprimiert (Hemler 

1987).  Das Integrin wurde besonders auf Neutrophilen bei diversen entzündlichen Prozessen 

gefunden (Issekutz 1996). Zwei natürliche Liganden binden an VLA-4, das extrazelluläre 

Molekül Fibronectin über sein Connecting Segment-1 [CS-1] (Wayner 1989) sowie das 

Vascular Cell Adhesion Molecule-1 [VCAM-1] (Elices 1990). Die Interaktion zwischen 

VLA-4 und VCAM-1 und/oder Fibronectin wird als Schlüssel für die Leukozytenadhäsion, 

Migration und Aktivierung gesehen (Vanderslice 2004). Studien verschiedener Gruppen 

zeigten erfolgreich, dass die Verwendung von Fibronectinpeptiden zur Blockade von Zell-

Zell-Interaktion in vitro (Kumar 1996) und Reduzierung von Monozytenrekrutierung führt 

(Wahl 1994, Molossi 1995). Deshalb sollte auf der Grundlage dieser Erkenntnisse untersucht 

werden, ob es möglich ist, mit Fibronectin (Sigma F1141) die in den obigen Versuchen 

beschriebene Aktivierung der MM6-Zellen und der Endothelzellen zu hemmen. Zur Kontrolle 

wurde ein Versuch mit Kollagen (Biochrom), einem weiteren extrazellulären Matrix-Protein, 

durchgeführt.  

Wie in Abbildung 4.16 zu sehen ist, kommt es in Versuchsbedingung 4 zu einer signifikanten 

Hemmung der Expression von MCP-1 um 74,9 %. In diesem Versuch wurden die HUVEC 

und MM6-Zellen mit 30µg/ml Fibronectin für 30 Minuten inkubiert. In der Kontrollgruppe 

mit 30µg/ml Kollagen konnte keine Hemmung der Expression von MCP-1 festgestellt 

werden. 

Im Versuch mit c-fos, wie in Abbildung 4.17 zu sehen, kam es zu keiner signifikanten 

Hemmung, sondern zu einer vermehrten Expression von c-fos um 47,5 % bei Inkubation der 

HUVEC und MM6-Zellen mit Kollagen. 
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Abbildung 4.16 

A: Autoradiogramm einer Northern-Blot Analyse für die mRNA von MCP-1 und GAPDH. Die HUVEC wurden 

für 30 Minuten mit MM6 Zellen inkubiert und anschließend mit A23187 für 60 Minuten stimuliert. Zuvor 

wurden die Zellen je nach Versuchsreihe 30 Minuten mit Fibronectin oder Kollagen (30 µg/ml) vorbehandelt. 

B: Grafische Auswertung der mittels Laserdensitometrie ermittelten Dichtewerte der Blots von drei identischen 

Experimenten. Jeder Balken repräsentiert den Mittelwert +/- Standardabweichung von drei Messungen. Es zeigt 

sich eine signifikante Hemmung der Expression von MCP-1 bei Gabe von Fibronectin. 
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Abbildung 4.17 

A: Autoradiogramm einer Northern-Blot Analyse für die mRNA von c-fos und GAPDH. Die HUVEC wurden 

für 30 Minuten mit MM6 Zellen inkubiert und anschließend mit A23187 für 60 Minuten stimuliert. Zuvor 

wurden die Zellen je nach Versuchsreihe 30 Minuten mit Fibronectin oder Kollagen (30 µg/ml) vorbehandelt. 

B: Grafische Auswertung der mittels Laserdensitometrie ermittelten Dichtewerte der Blots von drei identischen 

Experimenten. Jeder Balken repräsentiert den Mittelwert +/- Standardabweichung von drei Messungen. Es zeigt 

sich keine signifikante Hemmung der Expression von c-fos, bei Gabe von Kollagen kam es eher zu einer 

vermehrten Expression von c-fos. 
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Zusammenfassend ist die MCP-1 Expression im Zellkulturmodell dieser Arbeit signifikant 

durch Fibronectin hemmbar. In den Versuchen mit Kollagen und Arachidonsäure zeigte sich 

eine Steigerung der Expression von c-fos. Ob diese vermehrte Expression von c-fos von den 

MM6-Zellen stammt, ist im Folgenden nicht näher untersucht worden. 
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5 Diskussion 
 

In dieser Arbeit konnte durch verschiedene in vitro Versuchsreihen mit HUVEC und MM6-

Zellen gezeigt werden, dass durch Stimulation mit A23187 eine erhöhte Expression von c-fos 

in MM6-Zellen erreicht wird, die unabhängig von einem Zellkontakt mit HUVEC ist. Die 

vermehrte Expression von MCP-1 in HUVEC ist dagegen von einem Zellkontakt mit den 

MM6-Zellen direkt abhängig. 

Die durchgeführten Versuche zur Hemmung von c-fos in den MM6-Zellen führten zu keiner 

signifikanten Reduktion der Expression von c-fos. Eine Möglichkeit, dies zu erklären, wäre 

eine Überstimulation der MM6-Zellen durch 10 µmol A23187. Im Gegensatz dazu konnte in 

einer Versuchreihe die vermehrte Expression von MCP-1 in HUVEC durch das Glykoprotein 

Fibronectin gehemmt werden. 

 

5.1 VCAM 1 vermittelte MCP-1 Expression 
 
 

Da zahlreiche Untersuchungen VCAM-1 als einen der wichtigsten endothelialen Mediatoren 

bei der Adhäsion und Transmigration von Monozyten bei diesem Phänomen beschreiben, 

verspricht seine Blockade den effektivsten Rückgang der Immunantwort. VCAM-1 wurde 

daher zunächst auf seine Interaktion mit Monozyten untersucht. Die Analysen zeigten, dass 

der Rezeptor sowohl Adhäsion als auch Transmigration der Monozyten vermittelte. 

 

Bisherige Untersuchungen implizierten eine VCAM-1 vermittelte Monozytenadhäsion. So 

wird beschrieben, dass VCAM-1 in humanen  atherosklerotischen Läsionen nachgewiesen 

wurde und mit der Akkumulation von Monozyten korreliert zu sein schien (O’Brien 1996). In 

einfachen in vitro Versuchen konnte gezeigt werden, dass VCAM-1, welches von 

Endothelzellen exprimiert wird, die Adhäsion von Monozyten und Lymphozyten unterstützte 

(Carlos 1990; Cybulsky 1991; Henseleit 1994). Bei Ratten bedingte die erhöhte VCAM-1 

Expression nach der Verletzung von Arterien die Adhäsion von Monozyten und Makrophagen 

(Landry 1997). Ferner bewirkte die Blockade des Rezeptors mit anti-VCAM-1 in 

Durchflussexperimenten, bei denen die Arteria carotis aus ApoE-defizienten Mäusen mit 

Monozyten durchspült wurde, eine Abnahme der gebundenen Monozyten (Huo 2000). Auch 

unstimulierte HUVEC, die mit dem Gen VCAM-1 von Kaninchen transfiziert worden waren, 

zeigten bei laminaren Durchflussversuchen gegenüber nativen Zellen eine signifikante 

Erhöhung von gebundenen Monozyten (Gerszten 1998). Allen Untersuchungen ist jedoch 
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gemeinsam, dass VCAM-1 immer im Verbund mit weiteren endothelialen 

Oberflächenrezeptoren exprimiert wurde. Unter inflammatorischen Situationen werden neben 

VCAM-1, aber auch E-Selektin und ICAM-1 verstärkt exprimiert (Carlos 1994), so dass nicht 

zweifelsfrei geklärt werden konnte, inwieweit die Rekrutierung von Monozyten tatsächlich 

VCAM-1 zugeschrieben werden kann. So wäre es möglich, dass erst die lockere Bindung, die 

durch E-Selektin vermittelt wird, die Ausbildung einer festen Bindung von Monozyten an 

VCAM-1 ermöglicht oder dass vor allem ICAM-1 die Adhäsion der Monozyten vermittelt. 

Derlei Signalfunktion wurde schon in früheren Untersuchungen vermutet (Yoshida 1996). 

Auch die Spezifizierung der vermittelten Leukozytenrekrutierung durch gezielte Blockade 

von VCAM-1 mit anti-VCAM-1 oder die verstärkte Expression von VCAM-1 gegenüber 

anderen Rezeptoren, die Gerszten 1998 erzielten, erlaubten nur den Schluss einer Beteiligung. 

Inwiefern aber durch die gleichzeitige Expression verschiedener Rezeptoren möglicherweise 

intrazellulär Signale generiert wurden, die wiederum die bereits erwähnten oder noch weitere 

Rezeptoren (in)aktivierten, bleibt bisher ungeklärt. Versuche zur Interaktion zwischen 

VCAM-1 und VLA-4 zeigten, dass dadurch auch die Bindung von LFA-1 exprimierenden T-

Zellen an immobilisiertes ICAM-1 induziert wurde (Porter 1997; Chan 2000). 

Eine andere Untersuchung belegte, dass die Blockade des Oberflächenmoleküls mit anti-

VCAM-1 Veränderungen im intrazellulären Ca2+-Spiegel und die Ausbildung von 

Stressfasern bedingte (Lorenzon 1998). Versuche, welche die Interaktion von VLA-4 und 

VCAM-1 an HUVEC analysierten, konnten zeigen, dass VCAM-1 die laterale Migration von 

Monozyten ermöglicht (Weber 1998). Koch  gelang es 1995 zu zeigen, dass VCAM-1 die 

Chemotaxis von Endothelzellen stimulierte. In der gleichen Studie wurde nachgewiesen, dass 

die Angiogenese und die damit einhergehende Wanderung von Endothelzellen durch VCAM-

1 bestimmt wurden. Ähnliche Beobachtungen wurden bei der Transmigration von humanen 

Melanoma-Zelllinien gemacht (Mould 1994). Auch die Arbeit von Gerszten  wies 1998 

darauf hin, dass bei ihren Untersuchungen VCAM-1 offensichtlich an allen Schritten der 

Leukozytenrekrutierung beteiligt war. Die transendotheliale Migration von Monozyten durch 

HUVEC konnte durch anti-VCAM-1 ebenfalls komplett geblockt werden (Shang 1998). Die 

bisherigen Untersuchungen beschränken sich klassischerweise auf die Blockade des 

Rezeptors mit anti-VCAM-1, um eine Beteiligung des Oberflächenrezeptors an den 

Vorgängen der Adhäsion und Transmigration nachzuweisen. Eine gezielte Hemmung durch 

Fibronectin ist schon beschrieben worden. Studien verschiedener Gruppen zeigten erfolgreich, 

dass die Verwendung von Fibronectinpeptiden zur Blockade von Zell-Zell-Interaktion in vitro 
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(Kumar 1996) und zur Reduzierung von Monozytenrekrutierung führt (Wahl 1994, Molossi 

1995). 

Fibronectin vermittelt die Adhäsion zwischen Zellen und extrazellulärer Matrix. Es ist ein 

multifunktionelles Glykoprotein, welches in den folgenden drei Formen vorkommt: Als 

zirkulierendes Plasmaprotein, transientes Adhäsionsmolekül bei einer Vielzahl von Zellen 

oder als unlösliche Fibrille in der extrazellulären Matrix. Im Extrazellulärraum bilden 

Fibronectine Dimere, die durch Disulfid-Brücken quervernetzt werden. Fibronectin bindet 

einerseits an Kollagen und Heparin in der extrazellulären Matrix und andererseits an 

Zelladhäsionsmoleküle wie Integrin. Da die Integrine wiederum über Brückenmoleküle mit 

intrazellulärem Actin verbunden sind, kann das Fibronectin "von außen" Einfluß auf die 

Zellen nehmen. Fibronectin spielt eine wichtige Rolle bei der Zelladhäsion, Migration und 

Differenzierung (Mostafavi-Pour 2003, Rosso 2004). Es enthält verschiedene Aminosäure-

Motive wie RGD, LDV und REDV, die für die Zellbindung wichtig sind. Diese Motive 

werden von verschiedenen Integrinen erkannt und gebunden (Kao 1999), [siehe Abbildung 

5.1]. 

 

 

Abbildung 5.1: Fibronectinprotein mit seinen verschiedenen Bindungsstellen z.B. auch für VLA-4 [α4β1]. 

 

Es wäre also vorstellbar, dass Fibronectin durch eine Bindung an das VLA-4 Integrin die 

Bindung von VCAM-1 behindert und es deshalb nicht zu einer Adhäsion der MM6-Zellen 
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und HUVEC kommt und dies wiederum die MCP-1 Expression hemmt. [Siehe Abbildung 

5.2] 

 

Abbildung 5.2: 

a. Adhäsion des Monozyten durch VLA-4 und VCAM-1 

b. Verhinderung der Adhäsion durch Fibronectin 

 

Vorstellbar wäre auch, dass durch die Bindung des Fibronectins an das VLA-4 Integrin der 

MM6-Zellen diese eine antiinflammatorischen Funktion mit der Expression von z.B. IL-10 

entwickeln, welches dann antiinflammatorisch auf die HUVEC einwirkt und dadurch die 

MCP-1 Expression hemmt. 

 

 

 

5.2 Signaltransduktion von MCP-1 in HUVEC 
 
Die Vermutung, dass die vermehrte MCP-1 Expression über die intrazelluläre 

Arachidonsäurekasakade vermittelt wird, konnte in den Hemmversuchen mit ASS, NDGA, 

Indometacin und AACOCF3 nicht bestätigt werden. Möglicherweise kommt es durch die 

Bindung von VCAM-1 mit seinem Liganden VLA-4 zu einer Aktivierung, die unabhängig 

vom Arachidonsäuremetabolismus ist. Vorstellbar wäre z.B. eine Aktivierung über NF-κB. 

Viele induzierbare Moleküle in Endothelzellen, die bei der Atherosklerose von Bedeutung 

sind, wie z.B. VCAM-1, ICAM-1, E-Selektin oder MCP-1, enthalten NF-κB Bindungsstellen 

innerhalb ihrer Promotorregionen (Neish 1992; Voraberger 1991). NF-κB können also bei der 

Regulation dieser Moleküle beteiligt sein (Lin 1996; Roebuck 1995; Ledebur 1995). 
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Ähnlich der Signaltransduktion bei CD 40 in Epithelzellen könnte VCAM-1 [CD106] über 

TRAF [TNF receptor-associated factor] und die MAP-Kinase-Kaskade NF-κB induzieren 

[siehe Abbildung 5.3]. 
 

 
 
Abbildung 5.3: CD40L Signaling Pathway [Quelle: BioCarta Pathways] (Young 1998, Hayden 2004) 
 
 
Durch die Induktion von NF-κB kommt es zur vermehrten Expression von MCP-1 (Collins 

2001). MCP-1 übt seine Wirkung auf die Zielzellen über G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 

aus, die nach Aktivierung zur Bildung von Inositol-Triphosphat, intrazellulärer 

Kalziumfreisetzung und Aktivierung der Proteinkinase C führen. Ein weiterer Signalweg 

beinhaltet die Aktivierung von Proteinen der Rho-Familie, welche die Zellmotilität reguliert 

(Luster 1998). Seine Hauptfunktion besteht in der chemotaktischen Wirkung auf Monozyten, 

T-Lymphozyten und basophile Granulozyten (Gosling 1999). Aber auch die Extravasation, 

Adhäsion und Phagozytose von Makrophagen werden durch MCP-1 reguliert. Die MCP-1 

Bildung von Endothelzellen trägt entscheidend dazu bei, dass ein Chemokingradient zwischen 

Gefäßlumen und dem subendothelialen Raum entsteht und so Monozyten angezogen werden. 

Auch wenn die MCP-1 Expression in den Endothelzellen noch nicht vollständig verstanden 
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ist, könnte eine Verminderung der Sekretion dieses Chemokins einen vielversprechenden 

Ansatz in der Modulation der Atherogenese darstellen. 

 

 

 

5.3 c-fos Induktion in MM6-Zellen 
 

Die c-fos Induktion ist häufig mit einem Anstieg der intrazellulären Calcium-Konzentration 

assoziiert. Ein Beispiel der c-fos Induktion in Makrophagen zeigt die Abbildung 5.4. 

 

 
 
Abbildung 5.4: Modifizierte Abbildung aus BioCarta Pathways. 

Die Abbildung zeigt eine Mögliche Induktion von c-fos in Makrophagen (Karin 1995; Ghosh 1998; Genot 

2000; Cantrell 1996;  Avruch 1994). 

 
Die Steigerung der Expression von c-fos in den MM6-Zellen könnte dadurch erklärt werden, 

dass möglicherweise das A23187 eine Überstimulation der MM6-Zellen verursachte. Das 

Ionophor A23187, auch als Calcimycin bezeichnet, besitzt eine hydrophobe Außenseite, 

welche eine Passage durch die Doppellipidschicht der Zellmembran ermöglicht. A23187 
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funktioniert als sogenannter ‚shuttle’. Dabei werden Protonen (H+) in einem 

Pendelmechanismus gegen Kationen, vorzugsweise gegen divalente Kationen wie Ca2+ und 

Mg2+, ausgetauscht (Pohl 1990). Dabei kommt es zum Anstieg der intrazellulären Calcium-

Konzentration und möglicherweise zur Aktivierung von Proteinkinase C [PKC], welche über 

NF-κB oder RAS/MAP-Kinasen zur Induktion von c-fos führt. 

Dass die Phospholipase A2 und damit der Arachidonsäuremetabolismus mit der erhöhten 

Expression von c-fos zusammenhängt, ist in diesem Fall nicht wahrscheinlich, da sonst eine 

Hemmung von c-fos durch AACOCF3, ASS, NDGA oder Indometacin hätte stattfinden 

müssen. Es ist nicht auszuschließen, dass durch Zugabe des A23187 es zu einer 

Überstimulation der Monozyten kam, die nicht durch o.g. Stoffe zu hemmen war.  

 

5.4 Stimulation von c-fos durch Kollagen IV 
 
Alle mehrzelligen Organismen sind in Zellverbänden, den Geweben, organisiert, die sich zu 

größeren Funktionseinheiten, den Organen, verbinden. In den Geweben stehen die Zellen in 

engem Kontakt mit komplexen extrazellulären Makromolekülen, die als extrazelluläre Matrix 

(EZM) bekannt sind. Kollagene sind die Hauptproteine der extrazellulären Matrix. Die Zellen 

interagieren mit speziellen Oberflächen-Rezeptoren, den Integrinen (Adams 1993).  Integrine 

können zusätzlich zu ihrer adhäsiven Funktion intrazelluläre Signaltransduktionskaskaden 

aktivieren. Durch Adhäsion werden intrazelluläre Prozesse in Gang gesetzt, die zur 

Umstrukturierung des Cytoskeletts und zur Induktion von Signalkaskaden führen können. 

Diese intrazellulären Vorgänge können ihrerseits Affinität, Expressionsmuster und Spezifität 

der Oberflächen-Rezeptoren beeinflussen (Aplin et al., 1998). So wird Integrin-abhängig die 

intrazelluläre Ca2+-Konzentration erhöht, Tyrosin- und Serin/Threonin-Phosphorylierungen 

induziert, der Inositollipid-Metabolismus beeinflusst und die Aktivität der Familie der kleinen 

GTPasen moduliert (Giancotti 1999; Danen 2001; Schwartz, 2001;  Arthur 2002), [siehe 

Abbildung 5.5]. 
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Abbildung 5.5: Übersichtsschema zur Funktion der Integrine (Hynes 2002) 
Integrine führen zur Rekrutierung von Proteinen wie Talin, 〈-Aktinin, Vinkulin, Paxillin, ILK (Integrin-Linked-
Kinase), FAK (Fokal-Adhesion-Kinase), Adapter-Proteine wie src, Cas und Shc. Die Aktivierung der PI3K 
(Phophaditylinositol-3-Kinase) führt zur Aktivierung von PDK1 (Phosphoinositide- Dependent-Protein-Kinase 
1) und Akt und so zum Überleben der Zellen. Die Regulation der MAP-Kinasen ERK1/ERK2- und JNK- (JUN-
N-Terminal-Kinase) Aktivitäten durch die PKC (Proteinkinase C) stimuliert die Zellproliferation. Die 
Aktivierung der kleinen GTPasen wie Rac1, Cdc42 und Rho durch ROK〈 (RhoA-Binding- Kinase〈) und MLCK 
(Myosin-Light-Chain-Kinase) kontrolliert die Organisation des Cytoskeletts und die Zellmotilität. 
 
Durch diese vielseitige Signaltransduktion der Integrine scheint es möglich, dass das 

zugegebene Kollagen IV Integrin-vermittelt zu einer vermehrten Expression des Immediate-

Early Gene c-fos führen kann. So führt zum Beispiel die Aktivierung vom ERK/MAPK-

Signalweg oder von NF-κB zu einer Induktion von c-fos [siehe Abbildung 5.4]. 

 

5.5 Stimulation von c-fos durch Arachidonsäure 

 

Die gesteigerte Expression von c-fos durch Arachidonsäure wäre durch eine Aktivierung der 

Proteinkinase C [PKC]zu erklären. Diese gesteigerte c-fos Expression unter Beteiligung der 

PKC konnte Danesch 1994 in 3T3 Fibroblasten nachweisen. Proteinkinase C wird nicht nur 

durch Ca2+ und DAG aktiviert sondern auch durch Arachidonsäure (Asaoka 1992). Die PKC 

kann die c-fos Expression über mehrere Wege induzieren [siehe Abbildung 5.4]. Damit ist 

auch erklärt warum AACOCF3 keine Hemmung der c-fos Expression induziert, da der PKC-

Weg unhabhängig von PLA2-Weg ist. 
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6 Zusammenfassung  
 
 

Die Atherosklerose und ihre Folgeerkrankungen stellen die häufigste Todesursache in den 

westlichen Industrienationen dar. Aktuell wird die Atherosklerose als eine immun-mediierte 

Entzündung mit komplexer Interaktion zwischen Lipidstoffwechsel, Leukozyten, 

Thrombozyten und Endothelzellen angesehen. Monozyten/Makrophagen spielen in der 

komplexen Pathogenese eine zentrale Rolle, da sie in jedem Stadium nachweisbar sind. Die 

Erforschung der Interaktion zwischen Endothelzellen und Monozyten/Makrophagen ist somit 

ein zentraler Aspekt zum genaueren Verständnis der Entstehung der Atherosklerose. 

In der vorliegenden Arbeit wurden Veränderungen in der Genexpression an humanen 

vaskulären Endothelzellen [HUVEC] sowie mitbeteiligte intrazelluläre 

Signalübertragungswege nach Interaktion mit Mono Mac 6 Zellen [MM6] in vitro untersucht. 

Schwerpunktmäßig wurde die Genexpression von MCP-1 und c-fos, zwei in der Pathogenese 

der Atherosklerose zentralen Gene, analysiert. 

Experimentell wurde im Zellkulturmodell mit Northern-Blot Technik nachgewiesen, dass 

durch Stimulation und Interaktion der beiden Zellarten die mRNA-Transkription von c-fos 

und MCP-1 induziert wird. Dass die Induktion von MCP-1 von der Adhäsion der HUVEC mit 

den MM6-Zellen abhängig ist, konnte mit Hilfe von Transwell®-Membransystemen gezeigt 

werden. Bei diesem Membransystem sind die MM6-Zellen auf einer permeablen 

Polycarbonatmembran ausgesät und die HUVEC in der Schale als Monolayer kultiviert. 

Dadurch sind die Zellen im gleichen Medium, können aber nicht adhärieren. Durch Versuche 

mit Actinomycin D (zytotoxisches Antibiotikum welches die RNA-Synthese hemmt) konnte 

bestätigt werden, dass es  die HUVEC sind welche vermehrt MCP-1 exprimieren. 

Im Gegensatz dazu zeigten die Actinomycin D-Versuche zur Expression von c-fos, dass die 

gesteigerte Expression in den MM6-Zellen induziert wird. Bei den Transwell®-Versuchen 

war keine Adhäsion der beiden Zellarten nötig um die gesteigerte Transkription der mRNA von 

c-fos in den MM6-Zellen zu induzieren, wohingegen eine verstärkte Expression von MCP-1, wie 

oben erläutert, in den HUVEC nur bei Zelladhäsion stattfand. (siehe Abbildung 6.1). 
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Abbildung 6.1 

a. Gesteigerte MCP-1 Expression aus HUVEC durch Adhäsion  induziert. 

b. Gesteigerte c-fos Expression aus MM6-Zellen ohne Adhäsion induziert. 

 

 

Ein weiterer wichtiger Aspekt aus den Ergebnissen dieser Arbeit ist, dass die gesteigerte 

Expression von c-fos durch die Zugabe von Kollagen und Arachidonsäure noch verstärkt 

werden konnte. Möglicherweise handelt es sich bei der vermehrten Expression von c-fos um 

eine beginnende Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen wie sie in der Pathogenese 

der Atherosklerose beschrieben wird.  

Bei der Signaltransduktion konnte die Beteiligung des Arachidonsäurestoffwechsels bei der 

Synthesesteigerung der mRNA von c-fos durch Versuche mit ASS, Indometacin, NDGA 

(Nordihydroguajaretsäure) und Bay X nicht betätigt werden. Eine Erklärung hierfür wäre, 

dass die zugegebene Arachidonsäure als „Second Messenger“ die Proteinkinase C induzieren 

aber nicht im Arachidonsäure-metabolismus verstoffwechselt werden kann.  

Die Versuche die vermehrte MCP-1 Expression aus den HUVEC durch die oben genannten 

Cyclooxygenase-oder Lipoxygenase-Hemmstoffe zu hemmen führten zu keinem signifikanten 

Ergebnis.  

Darüber hinaus konnte in weiteren Versuchen dieser Arbeit die vermehrte Transkription von 

MCP-1 in den HUVEC durch Fibronectin gehemmt werden, was darauf schließen lässt, dass 

das vascular cell adhesion molecule 1 [VCAM-1] als Adhäsionsmolekül eine wichtige Rolle 

bei der  
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interaktionsinduzierten Transkription von MCP-1 spielt. Fibronectin kann mit seiner 

Bindungsstelle für VLA-4, welches die Bindungsstelle für die Endothelzellen an die 

Monozyten ist, die Bindung zwischen VLA-4 und VCAM-1 verhindern (siehe Abbildung 

6.2). Möglichweise kann  Fibronectin nicht nur die vermehrte MCP-1 Transkription sondern 

auch die Adhäsion der Monozyten an die Endothelzellen verhindern und somit zwei 

bedeutende Schritte in der Pathogenese der Atherosklerose beeinflussen. 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 6.2 

a. Adhäsion des Monozyten durch VLA-4 und VCAM-1 

b. Verhinderung der Adhäsion durch Fibronectin 

 

 

Zusammenfassend können die Ergebnisse dieser Arbeit Ansatzpunkte für die weiterführende 

Erforschung der zugrunde liegenden Signalübertragungswege liefern, auf deren Grundlage 

zukünftige Modelle zur Prävention und Behandlung der Atherosklerose aufbauen können. 
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