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ZUSAMMENFASSUNG

Kardiovaskulare Erkrankungen sind die haufigste Todesursache in zunehmend mehr Landern
und stehen dadurch im ungebrochenen Interesse der Forschung. Als chronische Vorstufe zu
akut — eintretenden und oft folgenschweren Ereignissen spielt die Arteriosklerose eine wichtige
Rolle, deren Entstehung und Verlauf negativ mit dem HDL — Cholesterin Spiegel in der Zirku-
lation assoziiert ist. Als wichtige Eigenschaft tragt der HDL — vermittelte reverse Cholesterin-
transport vom extrahepatischen Gewebe zur Leber in beachtlicher Weise zur anti-atherogenen
Funktion bei. Uberdies konnte mit der Paraoxonase 1 (PON1) aber auch ein mit HDL assozi-
iertes Enzym gefunden werden, das durch seine Fahigkeit zur Hydrolyse von Lipidperoxiden
fur die anti-oxidativen Effekte des HDL verantwortlich ist, wobei diese positiven Charakteristika
auf funktionelles HDL beschrankt sind. Zu genannten Eigenschaften zahlt auch die Fahigkeit
von HDL, die endothelial nitric oxide synthase (eNOS) zu stimulieren und mit der damit ver-
bundenen Produktion von NO indirekt weitere anti - inflammatorische und anti — thrombotische
Effekte auszulosen. Die endotheliale Lipase (EL) spaltet bevorzugt Phospholipide in der
Membran von HDL — Partikel und beeinflusst dadurch die Plasmakonzentration des HDL -
Cholesterins.

Im Rahmen dieser Masterarbeit sollte der Effekt der endothelialen Lipase auf die Komposition
und Funktionalitat von HDL in vitro bestimmt werden. Im Anschluss an durchgefihrte Zellkul-
turexperimente, bei denen EL- und kontrollinfizierte HepG, — Zellen fur 16 h in Medium mit
zugesetztem HDL oder Plasma inkubiert wurden, erfolgte nach der Isolierung, unter Anwen-
dung diverser Methoden die Charakterisierung des HDLs. Mit der Ausnahme der Myografie,
zeigte sich bei allen Messungen ein &hnliches Ergebnis von HDL- und Plasmamodifikationen.
Im Besonderen liel3 sich eine Spaltung der Phospholipide im HDL durch eine offensichtlich
erfolgreiche Infektion der HepG2 — Zellen mithilfe unterschiedlicher Methoden bestétigen. Ne-
ben einem direkt sichtbaren GroRenunterschied von EL- und Kontroll — HDL an Coomassie-
und Sudan — gefarbten, nativen Gradientengelen, konnte mittels Kitmessungen auch eine sig-
nifikante Erniedrigung im Phospholipidgehalt der EL — Proben festgestellt werden. Uberdies
wurde dieser Unterschied in Gré3e und Lipidanteil durch die sehr prazise Messmethode der
SAXS — Analyse bestatigt.

Der Gehalt und die Aktivitdt von PON1 zeigte ebenfalls eine signifikante Erniedrigung der EL
— Proben im Vergleich zur Kontrolle, was anhand PONL1 — spezifischer Western Blots und der
Messung der Arylesteraseaktivitt unter Einsatz von Phenylacetat bestimmt wurde. Als weitere
Analyse der Funktionalitat des modifizierten HDLs sollte mithilfe eines weiteren Zellkulturex-
periments mit der Endothelzelllinie EA.hy926 und angeschlossener HPLC — Messung aus dem
Inkubationsmedium der eNOS — spezifische Nitritgehalt festgestellt werden. Dabei ergab sich
ein deutlicher Trend eines geringeren Nitritgehalts der EL — Proben, welcher allerdings durch

Wiederholung der Experimente auf seine statistische Relevanz tberprift werden sollte.
1



Zusammenfassend lasst sich aus den Ergebnissen schliel3en, dass HDL durch die Modifika-
tion der EL signifikant in der Partikelgrof3e verandert wird. Zudem scheint es eine Abschwa-
chung von anti — atherogen geltenden Effekten des EL — HDLs im Vergleich zur Kontrolle zu
geben.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases belong to the leading death causes worldwide and therefore are in
the unabated focus of interest of many research groups. It has been shown that the develop-
ment and progression of atherosclerosis is inversely correlated with plasma levels of HDL —
cholesterol. Some important functions which contribute to this effect are the HDL - mediated
transport of excess cholesterol from peripheric tissue to the liver (reverse cholesterol transport)
for its further metabolism and excretion. Furthermore the attachment of the enzyme
paraoxonase 1 (PON1) to HDL which facilitates hydrolysis of lipid peroxides and thereby pre-
vents progression of atherosclerosis as well as the activation of endothelial nitric oxide syn-
thase (eNOS) by HDL with subsequent NO release in the vessels are also contributing to the
anti — oxidative and anti — inflammatory effects of HDL. Most of these properties of HDL only
for the lipoprotein in its native state and it can act in the opposite way when it becomes dys-
functional. Due to its ability to cleave preferentially phospholipids in the membrane of HDL —
particles the endothelial lipase (EL) has been shown to be an important determinant of HDL-C
plasma levels in vivo.

The aim of this study was to examine the effect of the endothelial lipase on the composition
and functionality of HDL in vitro by the means of cell culture experiments using EL- and control
infected HepG: cells with 16 h of incubation in medium with added HDL or plasma. Isolation of
the modified HDL was followed by several methods to characterize the impact of EL and hence
an observed cleavage of phospholipids by kit measurements of total phospholipid content but
also using coomassie as well as sudan staining of native gradient gels and the precise methods
of small angle x-ray scattering (SAXS) confirmed the successful infection of HepG2 cells with
the EL — carrying virus. All the mentioned analyses resulted in a significant decrease in particle
size and phospholipid content of EL — modified HDL compared to the control. Additionally,
PON1 specific western blots as well as measurements of arylesterase activity indicated a sig-
nificant lowering of the presence as well as activity of PON1 in EL samples. The eNOS-specific
measurements were done by means of another cell culture experiment using the endothelial
cell line EA.hy926 and addition of modified HDL with following HPLC analysis of the medium.
The same effects could have been in two single experiments and basically gave the hint that
EL - modified HDL impairs the activity of eNOS. For statistical approval of these findings rep-
etitions of the experiments have to be measured.

In conclusion, the results of this study show a remarkable impact of EL on the characteristics
of HDL regarding particle size, PON1 availability and eNOS activation which all contributes to

an impairment of the anti — atherogenic functions associated with functional HDL.
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1 EINFUHRUNG

1.1 LIPOPROTEINE IM ALLGEMEINEN

Neben den Chylomikronen, Very Low Density — Lipoproteinen (VLDL) und Low — Density
Lipoproteinen (LDL), gehéren High- Density Lipoproteine (HDL) zur Gruppe der Lipoproteine,
welche im Koérper die wichtige Aufgabe des Transports von Lipiden Gbernehmen. Durch die
hydrophoben Eigenschaften der Triacylglycerine, Phosphoglycerine, freien Fettsauren, und
des Cholesterins (frei und auch verestert) ergibt sich die Notwendigkeit von speziellen Trans-
ferproteinen, um genannte Molekule im hydrophilen Transportmedium ,Blut” vom Aufnahme -
bzw. Entstehungsort an den Wirkungs - oder Ausscheidungsort zu bringen. Die Bezeichnun-
gen der jeweiligen Klassen der Lipoproteine erklaren sich durch die Auftrennung entsprechend
ihrer Dichte in der préparativen Ultrazentrifugation, wobei in obiger Reihenfolge Chylomikro-
nen die geringste, und HDL die grof3te Dichte aufweisen. Weiters unterscheiden sie sich auch
in ihrem Lipidgehalt und dem Verhaltnis von Lipiden zu Proteinanteilen. Im Detail sind Lipopro-
teine aus unterschiedlichen Apolipoproteinen aufgebaut, welche entscheidend fir ihre Auf-
nahme in Zellen durch Erkennung an verschiedenen Rezeptoren oder an ihnen auftretende
Modifikationen, wie zum Beispiel Spaltung durch Enzyme durch allosterische Akitivierung sein
kénnen. Bisher sind mit den einzelnen Untergruppen zwolf verschiedene, im menschlichen
Serum enthaltene Apolipoproteine beschrieben, welche spezifisch in den einzelnen Lipopro-

teinklassen auftreten (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Eigenschaften der unterschiedlichen Apolipoproteinklassen. Unveran-
dert Ubernommen und online verfligbar unter: http://link.springer.com/se-
arch?query=Tab.+24.3&search-within=Book&facet-book-d0i=10.1007%2F978-3-

Apalipoprotain Lipoprotain Molekilmasse (kDa) Syntheseort Funktion

1 Chylomikronen, HDL 28,5 Leber, Darm Strukturelement, Aktivator der LCAT

All HDL 17 Leber Strukturelement, Aktivator der hepatischen
Lipase

AN Chylomikranen, HOL A6 Darm Strukturelement, Aktivator der LOAT

AV WLDL, HOL 38 Leber Aktivator der hepatischen Lipase

[ VLIDL, LDL 513 Leber Ligand des ApoB,s-Rereptors

By Chylomikronen 241 Darm Strukturelement

al] Chylomikronen, VLDL, HDL 7.6 Leber Aktivator der LCAT

Cil Chylomikronen, VLDL, HOL a9 Leber Aktivator der LPL

e Chylomikronen, VLDL, HDL 87 Leber Inhibitor der LPL

(¥ HDL 33 Libr Aktivator der LCAT, Struktureéberment

E Chylomikronen, VLDL HOL, [LDL) 34 Leber Ligand des ApoE-Rezeptors

M HOL, VLOL 13 Leber, Nieren Unbsekanmnt

* Nicht sustauschbare Apolipoproteineg,
LCAT: Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase; LPL: Lipoproteinlipase,



Bemerkenswert ist hierbei, dass ApoBigo, wie auch ApoBus die einzig nicht austauschbaren
Proteine der Apolipoproteine sind, sondern immer, wie im Fall von ApoBioo Teil der VLDL oder
LDL sind bzw. ApoBa4g immer in Chylomikronen zu finden ist,. Dagegen sind die Proteine der
Gruppe A, C, D und E wasserl6slich und zwischen den Lipoproteinen austauschbar.
Wahrend Chylomikronen ein Lipid- Proteinverhaltnis von 98:2 aufweisen, kann sich das bis zu
den HDL hin zum Verhaltnis 50:50 verschieben.

1.1.1 AUFGABEN DER UNTERSCHIEDLICHEN LIPOPROTEINKLASSEN

Zu ihrem Ort der Entstehung und ihren Aufgaben lasst sich Gber Lipoproteine zusammenge-
fasst sagen, dass der Grof3teil in der Leber produziert wird und dass sie fur den Transport von
Lipiden vom Aufnahmeort zur Leber und von dort weiter zum extrahepatischen Gewebe und
zuriick verantwortlich sind. Ein Fehlen von diversen Komponenten (z.B. Rezeptoren, Enzyme,
Regulatoren) dieses Kreislaufes kann zu schweren Einschrankungen der Vitalitat im Organis-
mus fuhren.

Chylomikronen sind sehr reich an den in den Mukosazellen der Darmschleimhaut resyntheti-
sierten TAG, welche zuvor Uber die Nahrung aufgenommen und durch die Pankreaslipase
gespalten wurden. Uber die intestinalen Lymphgange sammeln sie sich im Ductus thoracicus,
bevor sie Uber die Pfortader weiter zur Leber transportiert werden. Vom Prinzip her ahnlich,
aber noch nicht vollstandig aufgeklart funktioniert der Aufbau der VLDL, welche gegenlber
den Chylomikronen einen leicht gesteigerten Gehalt an Phospholipiden und Cholesterin zei-
gen und in der Leber synthetisiert werden. Besondere Aufmerksamkeit gilt hierbei im Allge-
meinen den cholesterinreichen VLDL, welche als Folge von hohen Cholesterinspiegel in der
Leber entstehen und potentiell Arteriosklerose auslésen konnen. Auf den genaueren Entste-
hungsprozess dieser Erkrankung wird spater noch né&her darauf eingegangen. Chylomikronen
sowie auch VLDL tauschen durch Wechselwirkung mit HDL-Partikeln ihre Apolipoproteinkom-
position aus. Im Speziellen erfolgt ein Austausch der Klassen ApoE und ApoC, was zur Folge
hat, dass die an der Plasmamembran von Kapillarendothelzellen und extrahepatischem Ge-
webe sitzende Lipoproteinlipase (LPL) aktiv wird, deren Cofaktor unter anderem die Subklasse
ApoCll ist und welche die Spaltung von TAGs in Glycerin und Fettsduren katalysiert. Diese
freien Fettsauren werden vom umliegenden Gewebe als Energiequelle genutzt und aus dem
VLDL-Partikel entsteht durch die Spaltung zuerst ein Lipoprotein mittlerer Dichte (IDL = inter-
mediate-density lipoprotein), bevor daraus durch weiteres Prozessieren das etwas dichtere
LDL gebildet wird. Von den 4 Klassen der Lipoproteine, weisen LDL den hochsten Gehalt an
Cholesterin bzw. Cholesterinester auf und transportieren diese Metabolite zur Leber und den
extrahepatischen Geweben, wo deren Biosynthese reguliert wird. Eine Schliisselrolle spielt

hierbei der an der Oberflache von extrahepatischen Zellen sitzende LDL — Rezeptor, deren




Ligand das Apolipoprotein Bioo am LDL ist. Eine detaillierte Beschreibung der Funktion dieses
Rezeptors findet sich im Anschluss an dieses Kapitel unter 1.1.2 Exkurs: LDL-Rezeptor.

Die noch ausstehende Klasse der HDL wird aufgrund ihrer zentralen Rolle in dieser Arbeit in
einem eigenen Kapitel ausfihrlicher behandelt. Im Wesentlichen ist HDL aber fur den reversen
Cholesterintransport vom extrahepatischen Gewebe zur Leber und somit zum Ort der Aus-
scheidung verantwortlich und gilt zudem in der Zirkulation als entziindungshemmend, antioxi-

dativ und antiatherogen wirksam [2—4].

1.1.2 EXKURS: LDL-REZEPTOR

Der Rezeptor, aufgebaut aus einer Transmembrandomane, einem N-terminalen extrazellula-
ren Anteil sowie einem intrazellularen C-Terminus, wird als Vorlauferprotein im rauen endop-
lasmatischen Retikulum synthetisiert und weiter im Golgi- Apparat prozessiert, bevor er an der
Zelloberflache, bereit fir die Interaktion mit sich an LDL - befindlichen ApoBigo, erscheint. Bei
erfolgreicher Bindung eines Liganden kommt es zur Endozytose der Komplexe durch Wech-
selwirkung des Adapterproteins AP2 der Rezeptoren mit Clathrin und anschliel3ender Bildung
von coated pits und spater coated vesicles. Nach Auflosung der Clathrinschicht bilden sich
durch ATP-getriebenem Aufbau eines Protonengradienten frilhe Endosomen mit saurem pH-
Wert, welcher die Dissoziation von LDL und Rezeptoren bewirkt. Wahrend letztere rezykliert
und zuriick an die Zelloberflache transportiert werden, werden die Lipoproteine in Lysosomen
abgebaut, wo zudem auch der in LDL enthaltene Cholesterinester durch eine saure Lipase in
freies Cholesterin gespalten wird, welches weiter ins Cytosol Uibergeht und infolge einerseits
am ER durch Aktivierung einer Signalkaskade die Cholesterinbiosynthese hemmt und ande-
rerseits Uber einen allosterischen Effekt die Acyl-CoA-Acyltransferase (ACAT) aktiviert. Diese
fuhrt wiederum zur Veresterung des freien Cholesterins in der Zelle und zur Speicherung der
entstandenen Cholesterinester in Lipidtropfchen. Somit spielt der LDL- Rezeptor eine bedeu-
tende Rolle im Cholesterinstoffwechsel und assoziierten pathologischen Zustéanden, was LDL-

Rezeptor — Knock - Out Versuche in den Fokus vieler Studien brachte [3].




1.2HDL

Diese Klasse der Lipoproteine umfasst eine sehr uneinheitliche Gruppe von Proteinen mit un-
terschiedlicher Form und Komposition. Je nach Protein- sowie Lipidgehalt kbnnen mindestens
drei verschiedene Subgruppen unterschieden werden:

e Diskoidale HDL

e HDL> (8,8 - 12 nm Durchmesser)

e HDL;3 (7,2 — 8,8 nm Durchmesser) [5]

Das dominierende Apolipoprotein von HDL stellt das ApoA-I dar, welches von der Leber in
einer lipidarmen Form sekretiert wird [4]. Diskoidale HDL entstehen durch Bindung von Cho-
lesterin und Phospholipiden mit den fiir HDL-charakteristischen Apolipoproteinen ApoA-I und
A-ll, welche neben der Neusynthese in Leber- und intestinalen Mucosazellen auch durch
Transfer von triacylglycerinreichen Chylomikronen und VLDL zur Verfligung stehen. Eine wich-
tige Rolle bei der Ubertragung der Lipide auf HDL spielen hierbei der ATP-abhangige Lipid-
transporter ABCAL (ABC=ATP binding cassette) und das Phospholipidtransferprotein (PLTP).
Die initiale Lipidierung der ApoA-I-Partikel erfolgt tberwiegend in Leber- und Darmzellen [6].
Das ebenfalls in der Leber produzierte Enzym, Lecithin- Cholesterin-Acyl-Transferase (LCAT),
bindet an ApoA-I und katalysiert die Umsetzung von Cholesterin und Phosphatidylcholin (PC)
in Cholesterinester und Lysophosphatidylcholin (LPC) mit der Folge, dass das HDL eine
micellare, kugelige Form annimmt, einerseits durch Akkumulation der hydrophoben Choleste-
rinester im Kern und andererseits durch Abdiffundieren des wasserloslichere LPC aus der
Oberflache. Der dadurch frei werdende Platz wird mit Cholesterin aus extrahepatischem Ge-
webe (reverser Cholesterintransport), ermdéglicht durch die Lipidtransportproteine ABCA1 und
ABCG1, die den Transfer durch die Plasmamembran vermitteln, aufgefillt. Die dabei entste-
hende Fraktion des HDL; wird durch LCAT weiter modifiziert und nimmt Material aus den beim
Abbau von VLDL entstehenden Resten auf. Durch diesen Ubertrag von Phospholipiden und
ApoC und E entsteht HDL,. Als HDL; bezeichnet man jenen Anteil von HDL,, welcher nur
ApoE enthalt [3]. Wahrend es mit Methoden, wie zum Beispiel sequentieller Ultrazentrifuga-
tion, Massenspektrometrie, Gradientengel-elektrophorese, bereits viele Méglichkeiten zur Be-
stimmung der Partikelgrof3e und Zusammensetzung des HDL gibt, konnte bisher noch kein
zufriedenstellendes Assay, welches auch im Hochdurchsatzverahren anwendbar ist, zur Be-
stimmung der Funktionalitat von HDL entwickelt werden [7].

Fur die Aufnahme der in HDL transportierten Lipide aus dem extrahepatischen Gewebe, wie
auch in die Leber, und somit dem Ort ihrer weiteren Metabolisierung und Ausscheidung, sind
neben einer moglichen direkten Aufnahme des HDL, durch Rezeptoren fir ApoE und ApoA-I

folgende Wege beschrieben:




*  Aufnahme von Cholesterinester durch scavenger receptor-B1 (SR-B1-Rezeptor), wo-
bei aus HDL> wieder diskoidales HDL oder HDL3 entsteht.

*  Ein durch Cholesterinester-Transportprotein (CETP) vermittelter Austausch von TAGs
der VLDL mit Cholesterinester der HDL,, woraufhin VLDL durch die Anreicherung mit
Cholesterinester eine Ahnlichkeit mit LDL entwickeln und am LDL-Rezeptor binden und
aufgenommen werden konnen. Dieser CETP-vermittelte Austausch von Cholesterin
des protektiven HDL hin zur Klasse des als atherogen geltenden VLDL bzw. LDL bringt
maoglicherweise proatherogene Effekte mit sich, was auch zur klinischen Untersuchung
der medikamentds vermittelten Hemmung von CETP fihrte. Bisher konnte aber noch
keine erfolgreiche Form dieses vielversprechenden Therapieansatzes etabliert wer-
den.

*  Abbau der TAG-reichen HDL: durch die hepatische Triacylglycerinlipase (HL) lasst wie-
derum dikoidales HDL und HDL; entstehen [3, 4].

1.2.1 EXKURS: CHOLESTERIN

Einen wichtigen Metabolit fir den menschlichen Organismus stellt das Cholesterin dar. Essen-
tiell fur die Bildung von Steroidhormonen und neben Phospholipiden und Sphingolipiden ein
typisches Membranlipid tierischer Zellmembranen, wird es entweder Uber die Nahrung aufge-
nommen und kann zudem auch endogen synthetisiert werden. Bemerkenswert ist dabei, das
zwei Drittel des taglichen Cholesterinbedarfs tiber die Biosynthese gedeckt werden, wahrend
nur ein Drittel Uber die Nahrung aufgenommen wird, wobei es als typisches Produkt des tieri-
schen Metabolismus in grof3eren Mengen nur in tierischen Produkten, wie beispielsweise Mus-
kelfleisch und Eigelb vorkommt. Viele Zellen des Korpers haben die Mdglichkeit, Cholesterin
in Form von Cholesterinester intrazellular zu speichern. Der Abbau des Cholesterins gestaltet
sich hingegen aufgrund des Steranskeletts als nicht durchfihrbar und so kann dieses Ring-
system nur durch einer in der Leber stattfindenden Umwandlung zu Gallensauren, welche wie-
derum fir eine funktionierende Lipidverdauung unerlasslich sind, weiter verstoffwechselt und
letztendlich ausgeschieden werden. Aufgrund seines Aufbaus zahlt Cholesterin zu den Isop-
renlipiden und wird in einer Kette von Reaktionen, ausgehend vom Acetyl-CoA aufgebaut. Die
Bildung gliedert sich in folgende vier Phasen:

*  Bildung von Mevalonat aus Acetyl-CoA unter Beteiligung der HMG-CoA-Reduktase

(B-Hydroxy-B-Methyl-Glutaryl-CoA)
*  Aus der Mevalonsaure entsteht ,aktives Isopren® (Isopentenylpyrophosphat)
*  Kondensation zum Squalen (30 C-Atome)

* Uber 22 Teilreaktionen zyklisiert Squalen zum Cholesterin




Der Zusammenhang zwischen aufgenommenem Cholesterin und der Geschwindigkeit der en-
dogenen Biosynthese ist schon seit Langerem bekannt und lasst sich durch sogenannte
Sterolregulationselemente 1 (SRE-1) in der Promotorregion wichtiger Synthesegene erklaren.
Versuche haben gezeigt, dass sich besonders die mRNA Menge kodierend fur die HMG-CoA-
Reduktase, die HmG-CoA—Synthase, die Prenyltransferase, aber auch den LDL-Rezeptor
von der vorherrschenden Cholesterinkonzentration beeinflussen lasst. SRE1 gilt als enhancer,
der bei erfolgter Bindung von Transkriptionsfaktoren (sogenannten sterol regulatory element
binding proteins = SREBP) die Transkription obig genannter Gene induziert. Im Detail bindet
SREBP in der Membran des ER an ein aus 8 Transmembrandomé&nen bestehendes Protein,
welches als SCAP (SREBP-cleavage activating protein) bezeichnet wird. Finf dieser Trans-
membrandomanen dienen als Cholesterinsensor, dessen Aktivierung bei ausreichender Cho-
lesterinkonzentration dazu fuhrt, dass der SREBP-SCAP Komplex an ein weiteres Protein,
dem sogenannten Insig (insulin induced gene), bindet und somit in der ER-Membran fixiert
wird. Kann kein Cholesterin am SCAP binden, 18st sich der Komplex und wandert weiter zum
Golgi-Apparat, wo SREBP von zwei Proteasen (S1P und S2P) geschnitten wird und der
dadurch freigesetzte N-Terminus, bestehend aus einem Helix-turn-Helix Motiv, weiter in den
Zellkern transloziert und dort als Transkriptionsfaktor wirkt und zu einer verstarkten Transkrip-
tion aller an der Cholesterinbiosynthese beteiligten Gene fiihrt. Neben der beschriebenen Re-
gulation auf Transkriptionsebene, spielt vor allem die HMG-CoA-Reduktase als geschwindig-
keitsbestimmendes Enzym bei der Synthese des Cholesterins eine entscheidende Rolle. Ver-
gleichbar mit SCAP, ist die HMG-CoA-Reduktase in der Membran des ER lokalisiert und hat
durch die Transmembrandomanen ebenfalls sensorische Eigenschafen, sensitiv flir Choleste-
rin und Oxysterole. Bei Bindung solcher Molekile werden eine Ubiquitinierung und der damit
verbundene Abbau des Enzyms induziert. Uberdies wird die HMG-CoA-Reduktase auch durch
eine reversible Phosphorylierung inaktiviert, welche durch die AMP-aktivierte Proteinkinase
(AMPK) vermittelt wird. Letztere ist wiederum bei gesteigerten AMP-Konzentrationen in der
Zelle aktiv, ausgelOst unter anderem bei Zustédnden des Energiemangels, wo es sinnvoll er-
scheint, auf energetisch aufwendige Syntheseprozesse zu verzichten.

Wie bereits erwahnt, kann das Sterangertist des Cholesterins nur in Form von Gallensauren
schlussendlich ausgeschieden werden. Zudem hat sich auch herausgestellt, dass die Choles-
terinbiosynthese lber die Konzentration der Gallensauren reguliert wird und deren Ruckre-
sorption auch im engen Zusammenhang stehen. Diese Wechselbeziehungen werden auch
beispielsweise bei der Behandlung von Hypercholesterinamien klinisch genutzt. Neben den
Gallensauren, die Uber 7a-Hydroxylcholesterin aus dem Cholesterin entstehen, sind haupt-
sachlich Wasser, aber in geringen Mengen auch Mucin und Gallenfarbstoffe, Cholesterin, Fett-
sauren sowie anorganische Salze, Bestandteile der Galle im Menschen. Man konnte zeigen,

dass Uber 90% der Gallenséuren, welche mit der Galle in den Duodenum zur Lipidverdauung




eingebracht werden, im Illeum Uber ein aktives Transportsystem resorbiert und in Folge Uber
die Pfortader zuriick zu deren Bildungsort, der Leber, transportiert werden. Dieser Vorgang
wird auch als enterohepatischer Kreislauf bezeichnet. Durch die hydrophobe Struktur des Cho-
lesterins ist dieses im wassrigen Milieu unléslich und erfordert einen durch die Gallenséuren
vermittelten Transport als micellare Losung, die als weiteren Bestandteil unter anderem auch
Phosphatidylcholin enthalt. Wird ein bestimmter Grenzwert einer jeweiligen Komponente in
der Zusammensetzung Uberschritten, kommt es zur Bildung von Kristallen, welche die Basis
fur die Entstehung von Gallensteinen legen kdnnen. Aufgrund der Tatsache, dass 80% der
Gallensteine cholesterinreich sind und 50% reine Cholesterinkristalle sind, begann man Be-
troffene mit der Gabe von Gallensauren zu therapieren, was neben einer Anderung des Ver-
haltnisses von Cholesterin, Phosphoglyceriden und Gallensalzen auch eine Hemmung der
Cholesterinbiosynthese und somit auch der Cholesterinausscheidung mit sich bringt und teil-
weise ein Weiterwachsen hemmte oder gar das Auflésen von Gallensteinen bewirkte [3].
Bedenkt man die bedeutende Rolle des Cholesterins, erscheint es als selbstverstandlich, dass
bei einem Ungleichgewicht in den Mengenverhaltnissen verschiedene pathologische Zu-
stande auftreten kdnnen. So ist beispielsweise die Hypo-a-Lipoproteinamie (Tangier-Erkran-
kung) verursacht durch eine Mutation im ABCA - 1 Transporterprotein mit deutlich erniedrigten
HDL - und Cholesterinspiegel im Plasma verbunden. Die Beladung der HDL-Partikel im Rah-
men des physiologisch ablaufenden reversen Cholesterintransportes ist dabei Uber den
ABCA1 Weg nicht méglich, was zu einer Cholesterinablagerung in retikuloendothelialen Zellen
fuhrt und mitunter auch ein erhéhtes Risiko fur kardiovaskuléare Erkrankungen mit sich bringen
kann [3].

Ein bedeutendes Regulatorprotein im Stoffwechsel der Lipoproteine im Menschen stellt das
CETP dar. Wie bereits erwahnt, vermittelt es den Austausch von CE aus HDL und TAG von
VLDL/LDL und stellt somit ein entscheidendes Bindeglied im reversen Cholesterintransport
(RCT) vom extrahepatischen Gewebe hin zur Leber dar. Im Menschen erfolgen in etwa 70%
der Cholesterin Clearance Uber den CETP - abhéngigen, indirekten Pfad durch Austausch von
CE mit TAG aus ApoB enthaltende Lipoproteine (VLDL und LDL). Pharmazeutisch eingesetzte
Inhibitoren von CETP zur Einschrankung arteriosklerotischer Veranderungen konnten in
durchgefiuhrten, klinischen Studien noch nicht die erwartenden gewtinschten Effekte zeigen.
Jedenfalls konnte aber herausgefunden werden, dass es durch eingefiihrte Mutationen im Pro-
tein zu einer Verschiebung der Transportraten der unterschiedlichen Metabolite, CE und TAG
kommt. Daraus ergeben sich neue Ansétze, die darauf abzielen, durch eine Praferenz des
CETP fur den Transport von Cholesterinester gegeniber von TAG einen gesteigerten Ge-
samtefflux der CE aus dem HDL erreichen zu kénnen, wodurch theoretisch aus der Peripherie

mehr Cholesterin aufgenommen und abtransportiert werden kdnnte [8].




1.2.2 REGULATION WICHTIGER PROTEINE IM HDL — STOFFWECHSEL

Die Tatsache, dass funktionelles HDL in Bezug auf kardiovaskulare Erkrankungen mit einer
Verbesserung des Gesundheitszustandes assoziiert ist, lasst ein hdheres Plasma - Level an
HDL — Cholesterin immer wieder als Therapieansatz in den Fokus vieler Forschungsgruppen
treten. Die Ansatze reichen dabei von der Stimulation einzelner wichtiger Gene fur den Aufbau
des Lipoproteins, bis hin zur Hemmung von Proteinen, die mit HDL interagieren und die Zu-
sammensetzung des HDL verdndern, wie zB. CETP.

Die Verfugbarkeit wichtiger Proteine im HDL Metabolismus kann auf unterschiedlichen Ebenen
reguliert werden und betrifft im Fall von HDL aufgrund des besonderen Aufbaus und der Funk-
tion dieses Lipoproteins eine Vielzahl von Genen. Im Grunde z&hlen dazu ApoA - |, ApoE,
apoM, ABCA1, ABCG1, CETP, PLTP, die Gallensauretransporter ABCG5/ABCG6, sowie der
HDL — Rezeptor SR - Bl. Eine entscheidende Mdglichkeit zur Regulation passiert auf der
Ebene der Transkription, wo durch Abschreiben der Information der DNA zur RNA der Grund-
stein fur die Synthese von Proteinen gelegt wird. In Bezug auf HDL spielen dabei Steroidhor-
monrezeptoren eine Schlisselrolle, welche zur Gruppe der nuklearen Rezeptoren zahlen.
Prinzipiell werden diese Transkriptionsfaktoren in Anwesenheit von Steroidhormonen (Ostro-
gen, Androgene, Glukokortikoide, etc.) aber auch von Produkten des Intermediérstoffwech-
sels, wie beispielsweise Gallensauren, Fettsauren, und Cholesterin-derivaten aktiviert und
sind durch hoch konservierte Strukturmerkmale gekennzeichnet. Unter anderem zahlen dazu
eine Ligandenbindedomane und eine DNA-Bindedomane, charakterisiert durch zwei Zinkfin-
ger — Motive, welche notwendig fur die Bindung sogenannter hormone response elements
(HRE) in der Promotorregion der jeweiligen Gene sind. Die Kernrezeptoren wirken dabei als
Homo - bzw. Heterodimere und kdnnen vor Ligandenbindung entweder cytosolisch lokalisiert
sein oder permanent bereits an der DNA gebunden sein und erst nach Aktivierung durch den
entsprechenden Liganden unter Zusammenwirken mit weiteren Coaktivatoren eine Transkrip-
tion des Zielgenes auslésen. Als Beispiel fir die Komplexizitat der Genregulation ist in Abbil-
dung 1 eine Auflistung der beteiligten Transkriptionsfaktoren fir das ApoA - | Gen dargestellt.
AuBerdem ist durch (Block-) Pfeile der Einfluss verschiedener Substanzen (Hormone, Medi-
kamente...) auf die jeweiligen Kernrezeptoren und regulatorischen Elemente angedeutet.
Einen Schritt weiter, kann die Expression von Proteinen auch durch die Wirkung von non-
coding RNAs und microRNAs (miRNA) kontrolliert werden. Diese Sequenzen kdnnen an so-
genannte 3'-untranslated regions (UTRs) der Ziel - mRNA binden und deren Abbau auslésen
oder eine Translation verhindern. Als weitere Moglichkeiten zur Regulation kann die Wirkung
bzw. Bindung spezieller Proteine auch die posttranslationalen Modifikationen und abschlie-
Rende Sekretion des fertigen Proteins vom ER (iber den Golgi — Apparat in das Cytosol bzw.

den Transport an die Zellmembran verhindern. Als Beispiel daftir verhindert eine
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Abbildung 1: Regulatorische Elemente und Transkriptionsfaktoren, die die Expression von ApoA-| kon-
trollieren.
Pfeile und Blockpfeile zeigen Aktivierung bzw. Inaktivierung an. Verwendete Abkurzungen: retinoic acid receptor

(RAR); retinoid X receptor (RXR); thyroid receptor 3 (TRp); farnesoid X receptor (FXR); hepatocyte nuclear factor
(HNF); apoA-I regulatory protein (ARP-1); forkhead box 2 (FOXA2); nuclear factor Y (NFY); CCAAT/enhancer —
binding protein (CEBP); liver receceptor homologue-1 (LRH-1); small heterodimer partner (SHP); specificity pro-
tein 1 (Spl); tumor necrosis factor a (TNFa); interleukin- 1 (IL-1); lipopolysaccharide (LPS). Eckardstein A von,
Kardassis D, editors. High density lipoproteins: From biological understanding to clinical exploitation. Cham:
Springer; 2015.

Interaktion des Enzyms Serinpalmitoyltransferase 1 (SPTLC1) mit ABCA1 einen Weitertrans-

port des Proteins vom ER hin zum Golgi — Apparat. Nicht zuletzt, beeinflusst auch die Abbau-
rate die Verfugbarkeit der Proteine, die im Fall von ABCA1 neben anderen proteolytischen
Wegen Calpain — vermittelt ablaufen kann. Im Detail handelt es sich bei Calpain um eine Pro-
tease, die im cytosolischen Loop von ABCA1 die Peptidsequenz PEST (Prolin, Glutaminséure,
Serin, Threonin) erkennt und schneidet. Es konnte gezeigt werden, dass die Deletion dieser
Sequenz zu einem erhéhten Auftreten des ABCAL Transporters in der Plasmamembran und

einer damit verbundenen Verstarkung der ApoA-l - Bindung fihrt [5].

1.2.3 ARTERIOSKLEROSE UND DIE ROLLE DES HDL

Weltweit z&hlen Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems und im besonderen Arteriosklerose
mit eintretenden akuten Folgeereignissen zur haufigsten Todesursache weltweit. So lag bei-
spielsweise auch in den Jahren 1998 bis 2009 in Osterreich in beinahe 50% aller Todesfélle
eine Erkrankung des Herz — Kreislaufsystems als Ursache zugrunde [9]. Um diesen Trend
umzukehren, ist allgemein anzustreben, die beeinflussbaren Risikofaktoren fiir die Entstehung
von Arteriosklerose, wie Erndhrung und Bewegung, im alltdglichen Leben in Bedacht zu neh-
men und dementsprechend anzupassen. In jedem Fall betrifft diese Erkrankung einen Grof3teil

der Bevolkerung und die Zahl der Betroffenen ist jahrlich im Steigen begriffen. Neben den




durch den Lebenswandel bedingten Faktoren, gilt auch die genetische Préadisposition als Ri-
siko, was in einigen Fallen zur Manifestation der Krankheit betragen kann.

Als Grundlage zur Entstehung der Arteriosklerose ist vor allem ein Ungleichgewicht in der
Funktion der Lipoproteine, wie in 1.1.1 Aufgaben der unterschiedlichen Lipoproteinklassen)
beschrieben, ausschlaggebend. Es gilt als bewiesen, dass eine zu hohe Serumkonzentration
an LDL Ausloser fur Arteriosklerose ist, wahrend ein hoher Spiegel an HDL-Cholesterin (HDL-
C) mit vorbeugenden Effekten assoziiert ist. Einen wichtigen Grundstein fir diese Erkenntnis
legte bereits im Jahr 1976 die Framingham Studie, welche zeigte, dass eine niedrige Serum-
konzentration an HDL - C signifikant und unabhangig mit einem erhéhten Risiko an Tod durch
Herzinfarkt einhergeht. Diese Beobachtungen wurden durch viele weitere Studien bestatigt
und so fand man heraus, dass niedrige HDL - C Konzentrationen auch bei insulinresistenten
Zustanden, wie Diabetes Typ2 und dem Metabolischen Syndrom vorherrschend sind und
wahrscheinlich fir eine zusatzliche Belastung des Herz-Kreislaufsystems in diesen Patienten
verantwortlich ist. Physiologisch, kommt es im genahrten Zustand des Organismus zu einer
Insulin - vermittelten Suppression der Lipolyse in Fettzellen. Durch Insulinresistenz findet diese
Lipolyse trotz einer postprandialen Erhéhung der Insulinkonzentration in der Zirkulation wei-
terhin statt und fuhrt zu einer verstarkten Freisetzung von freien Fettsauren, welche teilweise
nach ihrem Transport zur Leber eine gesteigerte Bildung von TAG - reichen VLDL und LDL
induzieren. Durch Interaktion der einzelnen Lipoproteinklassen entstehen unter anderem TAG
- reiche LDL, welche nach Spaltung durch die hepatische Lipase als kleine, dichtere Partikel
besonders oxidationsanfallig sind und bevorzugt von in Gefél3en sitzenden Makrophagen auf-
genommen werden kénnen und dadurch das Fortschreiten der Bildung eines arterioskleroti-
schen Plaques induzieren [4].

Neben den unterschiedlichen anti-atherogenen Eigenschaften, die mit HDL assoziiert sind, wie
z.B. anti-oxidativ und entzindungshemmend, wird die Fahigkeit zum Abtransportes von Cho-
lesterin, auch als reverser Cholesterintransport (RCT) bezeichnet, aus nicht zu dessen Abbau
beféahigten Zellen immer wieder als wichtigste Eigenschaft des HDL genannt, um arteriosklero-
tischen Veréanderungen in den Gefallen vorzubeugen [10]. Eine ndhere Beschreibung dazu
findet sich im Kapitel 1.2.4 HDL vermittelter Cholesterin Efflux. Trotz dieser vermeintlich ein-
deutigen Hinweise auf die antiatherogenen Effekte von HDL, sind in der Literatur immer wieder
kontroverse Erkenntnisse dazu zu finden, wie beispielsweise auch eine Analyse von aufgetre-
tenen Myokardinfarkten, verglichen mit gesunden Kontrollen zeigte. Hier fihrte ein einzelner
Nukleotidpolymorphismus (single nucleotid polymorphism SNP) im Bereich des EL — Gens zu
einer signifikanten Erh6hung der Plasmakonzentration von HDL — Cholesterin, welches aber
nicht mit einer protektiven Wirkung gegen das Eintreten eines Myokardinfarktes verbunden
war. Zusammenhange wie diese, lassen die Fragen auftauchen, inwiefern ein Zusammenhang

zwischen Plasmakonzentrationen von HDL - C und Arteriosklerose bzw. EL und vaskularen
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Effekten gegeben ist [11]. Generell stellte sich in letzter Zeit immer mehr heraus, dass nicht
unbedingt ein hoher Plasmaspiegel an HDL — C vor Arteriosklerose schitzt, sondern vielmehr
die Fahigkeit des HDL, den Cholesterinefflux zu stimulieren. Diese Bewertung erweist sich
aber aufgrund unzureichender in der Routine einsetzbaren Messmethoden noch als schwierig,
weshalb man nach wie vor die viel einfacher zu bestimmenden Plasmakonzentrationen her-
anzieht [12].

KRANKHEITSVERLAUF DER ARTERIOSKLEROSE:

Arteriosklerose ist eine Krankheit, die mit chronisch - entziindlichen Veranderungen der Blut-
gefalle verbunden ist und welche durch unterschiedliche Faktoren ausgeldst werden kann.
Eine entscheidende Rolle spielt dabei das LDL bzw. genauer gesagt, die Menge an LDL. Wird
ein bestimmtes Maf3 an LDL in der Zirkulation tGberschritten, so wandern mehr LDL-Partikel in
die GefalRwande ein, als abtransportiert werden kénnen und ziehen eine Akkumulation dieser
Lipoproteine nach sich. Bei der Anh&ufung kommt es zu Modifikationen des LDL und mitunter
haufig auch zur Oxidation der Partikel, was in den Endothelzellen die Expression des mono-
cytic chemotactic proteins (MCP) auslost und somit den Stein zur Entzindungsreaktion ins
Rollen bringt. Eingewanderte Monozyten differenzieren weiter zu Makrophagen und nehmen
Uber scavenger Rezeptoren mehr LDL auf, was infolge zur Bildung der fur Arteriosklerose
charakteristischen, lipidgefilliten Schaumzellen fiihrt. Diese aktivierten Makrophagen sekretie-
ren ein weiteres Spektrum an Zytokinen, wie zum Beispiel Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und
Interleukin-1, was die Entztindungsreaktion weiter anheizt [4]. Im Detail, sind die Adhesions-
molekiile ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin entscheidende Faktoren fiir die Einwanderung der
Leukozyten, wobei erstere Proteine aufgrund ihrer Struktur zur Immunglobulinfamilie zu zéahlen
sind und mit leukozytenspezifischen Integrinen wechselwirken. Wahrend ICAM-1 konstitutiv
an den Endothelzellen vorhanden ist, werden E-Selektin und VCAM-1 nur in Antwort auf ent-
zundungsfordernde Zytokine exprimiert. Es gilt als akzeptiert, dass HDL die Expression ge-
nannter Adhesionsmolekiille hemmen kann. Ein beschriebener Mechanismus ist dabei die
HDL-vermittelte Hemmung der Sphingosinkinase in Endothelzellen. Dieses Enzym spielt eine
Schlusselrolle in der durch TNF-a ausgelésten Expression von Adhesionsmolekilen. Eine
Hemmung fuhrt dazu, dass in weiterer Folge der nuclear factor kappa 8 (NF-kB) nicht mehr in
den Kern translozieren kann und somit die Transkription der E-Selektingene ausbleibt [13].
Aufbau, Lage und Art der beteiligten Zellen der arteriosklerotischen Plaques entscheiden tber
den weiteren Krankheitsverlauf fir Betroffene. Bei geringer Stabilitat kann es zum Abldsen
kommen, was infolge zu akuten Zustdnden durch Verstopfen wichtiger Versorgungsgefaile
fuhren kann. So ist beispielsweise die Arteriosklerose der Halsschlagadern eine der haufigsten
Ursachen fur eintretende Schlaganfélle, welche durch akute Unterversorgung des Gehirns mit

Blut charakterisiert ist und oft auch zum Tod fuhren kann [14].
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1.2.4 HDL VERMITTELTER CHOLESTERIN EFFLUX

Die Tatsache, dass viele extrahepatischen Zelltypen das Cholesterin nicht weiter katabolisie-
ren kdnnen und eine Anhaufung cytotoxisch wirkt, erfordert einen Lipoprotein-vermittelten Ab-
transport aus der Zelle. HDL ist durch seine Fahigkeit Gber Interaktion mit anderen Zellen Cho-
lesterin aufnehmen zu kdnnen, fur den reversen Cholesterintransport (RCT) vom extrahepati-
schen Gewebe hin zur Leber, wo es mit der Gallensaure weiter verstoffwechselt und anschlie-
Rend unter anderem Uber den Faeces ausgeschieden werden kann, verantwortlich [15]. Wie
in Abbildung 2 dargestellt, gibt es unterschiedliche Méglichkeiten, wie der Transport von Cho-
lesterin aus der Zelle erfolgen kann:

Macrophage

Y

FC_ - < @POA-l

apoE

Mature HDL

Cholesterol

Abbildung 2: Schematische Darstellung der verschiedenen Mdglichkeiten des Cholesterinab-
transportes aus der Zelle am Beispiel eines Makrophagen.

Neben der LXR/RXR regulierten Expression der beiden Transporterproteine ABCAL1 und ABCG1 kann
Cholesterin auch tber SR-B1 oder Diffusion die Zelle verlassen. Rader DJ. Molecular regulation of HDL
metabolism and function: Implications for novel therapies. J. Clin. Invest. 2006;116:3090-100.
doi:10.1172/JCI30163 [1]

Die unkomplizierteste Form ist wohl die nicht Protein-vermittelte, wassrige Diffusion, welche
auf einfachen Diffussionsprozessen basiert und einen signifikanten Beitrag zum Efflux, bei-
spielsweise in Makrophagen, leisten kann. Eine weitere Variante erfolgt Uber den scavenger
receptor type B1 (SR-B1), einem in der Leber stark exprimierten HDL Rezeptor, der bei Bin-
dung auch wesentlich zum RCT durch Aufnahme transportierter Cholesterinester beitragt. Im
Gegensatz zu dieser selektiven Aufnahme von CE, kann er umgekehrt auch den Efflux von
freiem Cholesterin vermitteln. Die Menge ist dabei von der Lipidkomposition der Plasmamemb-
ran und im Speziellen dem Verhaltnis von Phospholipiden zu freiem Cholesterin abhangig [16].
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Von den Mdglichkeiten der passiven Diffusion des Cholesterins aus der Zelle, bis hin zum SR-
B1 vermittelten Weg, ist der ABCAl-assoziierte Pfad, die am wahrscheinlich effektivste und
auch am meisten erforschteste Variante. Hierbei erfolgt der Transfer von freiem Cholesterin
auf Uberwiegend fettarme ApoA-I - Partikel. Zudem konnte aber auch gezeigt werden, dass
mit ABCGL1 ein weiteres Transporterprotein am Efflux von Cholesterin aus der Zelle, in diesem
Fall hauptséachlich auf reifes, sphéarisches HDL, beteiligt ist. Die Expression der beiden Trans-
porter ABCAL sowie ABCGL1 wird hauptsachlich tber die nuklearen liver x receptors a und 3
(LXRa und B) reguliert, welche in Bindung mit dem retinoid X receptor (RXR) als Heterodimere
aktiv sind. Neben synthetischen LXR-Agonisten wird dieser Signalweg auch durch Oxysterole
stimuliert, die aus intrazellularem Cholesterin enzymatisch gebildet werden. Die Ergebnisse
mehrerer Versuche unter Einsatz von LXR-Agonisten lassen die Modulation der Expression
benannter Transporterproteine als vielversprechendes therapeutisches Ziel in der Behandlung
der Arteriosklerose erscheinen. Die genaue Rolle von ABCGL1 in vivo ist aber noch nicht voll-
standig geklart. Im Experiment wurde beobachtet, dass Makrophagen ohne ABCGL1 einen
deutlich verminderten Transport von Cholesterin auf reifes HDL zeigten und Folge dessen eine
Anhaufung Cholesterin und TAGs in Makrophagen stattfand. Paradoxerweise wurde unter die-
sen Umstanden auch eine Reduktion der Arteriosklerose beobachtet, was sich méglicherweise
durch die kompensatorische erhohte Aktivitat von ABCA1 und ApoE erklaren lasst. Eine alter-
native Hypothese nennt die gesteigerte Anfélligkeit der ABCG1-defizienten Makrophagen fir
die Apoptose, induziert durch oxidiertes LDL, als mdgliche Ursache fir die beobachteten Ef-
fekte. Jedenfalls wird erwartet, dass zuklnftig die gezielte Verstarkung einer oder mehrerer
Cholesterineffluxmoglichkeiten von Makrophagen in der klinischen Behandlung der Arterio-
sklerose ihren Einsatz finden werden. Da der Transport aber zum Teil auch von der Verfiig-
barkeit entsprechender Akzeptormolekiile abhangt, stehen auch der Einsatz und die Entwick-
lung von effizienten ApoA-I- mimetischen Peptiden im Fokus der Wissenschaft. Wahrend an-
fanglich noch an der Verwendung des synthetischen ApoA-I in gesamter Lange geforscht
wurde, wechselte man allméhlich immer mehr zu kirzeren Varianten, die vor allem durch ihre
strukturelle Eigenschaften, insbesondere durch helikale, amphipathische Motive, in der Lage

sind, die positiven Eigenschaften des HDL nachzuahmen [6].

13




ABCA1 TRANSPORTERPROTEIN:

Obwohl die genaue Struktur dieses Proteins noch nicht vollstandig geklart werden konnte,
weif3 man um die Wichtigkeit dieses Transporterproteins, dessen Expression in Abhangigkeit
der Cholesterinkonzentration in der Zelle reguliert wird. Ein wichtiger Beitrag dazu wurde im
Jahr 1999 bei der Entdeckung der Tangier-Krankheit geleistet, welche durch eine Mutation im
ABCAL1 gekennzeichnet ist. Im Versuch konnte dabei gezeigt werden, dass nach Inkubation
von Schaumzellen mit ApoA-I eine gesteigerte Serumkonzentration an freiem Cholesterin zu
finden ist, wahrenddessen bei Fibroblasten, isoliert aus Patienten mit Tangier Erkrankung, kein
gesteigerter Cholesterinefflux festgestellt werden konnte. Aufgrund der bekannten Struktur ei-
nes verwandten Transporterproteins aus Bakterien, vermutet man einen Mechanismus der
Transportfunktion, der aus zwei Schritten besteht. Durch ATP-Bindung und Hydrolyse der cy-
toplasmatischen Nukleotidbindedoménen, wird vermutlich der Konformationszustand der
Transmembrandomane kontrolliert. Je nach Konformationszustand, ergibt sich daraus eine
Tasche in der Membran, die eine Translokation von Material von der cytosolischen Seite, hin
zur auleren Schicht des Phospholipidbilayers ermdglicht. Im Detail wird also angenommen,
dass ABCAL1 eine aktive Phospholipidtranslokaseaktivitat zeigt, wobei neben Phosphatidylse-
rin und Sphingomyelin bevorzugt Phosphatidylcholin transportiert wird. Durch diesen Vorgang
findet gleichzeitig ein Abtransport von Phospholipiden und freiem Cholesterin auf lipidfreies
ApoA-| statt. Die Herkunft dieses freien Cholesterins stellen dabei die Plasmamembran und
endosomale Kompartimente dar und wird durch den Umstand ermoglicht, dass die Bestand-
teile der Plasmamembran einem sténdigen Kreislauf von Internalisierung und Recycling mit
endosomaler Beteiligung unterliegen. Durch intensive Forschungsarbeit konnte man feststel-
len, dass ABCAL nach der Transkription sehr schnell abgebaut wird und dass die zellulare
Konzentration sensitiv auf die vorherrschende ApoA-1 Verfiigbarkeit reagiert. Dies erklart sich
durch den Umstand, dass beide Proteine eine Bindung eingehen, und der Transporter somit
von Calpain (calcium-dependent non-lysosomal cysteine protease) vermittelter Proteolyse ge-
schutzt ist. Obwohl Studien zufolge keine besonderen strukturellen Anforderungen von ABCA1
bei Wahl der Akzeptormolekule vorliegen und ein Transport auf verschiedene Apolipoprotein-
klassen madglich ist, scheint die Situation bei Interaktion mit ApoA-1 aufgrund von beobachteten
Unterschieden in der Effluxeffizienz als Antwort auf strukturelle Modifikationen, anders zu sein.
Grund dafur ist mit hoher Wahrscheinlichkeit das amphipathische Verhalten der C-terminalen
a-Helix [16]. Die Wichtigkeit dieser Doméane bestatigte sich auch in Versuchen mit synthetisch
hergestellten amphipathischen Molekiilen, welche durch die ebenfalls helicale Struktur die ten-
sidedhnlichen Eigenschaften des ApoA-I nachahmen sollten. Tats&chlich konnte bei Einsatz
sogenannter Polypro - Il Helices, aufgebaut aus mehreren Einheiten von jeweils drei modifi-

zierten Prolinresten, ein gesteigerter Cholesterinefflux in vitro nachgewiesen werden [17].
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1.2.5 DIE ROLLE VON SR-B1 iMm HDL METABOLISMUS

Der scavenger receptor class B member 1, oder kurz SR-B1 (Genname SCARB1) , gehort zur
Superfamilie CD36 der membrangebundenen Glykoproteine an Zelloberfachen, welche noch
den scavenger receptor CD36 und das lysosomale Membranprotein 2 (Genname SCARB2)
beinhaltet. Diese Rezeptoren sind dazu in der Lage, modifizierte Formen von VLDL, LDL und
HDL zu binden und durch die Zellmembran zu transportieren. Im Unterschied zu den anderen
Mitgliedern dieser Familie, zeigt dabei SR-B1 eine besonders hohe Affinitat fir die selektive
Aufnahme von Cholesterin aus HDL, ohne dabei die ApoA-I tragenden Partikel vollstandig zu
internalisieren und abzubauen. Das 82 kDa-grof3e Membranprotein ist aus einer grol3en ext-
razellularen Domane, sowie zwei Transmembrandomanen und zwei zytoplasmatischen
amino- und carboxyterminalen Domanen aufgebaut und durch mehrere N-Glykosilierungsbe-
reiche gekennzeichnet. Obwohl die erwartete Gréf3e von murinem SR-B1 basierend auf der
Aminosaurezusammensetzung nur 57 kDa betragt, zeigte sich in Western-Blot Analysen von
Geweben und kultivierten Zellen eine Gréf3e von 80-84 kDa, bedingt durch die erhebliche An-
zahl an posttranslationellen Modifikationen [5, 18].

Wie in Abbildung 3 ersichtlich,
wird angenommen, dass
mehrere SR-B1-Proteine
durch  Homooligomerisation
Dimere oder Tetramere for-
men, wodurch ein hydropho-
ber Tunnel in der Membran
entsteht, durch den beispiels-
weise Cholesterinestermole-

kule durchtreten konnen.

SR-B1 wird am starksten in

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines hypotheti- spielt dort eine wichtige Rolle
schen SR-B1 Tetramers

Mit Schwarz ist die mdglicher Interaktion der Cysteinreste (Cys470
und Cys462) bei der Verbindung der C-Termini gekennzeichnet. |ektiven Aufnahme von HDL —
Kent AP, Im Stylianou. Scavenger receptor class B member 1 pro- )

tein: hepatic regulation and its effects on lipids, reverse cholesterol Cholesterinester und dem da-
transport, and atherosclerosis. Hepat Med 2011;3:29-44.
doi:10.2147/HMER.S7860

von Cholesterin aus der Zirkulation. Daneben findet man aber auch eine Expression von SR-

C C der Leber exprimiert und

in der bereits erwahnten, se-

mit verbundenen Entfernen

B1 in steroidhormonproduzierenden Zellen, Makrophagen und auch Endothelzellen, welche
Beobachtungen zufolge einer Feedback-Regulation unterliegt. Basierend auf diesen Erkennt-
nissen vermutet man, dass SR-B1 ein HDL-Rezeptor ist, der unter anderem Sterine fir die

Produktion von Steroidhormonen zur Verfigung stellt [19].
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Es konnten bereits viele Wege identifiziert werden, die die Expression sowohl auf Protein-
ebene, als auch Transkriptionsebene regulieren. Ein wichtiger Regulationsfaktor von SR-B1 in
der Leber ist beispielsweise das Adapterprotein PDZ domain containing 1 (PDZK1), auch be-
kannt als C-terminal linking and modulating protein (CLAMP), welches als einziges mit SR-B1
interagierendes Protein in Yeast-Two Hybrid Versuchen identifiziert werden konnte. Auf Tran-
skriptionsebene wurden mehrere mitspielende Regulationswege erkannt, die auf komplexe
Weise auch ineinander greifen. Beispiele fur involvierte Transkriptionsfaktoren sind der far-
nesoid X receptor (FXR), liver X receptor (LXR), retinoid X receptor (RXR), und auch sterol
regulatory element binding protein (SREBP). Weitere Faktoren, die Einfluss auf die Expression
von SR-B1 nehmen, sind neben erhohten Glukosespiegeln, Ostrogen und der Erndhrung die
zur Behandlung von Hyperlipidamien eingesetzten Fibrate [18]. Letztere sind Medikamente,
die Uber den peroxisome proliferator-activator receptor (PPAR) wirken und zu dessen Translo-
kation als Heterodimer mit RXR zu den entsprechenden Response-Elementen im Zellkern fuh-
ren und eine Stimulation des Lipidstoffwechsels nach sich ziehen [20]. Trotz vieler Zusammen-
hange, die man im Laufe der Zeit bereits gewinnen konnte, ist die genaue in vivo Funktion
dieses HDL-Rezeptors in der Leber noch nicht vollkommen geklart und bleibt ein angestrebtes
Ziel der Wissenschaft. Zur genaueren Lokalisation von SR-B1 im menschlichen Organismus
hat man herausgefunden, dass sich der Rezeptor in der Leber sowohl auf Hepatozyten als
auch auf den dort ansassigen Makrophagen, den Kupffer-Zellen und zusétzlich auch in den
arteriosklerotisch - veréanderten, grof3en Gefaf3en und Koronararterien finden lasst. Dabei hat
sich durch immunhistochemischen- und Western — Blot - basierten Methoden bestétigt, dass
SR-B1 bei den Hepatozyten an der basolateralen, dem Lebersinus zugewandten, Membran
und auch auf der apikalen Membran, wo die Sekretion der Galle stattfindet, exprimiert ist. Bei
Stimulation mit Cholesterin wandert SR-B1 mittels Transzytose zu den Gallenkanalen. Abge-
sehen davon, basiert das Wissen Uber die Funktion dieses HDL-Rezeptors in vivo hauptsach-
lich auf Versuchen mit Mausen oder anderen Modellorganismen. So hat man beispielsweise
an Hamsterzellen (CHO) herausgefunden, dass SR-B1 mit Caveolae und hier bevorzugt mit
dem Hauptprotein Caveolin — 1 (CAV-1), kolokalisieren. Diese 50 - 100 nm kleinen Einstilpun-
gen der Plasmamembran weisen durch eine Anreicherung an Cholesterin und Phospholipiden
eine spezifische Zusammensetzung auf und sind assoziiert mit wichtigen Ablaufen im Orga-
nismus, wie zum Beispiel der Vermittlung wichtiger Signal - und Transportprozesse, welche
auch Cholesterinefflux inkludieren. Allerdings hat sich diese Kolokalisation der Caveolae mit
SR-B1 in spéateren Versuchen mit Nebennierenzellen aus Ratten nicht bekraftigt, sondern
zeigte vielmehr eine Kolokalisation mit kanalahnlichen Mikrovilli — Strukturen. Zusammenfas-
send hat man durch unzahlige Mausexperimente herausgefunden, dass eine Hemmung von
SR-B1 zu erh6hten HDL-Spiegeln fihrt, welche aber nicht mit Arteriosklerose-reduzierenden

Eigenschaften assoziiert sind, vermutlich entweder durch eine Verminderung des RCT oder
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einer Erh6hung der ApoB-beinhaltenden Lipoproteine. Im Gegensatz dazu, wurden bei einer
Uberexpression von SR-B1 die umgekehrten Effekte beobachtet, die dadurch als optimale
Therapiemdglichkeit fir kardiovaskulare Erkrankungen erscheinen mag aber vor Einsatz im
Menschen, eine Abklarung der Einflisse vieler mitspielenden Komponenten, wie zum Beispiel
endogenem CETP und dessen Effekte auf LDL und VLDL, erfordert. Zweifellos steht fest, dass
im Menschen SR-B1 mit HDL-Cholesterin im Zusammenhang steht, die genauen Effekte in
Bezug auf Arteriosklerose bedurfen aber weiteren Studien, die besser dazu in der Lage sind
die Funktion von SR-B1 in der Leber und beim RCT zu bestimmen, als einfach nur HDL-Cho-
lesterin zu messen [18].

Neben der Funktion von SR-B1 als HDL-Rezeptor im Lipidstoffwechsel, spielt das Protein au-
Berdem eine Rolle bei kardiovaskularen Vorgangen, beim Eintritt von Pathogenen, der weibli-

chen Fertilitat und der Immunantwort [21].

1.2.6 WICHTIGE FUNKTIONEN WEITERER HDL — ASSOZIIERTER MOLEKULE UND PROTEINE

Es wurden bereits einige zentrale Proteine und deren Funktion erklart bzw. ist manchen auf-
grund der zentralen Rolle in dieser Arbeit ein eigenes Kapitel gewidmet. Hier sollen weitere

wichtige Proteine und Molektle bzw. deren grundlegenden Funktionen kurz erlautert werden.

APOA-I|

Das haufigste Apolipoprotein der HDL — Subklasse verfiigt Uber eine hydrophobe C —terminale
Sequenz, die nachweislich entscheidend fir die Bindung von ApoA-lI ans HDL ist. Weitere
strukturelle Merkmale, die wesentlich zur Funktion beitragen, sind der Aufbau des Proteins
aus insgesamt acht a — Helices, welche durch ihre Aminosaurezusetzung dem Protein ein
amphipathisches Erscheinungsbild geben. Diese Gegebenheit ist entscheidend fir die tensi-
denartige Eigenschaft von ApoA-I, welche unerlasslich fir die Aufnahme von Cholesterin aus
extrahepatischem Gewebe ist, da sich die amphipathischen a — Helices in die Phospholipid-
schicht einbetten kbnnen und somit eine Interaktion ermdglichen. In Studien konnte gezeigt
werden, dass die Mehrheit der ApoA-I — Varianten bei gleichmagiger Verfligbarkeit von HDL3
und HDL; bevorzugt am HDL3s binden. Diese Praferenz in der Bindung lasst sich vermutlich
durch die héhere raumliche Verflugbarkeit in der Oberflache der HDL3 — Partikel erklaren, wel-
che wahrscheinlich in einer lockereren Organisation der Phospholipidschicht begriindet ist,
welche allem Anschein nach wiederum durch eine erhthte negative Gesamtladung der Ober-
flache zustande kommt [22]. Etwa 70% der Proteinmasse des HDL macht das Lipoprotein
ApoA-I aus. Dieses liegt in einem weitaus geringeren Anteil (ca. 5%) aber auch in lipidfreier
bzw. lipidarmer Form im Blutplasma vor. Zudem liegt in an HDL gebundener Form ein Anteil
an leicht dissoziierbarem ApoA-I vor, welcher als essentieller Vorlaufer des pra — ;. — HDL,

unerlasslich fur den funktionierenden reversen Cholesterintransport, gilt. Diesbezlglich hat
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man auch herausgefunden, dass die Oxidation von ApoA-I durch die Myeloperoxidase oder
andere reaktive Carbonylverbindungen den ABCA1 vermittelten Cholesterinefflux aus Zellen
betrachtlich einschrénken kann und damit potentiell den Fortschritt der Arteriosklerose durch
Schaumzellbildung antreibt [22, 23].

Um diese antiatherogenen Effekte fir den Organismus auch therapeutisch nutzbar zu machen,
wird intensiv daran gearbeitet, ApoA-I mimetische Peptide kinstlich zu synthetisieren. Dabei
wurden bereits die verschiedensten Varianten entwickelt, welche entweder die volle Lange
des Proteins nachahmen oder auch durch eine deutlich kiirzere Peptidsequenz gekennzeich-
net sind. Entscheidend scheint dabei die Wahrung des Strukturmerkmals der amphipathischen
a — Helices zu sein. Als Beispiel dazu hat man vom mimetischen 4F - Peptid herausgefunden,
dass es Arteriosklerose in Mausen vor allem durch die Bindung oxidierter Lipide hemmen kann
und nur in geringerem Ausmalfd durch die Induktion des Cholesterinefflux wirkt [24]. Ein ver-
gleichsweise innovativer Ansatz beruht auf dem Einsatz sogenannter Polypro — Helices, wel-
che aus Wiederholungen von 3 hintereinander synthetisierten, modifizierten Prolinresten auf-
gebaut sind. Durch die charakteristische am Riickgrat gebundene Ringstruktur des Pyrrolidins
im Prolin ergibt sich ohne Stabilisierung durch Wasserstoffbriickenbindungen eine helikale

Struktur, welche in Versuchen die Fahigkeit zeigte, Cholesterinefflux zu stimulieren [17].

SPHINGOSIN — 1 —PHOSPHAT (S1P)

Ein wichtiges bioaktives Lipidmolekul stellt das Sphingosin — 1 — Phosphat (S1P) dar, welches
im Plasma von aktivierten Thrombozyten sekretiert wird, jedoch hauptsachlich in gebundener
Form am HDL vorliegt [5, 11]. Genauer gesagt, ist dieses Lysophospholipid tber das Apoli-
poprotein ApoM im HDL verankert und ist Beobachtungen zufolge in kleineren, dichteren HDL—
Partikel in doppelter Menge vorhanden verglichen mit groBen HDL— Partikel. Tatsachlich hat
man den genauen Zusammenhang von ApoM zur Menge von S1P am HDL - Partikel noch
nicht vollstandig geklart. So zeigte sich, dass in humanem Plasma auf stéchiometrischer Basis
einer von zehn HDL — Partikel Trager von S1P ist, aber nur einer von 20 ApoM aufweist. Hinzu
kommt, dass die lipophile Bindetasche von ApoM sehr wahrscheinlich auch dazu in der Lage
ist, mit anderen Molekulen, wie zum Beispiel Retinol und oxidierten Phospholipiden zu intera-
gieren und welche somit mit S1P um den Bindeplatz konkurrieren. Kontrovers gestalten sich
daher mittlerweile auch noch die Vermutungen, ob es neben ApoM nicht doch noch weitere
Komponenten gibt, die die Assoziation von S1P am HDL vermitteln kénnen [25]. S1P ist in
involviert in antioxidative, entzindungshemmende und gefalRerweiternde Effekte, die dem Wir-
ken von HDL zugeschrieben werden. Die genauen Wirkmechanismen gelten dabei als sehr
komplex und laufen tber unterschiedliche Signalwege bei verschiedenen Konzentrationen ab.
[26].
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Die Effekte von S1P basieren dabei auf Bindung an sogenannte S1P - Rezeptoren, von denen
bisher mindestens funf Subtypen identifiziert wurden, und schlagen sich in verschiedenen va-
skuléaren Reaktionen nieder. Unter anderem wurde beispielsweise im Mausmodell herausge-
funden, dass S1P direkt vor Ischamie des Herzens schutzt, was vermutlich in einer Hemmung
der Einwanderung von neutrophilen Granulozyten und Apoptose von Kardiomyozyten im In-
farktbereich begriindet ist, mittels Mechanismen von NO - und S1P — vermittelter Signaltrans-
duktion [5, 11].

Kirzlich hat man im Rahmen von Studien mit Endothelzellen auch herausgefunden, dass es
mit grofRer Wahrscheinlichkeit Unterschiede in der Funktion von S1P gibt, je nachdem, ob es
an HDL oder Albumin gebunden vorliegt. Vor dem Hintergrund existierender HDL — Rezepto-
ren und HDL — spezifischen Wirkungsweisen wiirde HDL - S1P — spezifisches Signalling auch
plausibel erscheinen, wenn man das weitaus grof3ere Vorhandensein von Albumin in der Zir-
kulation beachtet. Fest steht jedenfalls, dass bezlglich Herkunft, Funktion und Wirkungsweise

dieses Lysophospholipids noch viele offene Fragen zu klaren sind, es aber bereits durch seine
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Abbildung 4: Protektive Effekte von HDL amlEndotheI

Mehre Komponenten des HDL — Partikels kdnnen mit Endothelzellen der Blutgefalie
wechselwirken. ApoA-I fihrt vermutlich durch Aktivierung des AMPK (AMP — activated
protein kinase) — Signalweges zur Produktion von NO mit damit verbundener Vasodilata-
tion. Uber ApoM im HDL verankertes S1P, kann eine Bindung mit S1P1 und S1P3 — Re-
zeptoren an Endothelzellen erfolgen und dadurch ebenfalls die Aktivitat von eNOS ver-
starkt werden. PONL ist hingegen fir die antioxidativen Eigenschaften des HDL verant-
wortlich und verhindert neben der Bildung von oxidiertem LDL (oxLDL) auch die Aktivitat
von LOX — 1 (OxLDL Rezeptor), was eine verminderte Produktion von reaktiven Sauer-
stoffspezies (ROS) durch die NADPH — Oxidase zur Folge hat und der hemmenden Wir-
kung der ROS auf eNOS vorbeugt. Sulaiman WN, Caslake MJ, Delles C, Karlsson H,
Mulder MT, Graham D, Freeman DJ. Does high-density lipoprotein protect vascular func-
tion in healthy pregnancy? Clin Sci (Lond) 2016;130:491-7. doi:10.1042/CS20150475

19




bekannten Effekte in das Interesse der Forschung gerlckt ist und als mogliches therapeuti-
sches Mittel in naher Zukunft gehandelt wird [25].

In Abbildung 4 sind protektive Wirkungen des HDL am Endothel und ihre moglichen Signal-
wege angefuhrt, welche vor allem durch mit dem HDL — assoziierte Komponenten, wie ApoA-
I, PON1 und S1P vermittelt werden [26].

1.3 DIE ENDOTHELIALE LIPASE (EL)

Einen wichtigen bestimmenden Faktor fir die HDL-Konzentration in der Zirkulation stellt die
endotheliale Lipase (EL) dar. Neben der hepatischen Lipase und der Lipoproteinlipase (LPL)
zahlt sie zur Genfamilie der vaskularen Lipasen, welche alle Triacylglyceride spalten konnen.
Allerdings unterscheiden sie sich zum Teil sehr in ihrer hydrolytischen Aktivitat. Wahrend die
LPL hauptsachlich TAG spaltet, zéhlen zu den Substraten der HL zusétzlich auch vermehrt
Phospholipide. EL zeigt hingegen vorwiegend sn-1 Phospholipaseaktivitat und spaltet TAGs
nur im geringen Ausmal3. Durch diese Substratspezifitat der EL, wie auch HL hinsichtlich der
Phospholipide, sind beide Enzyme dazu in der Lage, die Plasmakonzentration von HDL signi-
fikant zu regulieren [27, 28]. EL weist auf Aminosaureebene eine Sequenzidentitat zu HL von
41% auf und ist ein Glykoprotein mit einer Gré3e von 68 kDa. Der Unterschied zu den anderen
Mitgliedern der Lipasegenfamilie liegt auch darin, dass sie im Gegensatz zu diesen nicht
hauptséchlich in der Leber synthetisiert sondern von Endothelzellen gebildet und sezerniert
wird. AuBerdem konnte die Expression von EL im Menschen unter anderem in der Plazenta,
Schilddrise, Leber, Lunge, Niere, sowie in den Eierstdcken und Hoden und auch in Schaum-
zellen in arteriosklerotischen Plaques detektiert werden. Ahnlich wie HL, ist auch EL dazu in
der Lage, wichtige Briickenfunktionen zwischen Lipoproteinen und Heparinsulfatproteoglyka-
nen an der Zelloberflache zu vermitteln, welche wichtig fiir den Austausch von Metaboliten fir
die Zelle sein konnen [27]. Die Bedeutung von EL, im Besonderen im Zusammenhang mit
Arteriosklerose, ist in der Literatur zum Teil kontrovers beschrieben und noch nicht vollstandig
geklart [11]. Jedenfalls zeigte sich in Studien, dass die EL — vermittelte Hydrolyse von HDL
den peroxisome proliferator activated a receptor (PPARa) aktiviert und die Expression des
vaskularen Zelladhesionsmolekil VCAM-1 unterdriickt, was in entzindungshemmenden Ei-
genschaften resultiert und somit einem Fortschreiten der Arteriosklerose nicht forderlich ist
[11].
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1.3.1 VERSUCHE BASIEREND AUF EL

EL ist als bekannter Modulator des wichtigen HDL immer wieder im Fokus zahlreicher Studien,
die sich mit dem Lipoproteinmetabolismus und im weiteren Sinne mit dessen Auswirkung auf
kardiovaskulare Erkrankungen beschéftigen. So wurde unter anderem beobachtet, dass EL-
Knock-Out Mause einen erhdhten Plasma-Spiegel an Cholesterin, Phospholipiden und asso-
ziierten Apolipoproteinen zeigen, was im Allgemeinen in grof3eren HDL-Partikeln resultierte.
Grund fur diesen Anstieg ist die fehlende Prozessierung der Partikel durch die ausgeschaltete
Lipase [28]. Des Weiteren konnte eine Reduktion der Arteriosklerose in ApoE” Mausen beo-
bachtet werden, wohingegen eine Uberexpression von EL zu einer betrachtlichen Verminde-
rung der Plasmakonzentration des HDL-Cholesterins sowie von ApoA-I fihrte und nur im ge-
ringen Ausmald Effekte auf ApoB beinhaltende Lipoproteine zeigten. Hinzu kommt ein be-
obachteter 2,5 - 3facher Anstieg in der Aufnahme von HDL in Leber und Niere. Die Komposi-
tion der HDL-Partikel veranderte sich durch eine Uberexpression von EL dahingehend, dass
der Gehalt an Phospholipiden und Cholesterinestern zurlickging, wahrenddessen der Anteil
an TAG anstieg und freies Cholesterin unverandert blieb. Uberdies fiihrte eine durch SR-B1
vermittelte Aufnahme von hepatischen HDL-Cholesterinester und - Holopartikeln insgesamt
zu einer verstarkten Aufnahme von HDL, jedoch nicht der Cholesterinester, in der Niere. Diese
Ergebnisse bekraftigen die Hypothese, dass durch EL — prozessierte HDL- Partikel durch den
Verlust an Phospholipiden destabilisiert werden und sich infolge delipidiertes ApoA-I von den
Partikeln abl6st, welches weiter wiederum durch SR-B1 vermittelte selektive Aufnahme Uber
die Nieren entfernt wird. Genetische Varianten der EL, beispielsweise durch single nucleotid
polymorphism (SNP) in der Néhe des LIPG (EL) Gens, stehen im Zusammenhang mit der
Plasmakonzentration von HDL-Cholesterin. Die genaue Beziehung dieser genetischen Varia-
tionen auf die Entstehung und Weiterentwicklung von Arteriosklerose, konnte jedoch noch

nicht entschliisselt werden [5].

1.4 PARAOXONASE

Das vor allem im Bereich der Arterioskleroseforschung bedeutende Enzym, Paraoxonase-1
(PON1), gehért zur Paraoxonase Genfamilie, von der mit PON1, PON2 und PON3 bisher drei
verschiedene Formen beschrieben sind, die im Menschen am langen Arm des Chromosom 7
zwischen q21.3 und g22.1 kodiert sind. Aufgrund ihrer bemerkenswerten Ahnlichkeit auf Ami-
nosaurebasis innerhalb einer Spezies, als auch zwischen verschiedenen Spezies, stammen
sehr wahrscheinlich alle drei Formen von einem gemeinsamen Vorlaufer ab. Vermutlich ent-
stand der gesamte Gencluster durch hintereinander auftretende Genduplikation. Als potentiel-

ler Kandidat fir den Ursprung dieser Enzyme gilt hierfir die Lactonase aus dem Pilz Fusarium
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Oxysporium, welche eine betrachtliche Strukturhomologie und ein &hnliches Substratspekt-
rum, verglichen mit humanen PON1 aufweist [29, 30]. In den letzten Jahren geriet vor allem
PON1 aufgrund der assoziierten antioxidativen Eigenschaften in den Fokus der Forschung
und ist somit besser verstanden, als die anderen Formen. Im Organismus tritt es hauptséchlich
im Serum, assoziiert an HDL auf. Auch PON3 ist im Serum vorhanden, allerdings in einer 2fach
geringeren Menge wahrenddessen PON2 intrazellular lokalisiert ist [31].

1.4.1 ALLGEMEINE EIGENSCHAFTEN UND FUNKTION VON PON1

Vermutet wird, dass hauptséchlich die PON1 — Aktivitat ausschlaggebend fir die mit dem HDL
assoziierten, antioxidativen Vorgange ist. PON1 ist ein zur Hydrolyse von organophosphaten
Substraten, wie Paraoxon, befahigtes Enzym mit einer Molekularmasse von 43 kDa, aufgebaut
aus 355 Aminosauren. Die dreidimensionale Struktur konnte von Harel et al durch Kristallisa-
tion und Analyse der rekombinanten Variante des rabbit PON1 bei einer Auflésung von 2,2 A
aufgedeckt werden und besteht im Wesentlichen aus einer sechsblattrigen Propellerstruktur
mit einem zentralen Tunnel, wobei ein Propellerfliigel aus vier  — Faltblattern aufgebaut ist.
Zudem sind zwei Kalziumionen mit dem Protein assoziiert, von denen eines entscheidend fir
die katalytische Aktivitat ist, wahrenddessen dem anderen eine wichtige Rolle in der Stabili-
sierung des Proteins zugesprochen wird [30, 30]. Humanes PONL1 ist klassifiziert als A-Ester-
ase, welche im Gegensatz zu B-Esterasen in ihrer Aktivitat nicht durch die Anwesenheit von
Paraoxon (E600) inhibiert wird [30, 32]. Die Substratspezifitdt umfasst ein breites Spektrum
unterschiedlicher Substanzen, angefangen von toxischen Sauerstoffmetaboliten in Insektizi-
den bis hin zu Diazoxone, Parathione, Phenylacetat und anderen aromatischen Estern, wobei
die katalytische Aktivitat vom jeweiligen Substrat abhangt. Von besonderer Bedeutung fur den
Menschen ist allerdings die sehr wahrscheinlich stattfindende Hydrolyse oxidierter Metaboliten
von mehrfach-ungesattigten Fettsauren (PUFAS). In Abbildung 5 aus einer Ubersicht von She
et al, sind die Substrate der unterschiedlichen Formen von PON aufgelistet, wobei anzumer-
kenist, dass die angesprochenen physiologischen Substrate aus dem Lipidmetabolismus nicht
in der Darstellung berlicksichtigt sind [30, 33, 34].

Durch die strukturelle Ahnlichkeit dieser Molekiile zu den als PON1 - Substrat bekannten Lac-
tonen wird angenommen, dass obig genannte Spaltung reaktiver Molekile mdglich ist [30].
Das in der Leber synthetisierte Protein tritt im Serum hauptséchlich lokalisiert am HDL auf,
vermittelt wird diese Interaktion durch eine hydrophobe Sequenz am N-Terminus des fertigen
PONL. Literatur zufolge, ist im Plasma PON auf einem von 8-10 HDL-Partikeln prasent. Kleine
Mengen des Enzyms wurden aber auch in Chylomikronen und VLDL beobachtet, was die Ver-
mutung entstehen lie3, dass diese beiden Lipoproteinklassen als Transportmittel fir PON in

die HDL dienen. Neben diesen gebundenen Varianten wurde aber auch freies PON beobach-
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tet, welches im Gegenteil zu den bisher Uberwiegend positiven Eigenschaften fir den Orga-
nismus in Verbindung mit Krankheiten, assoziiert mit oxidativem Stress, gebracht werden [7].
Die genauen Interaktionsstellen zwischen dem HDL und PON blieben fir lange Zeit im Unge-
wissen und sind nach wie vor nicht vollstandig aufgeklart. Eine neue Methode von Xiadong Gu
et al, die sich der Interaktion von PON mit synthetisch hergestellten, photoreaktivem Phos-
phatidylcholin in rekonstituiertem HDL bedient, scheint aber neue Einblicke in die beteiligten
Aminoséaurereste bei der Interaktion genannter Molekiile zu bringen [35]. Wahrend die ge-
nauen Mechanismen, wie das Enzym nach der Synthese in der Leber zum HDL kommt, noch
grof3tenteils unbekannt sind, wurde bereits festgestellt, das ApoA-I tragende HDL Molekiile mit
hoher Affinitat PON binden und dieses bis zu 100fach stabilisieren und zudem dessen Lipo-
lactonase-Aktivitat stimulieren kann [7]. Die hohe Affinitdt von PON zum HDL lasst auch des-
sen erhdhtes Vorkommen in arteriosklerotischen Plaques erklaren. Aul3erdem findet sich beim
Menschen neben einer hohen Expression des Enzyms in der Leber auch ein geringes Auftre-
ten davon in den Nieren [33]. Studien zeigten, dass aufgereinigtes PONL in leicht oxidiertem
LDL die biologisch aktiven Lipide zerstéren kann und zudem die Hydrolyse von 19% der Lip-
idperoxide und bis zu 90% der Cholesteryl-Linoleat Hydroperoxide in oxidiertem HDL ver-
mitteln kann [29, 30].

Organophosphatase E Arylesterase Lactonase Lactonizing
activity J activit activity activity

Chlorpyrifos oxon, Diazoxon
f vons >

Homogentisic acid lactone

r Phenyl acetate, p-NO2-aceta
P-N02-propionate, p-NO2-k

Paraoxon

\ y-Butyrolactone, y-Valerolactone,
tyrate y-Hexalactone, y-Heptalctone,

y-Octalactone, y-Nonalactone,

Dihydrocoumarin, 2-Coumaronone y-Decanolactone, y-Undecanolactone,
y-Phenyl-y-butyrolactone, 5-HETEL, a-Angelica lactone, 5-Valerolactone,
DL-3-Oxo-hexanoyl-HSL} DL-3-Hepanoyl-HSL, 5-Hexalactone, 5-Nonalactone,
DL-3-Dodecanoyl-HSL 6-Decanolactone, 5-Undecanolactone,
DL-3-Tetradecaanoyl-HSL 5-Tetradecanolactone

\ 4-HDoHE Coumaric acid
3

Lovastatin, Spironolactone, Canrenone

L-3-Oxo-hexanoyl-HSL
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Abbildung 5: Auflistung und Einteilung der Substratspezifitat der Varianten von PON.

Nicht inkludiert sind die vermuteten endogenen Substrate, die im menschlichen Koérper hydrolisiert
werden, wobei hier insbesondere Metabolite aus dem Lipidstoffwechsel vermutet werden. Abbildung
Ubernommen aus She Z, Chen H, Yan Y, Li H, Liu D. The Human Paraoxonase Gene Cluster As a
Target in the Treatment of Atherosclerosis. Antioxid Redox Signal 2012;16:597—-632.
doi:10.1089/ars.2010.3774

PON3
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MESSUNG DER PON1-PRASENZ UND AKTIVITAT
Das Interesse zur Bestimmung von PON entwickelte sich anfangs aufgrund toxikologischer
Aspekte wegen der beobachteten Schutzfunktion vor Organophosphaten. Im Laufe der Zeit
gewann das Enzym aber durch das Erkennen der Funktion in kardiovaskuléaren Erkrankungen
und als Biomarker bei Oxidativem Stress, Entziindungen und Lebererkrankungen immer mehr
an Bedeutung.
Die Bestimmung von PON1 erfolgt meist basierend auf Aktivitaitsmessungen, kann aber auch
immunologisch, durch Einsatz geeigneter spezifischer Antikdrper oder direkt durch Analysen
auf Nukleinsaurebasis mithilfe von Northern Blots und quantitativer RT-PCR stattfinden [36].
Oft wird die Fahigkeit zur Hydrolyse von definierten Substraten, wie zum Beispiel Arylester
oder Paraoxone, spektrophotometrisch gemessen. Dabei wird PON1 mit unterschiedlichen
Aktivitaten bewertet, abhangig vom eingesetzten Substrat (z.B. Arylesteraseaktivitat). Es sei
an dieser Stelle angemerkt, dass in der Literatur eine starke Heterogenitat beschrieben ist,
was die Ergebnisse mit Einsatz unterschiedlicher Substrate und Assay-Bedingungen betrifft
und somit die Vergleichbarkeit von Ergebnissen aus verschiedenen Laboratorien mit Vorsicht
Zu geniel3en ist. Wichtige Punkte, die bei der Wahl des geeigneten Substrates zu bedenken
sind, stellen folgende dar:

e Toxizitat: wichtig fur den Umgang im Labor

¢ Polymorphismen: Die Kombination genetischer Variationen auf den beiden Alle-

len kann zu unterschiedlicher Aktivitdt des Enzyms fihren
o Hydrolyserate: Diese setzt sich aus mehreren Faktoren zusammen, wie beispiels-
weise Substrat, Herkunft des Enzyms
o Diagnostische Guite: Bestimmte Erkrankungen und Zusténde im Organismus kon-

nen die Hydrolyserate beeinflussen [31]

Eine allgemein geringe Umsetzungsrate kann Folge einer unzureichenden Sensitivitat des As-
says sein und im Gegensatz dazu kann ein sehr hoher Umsatz an Substrat durch nicht spezi-
fische Hydrolyse bedingt sein. Es wird standig versucht, angewandte Assays weiterzuentwi-
ckeln um Probleme wie diese zu vermeiden und mehr Information tGber die Funktion des En-
zyms von Interesse zu bekommen. So war es beispielsweise das Ziel einer Studie von Ahmad
et al, ein Zell-basiertes Hochdurchsatzverfahren zu entwickeln, um endogene PON1 Aktivitat
in Zellen zu messen und somit nach Aktivatoren der PON1 Genexpression, sowie katalyti-
schen Aktivitat und Stabilitdt zu screenen. Um diese Anforderungen erfullen zu kénnen, ver-
wendeten sie mit 7-diethyl-phospho-6, 8-difluoro-4-methylumbelliferyl (DEPFMU) ein Uberaus
sensitives Substrat fur die Detektion von PON1 mit der besonderen Eigenschaft, dass die Hyd-

rolyse jener chemischen Verbindung in der Emission von Fluoreszenz resultiert [36].
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1.4.2 PON IM ZUSAMMENHANG MIT ARTERIOSKLEROSE

Erhéhte Werte der Lipoproteine der Klassen VLDL und LDL sind allgemein als Risikofaktoren
zur Entwicklung von arteriosklerotischen Veranderungen der Gefale angesehen. Der Oxida-
tion von LDL wird dabei eine besondere Schliisselrolle zugesprochen. Dem gegentiber steht
das als antiatherogen und antioxidativ geltende HDL. Diese Eigenschaften werden neben
HDL-assoziierten Proteinen wie dem apoA-I und der Lecithin — Cholesterin — Acyltranferase
(LCAT) vor allem dem PON1 zugesprochen, ermdoglicht durch die obig in 1.4.1 Allgemeine
Eigenschaften und Funktion von PON1, beschriebenen Fahigkeiten von PON, reaktive Meta-
bolite aus dem Lipidstoffwechsel zu hydrolisieren [30]. Die Eigenschaft von PON, eng mit der
Entwicklung von Arteriosklerose im Zusammenhang zu stehen, konnte auch in diversen Maus-
modellen beobachtet werden. So zeigen beispielsweise PON-Knock-Out Mause einen be-
schleunigten Krankheitsverlauf, wahrenddessen umgekehrt PON transgene Mause, geschiitzt
von anti-oxidativem Stress und Arteriosklerose zu sein scheinen. Einen interessanten Thera-
pieeinsatz wirde in Anbetracht der beschriebenen positiven Charakteristika die Erhéhung der
Aktivitat von PON im Organismus darstellen.

Diverse Versuche zeigten, dass sich PON sensitiv gegenliber seiner Umgebung und auch der
Ernahrung verhalt. So verbesserte sich beispielsweise in Versuchen am Menschen und in
Mausen die PON Expression und Aktivitat infolge von Zufuhr von Olsaure und auch mediter-
raner Ernahrung. Auch nach Gabe des zur Gruppe der Flavonoide zéhlenden und im Rotwein
vorkommenden Quercetins, wie auch nach Verzehr von Granatapfelsaft und seinen Poly-
phenolen konnten dhnliche Effekte beobachtet werden. Neben den genannten, von auf3en zu-
gefuhrten Stoffen haben mit diversen Phospholipidderivaten auch endogene Stoffe Potential
gezeigt, die PON-AKktivitat zu beeinflussen. Im Besonderen steigerte Phosphatidylcholin mit
ungesattigten Fettsauren die Arylesteraseaktivitat in bemerkenswerter Weise, was auch zum
Teil eine Erklarung fur die Aktivierung von PON durch reifendes HDL mit seinen verschiedenen
Phospholipidgruppen sein kdnnte. Die protektive Rolle von PON auf das Endothel konnte
schon in mehreren Studien nachgewiesen werden und so scheint sich auch die anfangs durch
Ultrazentrifugation aufgestellte Hypothese zu bestétigen, dass die PON-Aktivitdt zwischen den
HDL-Varianten unterschiedlich ist und vor allem in den kleineren HDL; Partikel vergleichs-
weise hoch ist [7].

Ein weiteres wichtiges Enzym im Zusammenhang mit PON und der Entwicklung von Arterio-
sklerose stellt die Myeloperoxidase (MPO) dar, deren physiologische Funktion in Granulozyten
die intrazellulare Zerstérung von Krankheitserregern durch die Produktion von oxidierenden
Metaboliten, wie hypochlorige S&ure ist [7, 35]. Bei der Pathogenese von Arteriosklerose spielt
freies MPO aber eine wichtige Rolle in der lokalen Zytotoxizitat durch die Generation von re-
aktiven Sauerstoffspezies in situ am betroffenen Endothel, das zudem auch fir den nachge-

wiesenen Zusammenhang von Instabilitdt der arteriosklerotischen Plaques und Entziindung
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verantwortlich gemacht werden kénnte. Jedenfalls wurde héhere Level an gesamten MPO in
chronisch arteriosklerotischen Patienten, verglichen mit einer gesunden Kontrollgruppe fest-
gestellt [37]. In den BlutgefalRen ist MPO dazu imstande, das als eigentlich antiatherogen an-
gesehene HDL durch Modulation mittels reaktiver Sauerstoffspezies in atherogene Formen
umzuwandeln und so beispielsweise auch durch Oxidation des ApoA-I dessen protektiven Ei-
genschaften einzuschranken. Man hat herausgefunden, dass HDL, PON1 und MPO einen
Ternarkomplex bilden, dessen Bestandteile sich gegenseitig in ihrer Aktivitat beeinflussen. So
scheint es als bestatigt, dass sich PON1 und MPO jeweils gegenseitig inhibieren, wéhrend
beide an das als Gertist dienende HDL gebunden sind. Im Detail fihrt MPO mit der Oxidation
von PON1 am Tyrosin 71 zu einer nachgewiesenen klinisch relevanten Veréanderung, die eine
bedeutende Rolle bei der Inaktivierung und Bindung am HDL spielt.

PONL1 ist sehr anféllig fur den Angriff freier Radikale und kann daher bei Uberdurchschnittlicher
Menge solcher reaktiver Spezies, z.B. durch Umwelteinflisse oder Produktion von NO oder
H2.0O, durch Makrophagen, in seiner eigentlich anti-oxidativen Wirkung inhibiert werden. Be-
sagtes Milieu findet sich auch in einem entziindeten, arteriosklerotischen Plaque und fuhrt
durch modifiziertes PON zu dysfunktionellem HDL mit verbundener Akkumulation von Malon-
dialdehyd — Addukten (MDA) im ApoA-I-HDL, was in weiterer Folge eine Serie von Reaktionen
ausldst, die letztendlich zu einer Phosphorylierung negativer Regulatoren von eNOS in den
Endothelzellen fihren. Die dadurch reduzierte Produktion von NO fuihrt wiederum zu gestei-
gerter Vasokonstriktion und Ischamie und damit zu einem Fortschreiten des Krankheitszustan-
des im Patienten [7, 7, 35]. In Anbetracht der durch PON betroffenen Reaktionen lasst sich
vermuten, in welch enger Verbindung die verschiedenen Enzyme und Komponenten, wie das
in sich sehr variable HDL, zueinander stehen und wie sensibel sie auf pathologische Zustande

aber auch exogene Faktoren reagieren kénnen.

1.5 ENDOTHELIALE NITRIC OXIDE SYNTHETASE (ENOS)

Stickoxid (NO) ist das kleinste bekannte Signalmolekil und wirkt im Organismus an diversen
Zielstrukturen. Gebildet kann es im Koérper durch die drei Isoformen des Enzyms der NO —
Synthetase (NOS) werden, welche als neuronal (n) (NOS 1), inducible (i) (NOS Il) und endothe-
lial (e) (NOS Ill) NOS bezeichnet werden. Diese Bezeichnungen leiten sich von der charakte-
ristischen Expression der homodimeren Isoformen ab und so ist nNOS hauptsachlich in spe-
zifischen Neuronen des zentralen Nervensystems zu finden, wo das dort produzierte NO Ein-
fluss auf die synaptische Plastizitat und Regulierung des Blutdrucks nimmt und weiter im peri-
pheren Nervensystem als atypischer Neurotransmitter wirkt und beispielsweise wichtig fur
Darmperistaltik und Erweiterung der Gefal3e ist. Zudem ist nNOS auch im Herzmuskel und

Skelettmuskeln lokalisiert [38, 39]. Wie der Name schon sagt, lasst sich die Expression von
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iINOS bei Anwesenheit entsprechender Stimuli (zB. Zytokine) in bei nahezu allen Zellen aus-
I6sen, was erstmals in Makrophagen nachgewiesen werden konnte und einen Einfluss auf die
Immunantwort hat. Auf3erdem spielt INOS-produziertes NO in entziindlichen Prozessen eine
Schlusselrolle und gilt als vorherrschender Vermittler des Blutdruckabfalls im Zuge eines sep-
tischen Schocks. Im Gegensatz dazu wird eNOS konstitutiv von Endothelzellen in den Blutge-
fallen exprimiert und leistet dort durch die Produktion von NO einen unerlasslichen Beitrag zur
kardiovaskularen Homdoostase. Durch die von NO - vermittelte Hemmung der Thrombozy-
tenaggregation am Endothel wird neben den daraus resultierenden, antithrombotischen Ei-
genschaften auch die Stimulation zum Wachstum von glatten Muskelzellen, ausgelost durch
platelet —derived - growth factors (PDGF), gehemmt. Hinzu kommen die mit NO assoziierten
antiatherogenen Effekte, die unter anderem durch die Hemmung der Expression von MCP und
einer damit verringerten Infiltration von Leukozyten verbunden ist [39, 40]. Bestatigt wurde
diese Schlisselfunktion auch in mehreren praklinischen Modellen, bei denen genetischer
Knock-Out bzw. die medikamentése Hemmung von eNOS in einer signifikanten Verstarkung
der Arteriosklerose resultierte. Jedoch wurde aber auch bei einer Uberexpression eine Be-
gunstigung der Arteriosklerose beobachtet, welche vermutlich das Ergebnis von tGibermaRligem
Vorhandensein des Enzyms im monomeren Zustand und einer damit verbundenen Bildung

von Superoxiden ist [41].

1.5.1 AUFBAU, REGULATION UND FUNKTION VON ENOS

Alle Isoformen des Enzyms verbrauchen L-Arginin als Substrat und benétigen au3erdem mo-
lekularen Sauerstoff und reduziertes Nikotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) als Co-
Substrat, sowie Flavinadenindinukleotid (FAD), Flavinmononukleotide (FMN) und Tetrahydro—
L-Biopterin (BH4) als weitere Cofaktoren. Eine funktionelle NOS besteht aus zwei identen Mo-
nomeren, welche jeweils eine Reduktase-, wie auch Oxygenasedoméne aufweisen, verbun-
den durch eine Polypeptidsequenz, welche einen Calmodulin — bindenden Bereich aufweist.
Eine wichtige Rolle fur die Dimersierung von NOS wird dem sich an der Schnittstelle der Mo-
nomere befindlichen Zink und auch BH4 zugeschrieben. Das aktive Zentrum wird am N - Ter-
minus durch ein an der Oxygenasedomaéne lokalisiertes Ham gebildet, welches an eine Arginin
— bindende Tasche gekoppelt ist [38]. Eine Aktivierung des Enzyms ermdglicht einen Transfer
von Elektronen, beginnend durch die Reduktion von NADPH an der Reduktasedoméane bevor
die Elektronen nach Zwischenschritten an der Oxygenasedoméane O, aktivieren und schliel3-
lich zur Oxidation von L — Arginin zu L — Citrullin und damit verbundener Bildung von NO

fuhren.

27




ENADP™+(HY _
“NADPH o

Abbildung 6 Schematische Darstellung eines NOS — Dimers

Fir eine einfachere Darstellung ist nur der Ablauf des Reaktionswegs eines Mono-
mers angefuhrt. In der Anwesenheit von H&m kommt es zur Bildung eines funktionel-
len Dimers, welches bei ausreichendem Vorhandensein aller benétigten Co — Fakto-
ren NO als Nebenprodukt der Konversion von L — Arginin zu L — Citrullin bildet. For-
stermann U, Sessa WC. Nitric oxide synthases: regulation and function. Eur Heart J
2012;33:829-37, 837a-837d. doi:10.1093/eurheartj/ehr304

Alle Isoformen kénnen Calmodulin binden und so gilt vor allem die intrazellulare Calciumkon-
zentration als entscheidender Faktor fir die Aktivitat des Enzyms. Mit steigender Ca,. Kon-

zentration wird vermehrt Calmodulin am Enzym gebunden und infolgedessen der Fluss der

Elektronen von der Reduktase- zur Oxygenasedomane erméglicht.

Die Aktivitdt von eNOS wird zudem durch eine Vielzahl anderer Faktoren beeinflusst. Bei-
spielsweise hat man herausgefunden, dass das Hitzeschockprotein 90 (hsp90) als allosteri-
scher Aktivator wirkt und das in den Caveolae lokalisierte eNOS vom caveolae coat protein,
Caveolin 1, inhibiert wird. Dies konnte auch durch Versuche mit Blutgefaf3en von Caveolin — 1
defizienten Mausen gezeigt werden, welche eine verstarkte Endothel — abhangige Relaxation
aufwiesen. Uberdies wurde beobachtet, dass durch die Interaktion von hsp90 und Calmodulin
mit eNOS am Enzym gebundenes Caveolin — 1 verdrangt wird und somit eine Aktivierung des
Enzyms erfolgt [39]. Dieser Zusammenhang wurde auch durch Versuche mit einer mit Cave-
olin — 1 interagierenden Substanz, dem sogenannten CavNOxin bekréftigt. In Anwesenheit
dieses hochspezifischen Peptids wird die Bindung von Caveolin — 1 zu eNOS aufgehoben und
es kommt zu einer Aktivierung und somit gesteigerten Produktion von NO [41]. Unabhangig

von einer gesteigerten, intrazellularen Ca?* - Konzentration, stimuliert auch der Blutfluss in den
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Gefalien (engl. fluid shear stress) die Aktivitdt durch Phosphorylierung des Enzyms an meh-
reren Serin-, Threonin- und Tyrosinresten. Dabei kann eine Phosphorylierung in Abhéngigkeit
des primaren Stimulus Uber unterschiedliche Signalwege ablaufen und je nach betroffenem
Rest sowohl aktivierende, als auch hemmende Effekte auf eNOS mit sich bringen [39].

1.5.2 EINFLUSS VON HDL AUF DIE AKTIVITAT VON ENOS

HDL gilt neben anderen beeinflussenden Faktoren als Regulator der Expression und Aktivitat
von eNOS, wobei im Besonderen die Produktion von NO gesteigert wird und ein damit ver-
bundener vasodilatorischer Effekt zu Tage tritt. Als wichtige Vermittler dieser Ablaufe gelten
im Speziellen SR-B1 und S1P — Rezeptoren (S1P: und S1Ps). Letztere wirken sehr wahr-
scheinlich Uber den Akt — Signalweg und der Phosphorylierung von eNOS.

In an kardiovaskularen Erkrankungen leidenden Patienten ist die durch NO — vermittelte ge-
faRerweiternde Wirkung nicht mehr zu beobachten, was vermutlich einerseits Folge der pa-
thologischen Veranderungen des Endothels und andererseits durch verandertes, dysfunktio-

nales HDL begriindet sein kann.
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2. ZIELSETZUNG

Die sehr hohe Pravalenz von kardiovaskularen Erkrankungen, insbesondere der Arterioskle-
rose, sowie der ungebrochene Trend zu jahrlichen Neuerkrankungen fordert neben einem Um-
denken im Lebensstil des Einzelnen auf3erdem nach neuen Therapieanséatzen und lasst somit
unter anderem auch HDL mit seinen bereits bekannten entziindungshemmenden Wirkungen
als mogliches Therapieziel in den Fokus der Wissenschatft treten. Ein Schlisselenzym in der
Vermittlung der mit dem HDL - assoziierten antioxidativen Eigenschaften stellt dabei die Para-
oxonase (v.a. PON1) dar, die beispielsweise die Metabolisierung von Lipidperoxiden, wichtig
im Krankheitsverlauf der Arteriosklerose, katalysieren kann. Die Rolle von EL im Zusammen-
hang mit Arteriosklerose konnte noch nicht vollstandig aufgeklart werden und ist kontrovers
beschrieben.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Funktionalitat und Komposition von modifiziertem HDL, welches
im Speziellen durch die endotheliale Lipase (EL) in vitro prozessiert wurde, im Vergleich zu
einem Kontroll- HDL zu analysieren. Des Weiteren soll auch die Verfiigbarkeit und Aktivitat
der Paraoxonase (PON) und ein moglicher Einfluss darauf durch EL-modifiziertes HDL be-
stimmt werden.

Im Besonderen soll dabei HDL im Zellkulturexperiment modifiziert und anschlieend unter-
schiedlichen Analysen zur Bestimmung von Beschaffenheit (zB. PAGE, Phospholipidbestim-

mung etc.) und Funktion (zB. Arylesterasemessung) unterzogen werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Eigenschaften und die Funktionalitat des durch die en-
dotheliale Lipase (EL) modifizierten HDL’s untersucht. Dazu wurde zum einen zuerst HDL mit-
tels Dichtegradientenzentrifugation aus Plasma isoliert und dieses im Anschluss im Zellkul-
turexperiment modifiziert. Zuséatzlich wurden auch direkte Plasmamodifikationen ohne voran-
gehende Isolierung des HDL’s durchgefiihrt. Nachfolgend wurde reisoliertes HDL bzw. zum
Teil auch Plasma und apoB — depletiertes Plasma weiteren Messungen und Versuchen, wie
zum Beispiel Western Blots, Kitmessungen, und anderen unterzogen, um durch die Modifika-
tion entstandene Veranderungen in der Molekilzusammensetzung und Wirkung des HDL zu
analysieren.

Das eingesetzte Plasma wurde vom LKH-Univ. Klinikum Graz bezogen und war den dort Ubli-
chen Richtlinien entsprechend auf jegliche Infektionen und Krankheitserreger getestet. In der
Zellkultur kamen Zellen der Hepatocytenzellllinie, HepG2 zum Einsatz, welche bis zur Passage
40 in den durchgefiihrten Experimenten verwendet wurden. Es sei hier angemerkt, dass sich
die Hohe der Passage durch die Anzahl der durchgefiihrten Experimente ergeben hat und
dass vermutlich auch eine hohere Passage noch akzeptabel gewesen ware. Der Zustand der
Zellen in Kultur, sowie auch in den Versuchen wurde laufend durch Kontrolle im inversen
Durchlichtmikroskop beobachtet. Bei der Kultivierung wurde allen FlUssigkeiten (Medium etc.)
ein Antibitotikamix bestehend aus Penicillin G Natriumsulfat (100 units/mL), Streptomycinsulfat
(100 mg/mL), and Amphotericin B (2.5 mg/ml) in einer Endkonzentration von 5% zugesetzt um
eine Infektion durch Bakterien zu verhindern. Zur Kultivierung und Durchfiihrung der Modifika-
tionen kam Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM), wenn nétig mit einem Zusatz von
10% hitzeinaktiviertem, fetalen Kalberserum (+FCS), sowie PBS (alle Gibco, Life Technolo-
gies) und 0,05% Trypsin zum Einsatz. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei feuchter Atmo-
sphéare von 5% CO,/95% Luft bei 37° C.

.Fur die Transfektion der Zellen kamen folgende Adenoviren zum Einsatz:

Tabelle 2. Adenoviren, die im Zellkulturexperiment eingesetzt wurden und Angabe der Multiplicity of
Infection

VIRUS BESCHREIBUNG MOI
Adenovirus zur Expression der beta-Galaktosidase in kultivierten
LACZ 11/4/14 Zellen (HepGZ2). Hergestellt am Institut fir Molekularbiologie 5
und Biochemie, Medizinische Universitat Graz
EMPTY VIRUS Adenovirus, eingesetzt als Leervektor fur die Kontrolle in Experimen- 5
29/4/15 ten mit Zellen in Kultur
Adenovirus zur Expression der humanen endothelialen
EL 3/15 Lipase in kultivierten Zellen (HepG2). Hergestellt am Institut 10

fur Molekularbiologie und Biochemie, Medizinische Universitét
Graz nach der Methode von Strauss et al., 2002
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Fur alle Experimente wurde fiir die Infektion mit EL eine Multiplicity of Infection (MOI) von 10
und fir den Kontrollvirus LacZ bzw. empty Virus MOI 5 gewahlt. Die Berechnung der einzu-
setzenden Virusmenge ergab sich aus der Zahl der zu infizierenden Zellen und der Titer der
jeweiligen Viren. Die Proteinbestimmung des isolierten HDL'’s erfolgte mittels Nanodrop im
Bewusstsein, das den Ergebnissen dieser Methode nicht blindlings vertraut werden sollte. Ein
durchgefuhrter Lowry — Assay bei einigen Stichproben zeigte jedoch eine gute Korrelation bei-
der Messmethoden, woraufhin die NanoDrop — Messung zur Methode der Wahl wurde. Zur
Kontrolle wurde zudem auch immer der Totalcholesteringehalt basierend auf der Kitmessung
bestimmt und mit dem Faktor 4 multipliziert, welcher naherungsweise mit der HDL — Konzent-
ration Ubereinstimmen sollte. Dieser Faktor basiert auf klinisch gemessenen Daten und der
erfahrungsgemalen, angenommenen Zusammensetzung des HDL’s aus Lipoproteinen, Cho-
lesterin und Lipiden. Fir den weiteren Einsatz in diversen Methoden und weiterfihrenden Ex-
perimenten wurden alle Werte jedoch ausschlieRlich auf Basis der am NanoDrop gemessenen
Konzentration berechnet und aliquotiert.

Folgende Abbildung fasst den allgemeinen Aufbau des Experiments schematisch zusammen:

infection with plasma (50% in sampling
2 EL & control virus DMEM, 4% BSA) HDL isolation, plasma &
Mio &L &g ey apoB-depleted plasma
cells . 30 &0 N
NS & F £
m L
o

Abbildung 7: Ubersicht des Prinzips des Versuchaufbaus am Belsplel der Plasmamodifikationen

Nach dem Ausplattieren und Kultur der Zellen tber Nacht erfolgte die Infektion mit dem jeweiligen Virus, bevor am
dritten Tag entweder, wie hier mit Plasma oder auch isoliertem HDL in der Mischung mit Medium fir 16 h inkubiert
wurde. Reisoliertes HDL, bzw. direkt Plasma und ApoB — depletiertes Plasma wurden anschlie3end aliquotiert und
verschiedenen Messungen unterzogen.

3.1 HDL ISOLIERUNG

Um HDL aus Plasma bzw. aus Medium mit 50% Plasma zu isolieren, wurde die Dichtegradi-
entenzentrifugation mittels Kaliumbromid angewandt. Rohrchen, geeignet fur Ultrazentrifuga-
tion von Beckmann Coulter®, wurden zuerst mit ca. 10mL PBS mit einer Dichte von 1,063 g/L,
erreicht durch Zugabe von Kaliumbromid, luftblasenfrei beftllt. Pro Milliliter der zu isolierenden
Flussigkeit (Plasma oder Medium) wurden 0,378 g Kaliumbromid eingewogen und aufgeldst.
Die Dichte sollte danach 1,23 bis 1,24 g/mL betragen und wurde durch Abwiegen kontrolliert.
Bei abweichender Dichte wurde mittels entsprechender Addition von Kaliumbromid oder PBS
nachjustiert um auf den gewtinschten Wert zu kommen. Mit einer Spritze wurden vorsichtig 4

mL des Probenmaterials mit eingestellter Dichte in den Boden des Rdhrchens pipettiert. In
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Folge wurden die Rohrchen bis zur Markierung mit PBS + Kbr aufgeflillt, verschlossen und
anschliel3end 6 Stunden bei 60 000 rpm und 15° Celsius zentrifugiert. Nach erfolgreicher Zent-
rifugation sollte sich das HDL in einer bestimmten Schicht entsprechend seiner Dichte, be-
kannt auch durch Erfahrungswerte, gesammelt haben. Die untere Grenze der HDL-beinhal-
tenden Schicht wurde durch Vergleich mit einem Beispielréhrchen aus vorangegangenen Ver-
suchen markiert. Im Detail, wurde bei der Entnahme zusétzlich zuerst ein Einstich mit einer
seperaten Nadel neben der urspriinglichen Offnung des Réhrchens vollzogen, um die Entste-
hung von Unterdruck beim Absaugen zu verhindern. Des Weiteren wurde anschlie3end auch
direkt an der Markierung vorerst mit einer extra Nadel die R6hrchenwand durchstochen, bevor
schlieZlich mit einer zum Absaugen bestimmten Nadel, durch Einfiihren in die markierte Ein-
stichstelle, 4 mL pro R6hrchen abgenommen und in ein frisches Tube Uberfuhrt wurden. Das
so gesammelte HDL wurde anschlielend durch Zentrifugation mittels Vivaspin® Turbo 4 oder
15 mL Tubes der Firma Sartorius aufkonzentriert. Zentrifugiert wurde bei 4° C und 3000 G und
einer Zeit, abhangig von der jeweiligen Probe. Je nach Proteinmenge dauerte ein Zentrifuga-
tionslauf zwischen 5 und 20 Minuten. Nach erfolgter Aufkonzentrierung wurde das in den Ta-
schen der Tubes verbleibende HDL in Eppis gesammelt und auf Eis bis zum nachsten Schritt
aufbewahrt. Um das fir die Isolierung erforderliche, zugesetzte Salz zu entfernen, wurden die
Proben Uber eine Saule von G&C Healthcare eluiert, welche vorab durch 5maliges Waschen
mit PBS — Buffer vorbereitet wurde. Wichtig dabei ist, die Menge der zu entsalzende Probe
abzumessen, um nach dem Pipettieren dieser auf die Sdule, die Differenz zum Totalvolumen
von 2,7 mL mit PBS-Buffer auffillen zu kénnen. Eluiert wurde mit der ca. 1,5-2 fachen Menge
der zu entsalzenden Probe. AbschlieRend wurde die Proteinkonzentration mittels Nanodrop
ermittelt und das Eluat auf verschiedene Aliquote aufgeteilt, diese mit Argon tberschichtet und

bei -80° Celsius bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

3.2 HDL- UND PLASMAMODIFIKATION IM ZELLKULTUREXPERIMENT

Nach Kultivierung einer ausreichenden Menge an Zellen wurden jeweils am ersten Tag des
Zellkulturexperiments HepG2 Zellen in 60 mm Petrischalen ausplattiert. Dazu wurden die Fla-
schen nach einmaligem Waschen mit PBS fir 3 Minuten bei 37° Celsius mit 2 mL 0,05%igem
Trypsin inkubiert, bevor die Trypsinierung durch Zugabe von 4 mL Medium + FCS gestoppt
wurde. Die Zellsuspension von 3 Flaschen wurde gesammelt, zentrifugiert und in einem Milli-
liter Medium + FCS sorgfaltig durch 30-40maliges Auf- und Abpipettieren resuspendiert und
danach durch Zugabe von 17 — 19 Milliliter Medium weiterverdinnt. Zur Zellzahlbestimmung
wurden 60 uL der gut durchmischten Suspension in 6 mL Casyton Losung gegeben und die

Probe nach Mischen am CASY® vermessen. Bei beschriebener Vorbereitung war erfahrungs-

33




gemaR mit einer Zellzahl um die 2,3 x 10° Zellen/mL zu rechnen. Die gewiinschte Ausgangs-
menge fir dieses Experiment betrug 2 Mio Zellen pro Petrischale. Dazu wurde ein entspre-
chender Anteil der Zellsuspension in Schalen, die vorgelegtes DMEM + FCS beinhalteten,
gegeben, sodass sich ein Gesamtvolumen von ungefahr drei Milliliter ergab. Fir den weiteren
Verlauf wurde DMEM — FCS fur Waschschritte und Infektion der Zellen und DMEM + FCS fir
die Inkubation Gber Nacht aliquotiert.
Am darauffolgenden Tag wurde nach einmaligem Waschen mit 3 mL DMEM — FCS ein Teil
der Zellen mit einem Kontrollvirus, in unserem Fall LacZ oder empty Virus, mit MOI 5 und der
andere Teil mit dem Virus, kodierend fur die endotheliale Lipase (EL) mit MOI 10 infiziert. Im
Speziellen wurde hierbei mit einem adenoviralen Vektorsystem gearbeitet. Die eingesetzten
Viren wurden entsprechend ihrem Titer in DMEM — FCS so verdiinnt, dass die vorgegebene
MOI bei einer Zugabe von einem Milliliter der Verdiinnung pro Platte erreicht wurde. In der
anschliel3enden 2 - stindigen Inkubation der Zellen bei 37° C im Infektionsmedium wurden die
Platten alle 20 Minuten vorsichtig geschwenkt, um eine méglichst gleichmafige Infektion zu
erreichen. Danach wurde fur die Inkubation der Zellen Giber Nacht in DMEM + FCS noch einmal
das Medium gewechselt. Je nach Versuchsanleitung wurde fir den weiteren Prozess DMEM
— FCS mit oder ohne bovinem Serumalbumin (BSA) fir die HDL- bzw. Plasmamaodifikationen
sowie auch Medium zum Waschen aliquotiert. Die Endkonzentration von 4% BSA im Medium
wurde durch Zugabe der entsprechenden Menge einer 10%igen Stocklésung erhalten.
Am dritten Tag wurden die Zellen nach erneutem Waschen mit 1,8 mL Modifikationsmedium
fur 16 Stunden, also Uber Nacht bei Start um ca. 15:00 Uhr inkubiert, bevor abschlieRend am
vierten Tag eine Reisolation des HDL nach obiger Beschreibung in 3.1 HDL Isolierung) durch-
gefuihrt wurde. Im Rahmen dieser Arbeit wurden dabei folgende Versuche durchgefihrt:

HDL — Modifikationen:

e lLacZ-BSA
e lLacZ+ BSA
e EL-BSA
e EL+BSA

Plasma Modifikationen:

e LacZ bzw. emptyVirus + BSA
e EL+BSA

Bei beiden Modifikationen wurden dabei die Experimente mit 3 verschiedenen Plasmen (n=3)
wiederholt, um mdgliche personenabhangige Effekte zu erkennen bzw. vermeiden zu kénnen.
AulRerdem ist anzumerken, dass Kontroll- und EL Infektion und bei HDL zusatzlich die Bedin-
gungen mit und ohne BSA jeweils innerhalb eines Experimentes stattgefunden haben. Im De-
tail heil3t das, dass die maximale Anzahl von 28 Platten auf entweder 4 Bedingungen bei HDL

oder 2 Bedingungen bei Plasma aufgeteilt wurden. Die Begrenzung der Anzahl erklart sich
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durch die limitierten Platze bei der Ultrazentrifugation, die fir die anschlie3ende Reisolation
nétig gewesen ist. Um Einblick in die Lipid/Proteinzusammensetzung und Menge bzw. Ande-
rung dieser zu gewinnen, wurde jeweils vom unmodifizierten Ausgangsplasma, sowie von rei-
soliertem HDL in allen Féllen neben der Konzentrationsmessung am NanoDrop, der Totalcho-
lesterin- und Triglyceridgehalt bestimmt, als auch der Anteil an Phospholipiden. Letztere wur-
den jeweils mittels Kitmessung laut Anleitung (alle DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Holz-
heim, Deutschland) bestimmt und ausgewertet. AbschlieRend wurden von den reisolierten
HDL-Proben Aliquote fir Myografie, Western Blots, native Gele, klinische Messungen, Nitrit-
bestimmung, Arylesterasemessung, Massenspektrometrie, SAXS-Analyse, und NO-Bestim-
mung genommen, mit Argon Uberschichtet und bei -80° C eingefroren.

Neben reisoliertem HDL wurde bei den Plasmamodifikationen zusétzlich auch direkt ein Milli-
liter des Modifikationsmediums nach 16-stiindiger Inkubation entnommen, wobei dabei von
der Halfte eine apoB-Depletion durchgefiihrt wurde. Durch den Vergleich von anschlieBend
durchgefuihrten Western Blots und Farbungen von nativen Gelen dieser Proben mit dem ent-
sprechenden isolierten HDL, sollten mogliche Veranderungen des HDL'’s, verursacht durch die

im Rahmen der Isolierung stattfindenden Ultrazentrifugation, aufgedeckt werden.

3.3 APOB-DEPLETION

Dieses Verfahren wurde angewendet, um aus Serum bzw. Plasmaproben vor allem die Frak-
tion der LDL’s und dem sich darin befindlichen apoB —Lipoprotein zu entfernen. Dazu wurde
in einem 1+1 Verhaltnis 400mM Glycinbuffer mit Polyethylenglykol (PEG) gemischt. Pro 100
mL der zu depletierenden Probe erfolgte anschlieend eine Zugabe von 40 uL dieser Glycin-
buffer/PEG -Mischung. Durch zusatzliches Auf- und Abpipettieren und dem damit verbunden
Mischen sollte sich eine Tribung der Lésung ergeben. Nach 20minltiger Inkubation bei Raum-
temperatur wurde der Ansatz fiir 30 min bei 10 000 rpm und 4° Celsius zentrifugiert. Bei er-
folgreicher Depletion sollte ein deutliches Pellet erkennbar sein. Der Uberstand, frei von apoB,
wurde in ein neues Eppi Uberfihrt, bevor wiederum diverse Aliquote des depletierten sowie

auch des Ausgangsmaterials bereitet wurden.

3.4 MYOGRAFIE

Zur genaueren Untersuchung der Wirkungen des modifizierten HDL auf Endothelzellen von
BlutgeféaRen wurden die Effekte an der Mausaorta nach Inkubation mit HDL in der Myografie
beobachtet. Die Versuche dazu wurden von Margarete Lechleitner durchgefiihrt und orientier-

ten sich im Wesentlichen nach folgendem Ablauf: Zur Isolation einer murinen Aorta wurden 9-
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12 Wochen alte mannliche Mause gedffnet, perfundiert und die Aorta unter kithlen Bedingun-
gen isoliert. Nach dem Waschen wurde der thorakale Teil der Aorta in 2 mm breite Ringe
geschnitten. Zum Einstellen der Grundspannung von 10 mN wurden die Ringe in den Myogra-
fen eingespannt, auf 37° C erwdrmt und unter stdndigem Begasen mit Oxymix (Gemisch aus
95% CO; und 5% O2) mit PSS — Buffer gespiilt. Nach Erreichen eines stabilen Wertes wurde
laut Versuchsanordnung das sogenannte Wake-Up Protokoll gestartet, um die Ringe auf ihre
Fahigkeit zur Kontraktion und Relaxation zu testen. Im Detail, wurde dazu anfangs durch wie-
derholte Zugabe von KPSS- Buffer mit dazwischenliegenden Waschschritten die maximal er-
reichbare Kontraktion (100%) ermittelt, bevor eine dosisabhangige Kontraktionssteigerung
durch steigenden Konzentrationen an Norepinephrin ermittelt wurde. Die darauffolgende Re-
laxation, stimuliert durch die Zugabe von steigenden Konzentrationen an Acetylcholin, sollte
dabei vor Erreichen der Plateauphase bei bereits ca. 80% der maximalen Kontraktion gestartet
werden. Nur jene Ringe, die erwartete, dosisabhiangige Anderungen als Antwort auf die ein-
gesetzten Stimuli zeigten, wurden fir die eigentlichen Experimente weiterverwendet. Nach
neuerlichem Waschen der Ringe wurde diese abermals durch Zugabe von Norepinephrin zur
80%igen Kontraktion angeregt. Je nach Versuchsplanung, wurde anschlieBend das modifi-
zierte HDL in einer oder mehreren bestimmten Konzentration zugegeben und eventuell auf-
tretende Effekte bezlglich Relaxation, aber auch Kontraktion, aufgezeichnet. Generell wurden
jeweils pro Bedingung (LacZ und EL - HDL) vier Ringe analysiert. Auffallig war, dass im Allge-
meinen die Ringe in Antwort auf Zugabe von EL- modifiziertem HDL in der dadurch induzierten
Relaxation eine sehr hohe Streuung zeigten, wahrenddessen das Kontroll-HDL in einheitli-

cheren Ergebnissen resultierte.

3.5 NITRITBESTIMMUNG

Um den moglichen Einfluss des modifizierten HDLs auf eNOS zu untersuchen, wurde im Zel-
lexperiment entsprechend der jeweiligen Versuchsanleitung HDL in unterschiedlichen Kon-
zentrationen mit Endothelzellen inkubiert. AnschlieRend wurde aus dem dabei gesammelten
Medium, mittels HPLC der Gehalt an Nitrit bestimmt. Die Experimente dazu, angefangen vom
Versuch in der Zellkultur bis hin zur HPLC, wurden von Andrijana Kirsch durchgefihrt und sind
im Folgenden exemplarisch fir einen Versuchsablauf erklart.

Besonderheiten fir den Umgang mit der eingesetzten Endothelzelllinie EA.hy926 sind die Zu-
gabe von 1% HAT — Mediumzusatz, einem Selektionsmittel fir Hybridomzellen. Zudem er-
folgte die Trypsinierung mit Verwendung einer 0,025% Trypsin/0,01% EDTA - Lésung in ge-
ringerer Konzentration und in einem kirzeren Zeitrahmen (2 min) verglichen mit den HepG:
Zellen. Die Kultivierung fand in EBEM Medium unter Zusatz von Antibiotika und weiteren er-

forderlichen Agenzien statt.
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Am ersten Tag wurden pro Bedingung 38000 Zellen pro Well in einem Volumen von ca. 500
pl Medium ausplattiert. Nach einmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen am darauffol-
genden Tag in 300pL DMEM - Medium fur 3h bei 37° C inkubiert. Je nach Aufbau des Experi-
ments wurden von jeder Bedingung auch die Proben unter Zugabe von LNNA, einem Inhibitor
der eNOS sowie mit Mitfiihren von Kontrollen ohne Zellen bzw. mit Zellen aber ohne HDL im
weiters eingesetzten Testmedium, gemessen. Wahrend der genannten Inkubation wurde das
anschliel3end benotigte DMEM - Medium mit enthaltenem HDL (entweder EL- oder Kontroll-
Virus — modifiziert) vorbereitet. Zur weiteren Behandlung wurden vorsichtig 200 pL vom Me-
dium abgenommen und 100 pL des vorbereiteten Testmediums hinzugefiigt. Nach einer wei-
teren 30-60 minutigen Inkubation wurden 100 pL des Ansatzes in vorgekihlte Eppis Uberfuhrt
und eingefroren, bevor die Zellen nach Absaugen des verbleibenden Mediums und einmaligen
Waschen mit PBS durch Zugabe von 50 pL einer 1 molaren NaOH Stocklésung (0,42% SDS)

lysiert wurden.

BCA — PROTEINBESTIMMUNG

Fir eine spatere Normalisierung der HPLC — Daten wurde von den Zelllysaten eine Protein-
bestimmung durchgefihrt. Die Verdiinnung der Proben, sowie des BSA — Standards (2mg/mL)
in sechs verschiedenen Konzentrationen erfolgte mit demselben Buffer, der auch fir die Lyse
der Zellen verwendet wurde.

Die Reaktionslosung wurde unmittelbar vor Gebrauch hergestellt und setzt sich aus 200 pL
Reagenz A und 4 pL Reagenz B pro Probe zusammen. Die Bestimmung erfolgte durch Vor-
lage von 10 pL Blank, Standard und Proben in einzelne Wells einer 96-well Platte und Zugabe
von 200 pL der Reaktionslésung, bevor die Platte fir 30 min bei 37°C inkubiert wurde und

anschlielRend photometrisch bei einer Wellenlange von 540 nm vermessen wurde.

3.6 WESTERN BLOT

Fur die Analyse der Proben auf PON und ApoA-I wurden Western Blots von reisoliertem HDL,
wie auch direkt von modifiziertem Plasma bzw. dem depletierten Pendant dazu gemacht. Fur
die denaturierenden Gele wurden dabei 12%ige SDS - Gele laut Anleitung gegossen und je-
weils 10pg Protein aufs Gel geladen. Vom Plasma-Medium Mix wurden bis zu 3 pL und vom
depletierten Material bis zu 4 pL aufgetragen. Als Standard kam bei den denaturierenden Ge-
len der Proteinmarker IV der Firma VWR Life Sciences (vormals pegLab) zum Einsatz. Nach
erfolgtem Lauf der Elektrophorese bei 10 min bei 200 Volt und anschlie3enden 50 min bei 175
Volt wurde das Gel im Sandwich auf eine PVDF-Membran (Amersham™ Hybond™ PO0,45
PVDF, GE Healthcare Life Sciences) bei Kiihlung im Eiswasser fir 90 min bei 0,15 Ampere

geblottet. Die Membran wurde gemeinsam mit dem darunterliegenden Filter zugeschnitten und

37




fur die anschlieRende Inkubation mit 2 verschiedenen Priméarantikdrpern, entsprechend den
zu erwartenden Grofl3en der PON und ApoA-I Fraktionen, in 2 Halften geteilt. Im Detail wurde
hierfur die Membran auf Hohe der Markerbande bei 35 kDa durchtrennt. Beide Teile wurden
mittels einer mindestens einstindigen, meist aber tber Nacht bei 4° C andauernden Inkubation
in 10%iger Milch geblockt, bevor die Membrane unter Schwenken fur mindestens 1 h oder
auch uber Nacht bei 4° C mit den jeweiligen Erstantikdrpern inkubiert wurden. Die eingesetzten
Antikorper wurden laut Tabelle 33 in 10%iger Milch verdinnt und verwendet. Nach 6maligem
Waschen durch jeweils 10-minttigem Schwenken im Waschbuffer folgte eine einstiindige In-
kubation mit 1:2000 verdiinntem anti-Maus Antikdrper, an welchem das Enzym Horseradish-
Peroxidase (HRP) gekoppelt war. Danach wurden nach weiteren 6 Waschschritten die Memb-
rane mittels Immobilon™ Western chemilumineszenten HRP Substrat (Millipore®) laut Anlei-
tung fur ca. 4 min entwickelt und Aufnahmen der Membrane bei variierenden Belichtungszeiten
am Gerat ChemiDoc mithilfe der Software ImagelLab erstellt. Fur die Zuordnung der GroRRe der
Banden wurde aulerdem noch eine normale Aufnahme mit Licht im sichtbaren Bereich unter
der Einstellung ,Colorimetric* zur Markerdetektion gemacht. Auch die Auswertung der Intensi-
téat der einzelnen Banden erfolgte durch die ImageLab Software mithilfe der Funktionen im
Mentpunkt ,Image Tools“. Fiur die weitere statistische Analyse der Ergebnisse wurden die

erhaltenen Werte mit der Software Prism5 ausgewertet.

Tabelle 3: Verwendete Antikodrper, die in 10%iger Milch verdinnt zum Einsatz kamen

Antikorper Firma Verdinnung

Primé&rantikorper
abcam — ab24261
Ms mAB to PON1 . 1:1000
Cambridge, UK
Novus Biologicals — NB100-
65491 1:3000
Littleton CO, USA

Sekundarantikorper

mAB anti-Apolipopro-
teinA |

polyclonal rabbit anti-

_ Dako Denmark,

mouse immunoglobu- 1:2000
, Glostrup, Danemark
line/HRP
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3.7 NATIVE GELE UND FARBUNGEN

Fur die Analyse, insbesondere der Gréf3e, wurde von vorhandenem Probenmaterial (HDL,
Medium und depletiertem Medium) einerseits ein natives Coomassie gefarbtes Gel zur Detek-
tion der Proteine, als auch ein Sudan — gefarbtes Gel zur Detektion der Lipidanteile gemacht.
Im Besonderen kamen hier von der Firma NuSep (Wasserburg, Deutschland) erworbene Gele
mit einem Gradienten von 4-20% zum Einsatz. Die Auftrennung erfolgt dabei entsprechend
der Partikelgrof3e der Molekile, die soweit wandern kénnen, wie es die Grol3e der Poren im
Gel erlaubt. Als Proteinmarker diente gekaufter Protein-Standard Native Mark™ Protein Std
der Firma invitrogen®© (mittlerweile Gbernommen von Thermo Fisher Scientific). Alle Proben
wurden mit 4x Buffer verdiinnt, bevor der Lauf der Gele durch Beladen im vorgekihlten Buffer
(siehe unten) fuir native Gele vorbereitet wurde. Die Gradientenelektrophorese erfolgte bei 125
Volt fir 5 Stunden. AnschlieRend wurden die Gele fir die Coomassie Farbung fur 30 min in
einer 5,5 — Sulfosalicylsauredihydratldsung fixiert und Uber Nacht unter permanentem
Schwenken in der Coomassie — Losung gefarbt. Die Sudanldsung (siehe unten) wurde fir jede
Farbung frisch vorbereitet und vor Verwendung fir 30 min bei 3000 G zentrifugiert. Eine vo-
rangehende Fixierung der Gele war in diesem Fall nicht notwendig, stattdessen wurde direkt
die Farbeltsung nach erfolgter Elektrophorese in einer Schale auf das Gel gegeben, wiederum
mit Parafilm verschlossen und Gber Nacht unter Schwenken inkubiert. Am néchsten Tag wur-
den die verschieden gefarbten Gele jeweils nach dem Entfernen der Farbeldsung durch Zu-
gabe und mehrmaligen Wechseln der entsprechenden Destaining Solution entfarbt, bis sich
die angefarbten Molekile gut vom ubrigen Gelhintergrund abgehoben hatten. In einer Klar-
sichtfolie wurden die Gele fur die spatere Begutachtung und Analyse durch Einscannen am
Kopiergeréat digital festgehalten. Anzumerken ist, dass fur die Sudanfarbung der mitgefihrte
Proteinstandard nach der Elektrophorese abgetrennt wurde und auch mittels Coomassie ge-
farbt wurde, um durch spateres Zusammensetzen eine ungefahre Zuordnung in der GroRRe der
detektierten Lipide treffen zu kdnnen. Zum direkten Vergleich der modifizierten HDL wurde
zum Teil auch 10ug unmodifiziertes, isoliertes HDL als Kontrolle mitgeftihrt. Im Anschluss fin-

den sich eine Auflistung der hier verwendeten Buffer und ihre genaue Zusammensetzung:

Laufbuffer fir native Gele: Sudan — Staining Solution:
90 mM Tris 0,25 g Sudan

80 mM Borsaure 10 mL Aceton

3 mM EDTA 7,5 mL Essigsaure

Auf 1 L dH-O Ca. 39 mL dH.0O
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3.7.1 NATIVER PON BLOT

Die Detektion von PON, wie auch ApoAl unter nicht denaturierenden Bedingungen erfolgte bei
gleicher Probenvorbereitung, bezogen auf Ladebuffer und verwendetem Standard, wie gene-
rell bei nativen Gelen (siehe 3.7 Native Gele und Farbungen) beschrieben. Die Gradienten-
elektrophorese wurde im Unterschied dazu allerdings unter Verwendung von 4-16%igen Gra-
dientengelen (NativePAGE™ Novex® Bis-Tris Gel) der Firma Thermo Fisher Scientific,
Waltham MA USA, und einer Laufzeit von 210 min bei 125 Volt durchgefihrt. Nach Blotten
des gelaufenen Gels fiir 1 h bei 400 mA auf die PVDF - Membran wurde selbige mit Ponceau-
red fur eine Minute entfarbt und gleich wieder entféarbt, um den Standard sichtbar zu machen.
Nach Erstellung einer Kopie der standardmarkierten Membran wurde diese weiter entfarbt und
im Anschluss ab dem Blocken in 10%iger Milch der weiteren Prozedur laut 3.6 Western Blotun-

terzogen.

3.8 SAXS — ANALYSE

Um tiefere Einblicke in die Struktur und Gro3e der EL - modifizierten HDL-Partikel im Vergleich
zu Kontrollproben zu erhalten, wurden dankenswerter Weise von Tobias Madl sogenannte
small angle X-ray scattering (SAXS) Analysen durchgefiihrt und die Ergebnisse mittels be-
rechneten Modellen dargestellt.

Prinzipiell ist diese Anwendung eine Kontrastmethode, bei der das gestreute Signal durch Un-
terschiede in der durchschnittlichen Elektronendichte im Molekil vom Interesse, verglichen mit
der Elektronendichte des umgebenden Mediums, entsteht. Bei der Messung werden praktisch
Daten von der Streuung eines Blanks gesammelt, wie auch Daten der gewtinschten Probe (zB
Proteine oder DNA). Durch Subtraktion beider erhalt man die spezifische Streuung fiir die ein-
gesetzte Probe und kann anhand der erhaltenen Ergebnisse Aussagen Uber die potentielle
Struktur und GroRRe des Molekiils treffen [42].Eine ndhere Beschreibung dazu findet sich im
Ergebnisteil unter 4.1.5 SAXS (Small-Angle X-ray Scattering)

3.9 ARYLESTERASEMESSUNGEN

Wie bereits im Kapitel 1.4.1 Allgemeine Eigenschaften und Funktion von PONL1, erklart, ist
eine Mdglichkeit zur Bestimmung der PON1- Aktivitat die Arylesterasemessung, die im Rah-
men dieser Arbeit am Institut flir Pharmazeutische Wissenschaften der Karl Franzens Univer-

sitdt Graz von Sabine Kern durchgefihrt wurde.
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Die Fahigkeit zur Hydrolyse des eingesetzten Substrates soll Einsicht in die Aktivitat von PON1
geben. Speziell wurden dabei folgende Proben von den in der Zellkultur durchgefihrten Plas-
mamodifikationen analysiert:
e EL-modifiziertes HDL
e LacZ bzw. empty — modifiziertes HDL (=Kontrolle)
e Medium der beiden Modifikationsmaoglichkeiten (EL und Kontrolle) und je-
weils

o ApoB-depletiertes Medium

Das Prinzip der Messung basiert auf einer durch PON katalysierten Umsetzung des Substrats
Phenylacetat zu Phenol, welche photometrisch bei einer Wellenldnge von 270 nm gemessen
werden kann. Dazu wurde 1 pg des zu messenden HDL mit 200 pL eines Reaktionsbuffers
(pH 8) bestehend aus 100mM TRIS (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland), 2mM CaCl.
(Merck GesmbH, Wien, Osterreich) und 1mM Phenylacetat (Sigma - Aldrich, Wien, Oster-
reich), in eine 96-well Platte pipettiert. Die photometrische Messung erfolgte alle 15 sec tber
einen Zeitraum von funf Minuten, bevor die enzymatische Aktivitat unter Anwendung des Beer
— Lambert’'schen Gesetzes und einem molekularen Extinktionskoeffizienten fir Phenylacetat
von 1310 L*mol-1*cm-1 berechnet wurde.

Die daraus erhaltenen Ergebnisse wurden zusatzlich mit jenen der durchgefiihrten PON1
Western Blots kombiniert, um ein detailreicheres Bild Uber den Zusammenhang der Funktion

und Prasenz von PON1 zu bekommen.

3.10 MASSENSPEKTROMETRIE

Um die genaue Lipidzusammensetzung zu bestimmen, die im HDL nach Modifikation durch
die EL- sowie kontrollinfizierten HepG2-Zellen vorherrscht, wurde entsprechendes Probenma-
terial zur Messung an das Institut flr Molekulare Biowissenschaften der Karl Franzens Univer-
sitat an Thomas Eichmann weitergegeben. Dort wurde mittels LC-MS ein detailliertes Lipid-
profil der Proben erstellt, bestehend aus der Bestimmung der Anteile des Gehaltes der Unter-
klassen an Phosphatidylcholin (PC), Lysophosphatidylcholin (LPC) und Triglyzeriden (TAG),
freiem Cholesterin (FC), und Cholesterinester (CE).

Dazu wurden 300 pg der HDL Proben zweimal mit Chloroform/Methanol/Wasser (2/1/0,6,
v/viv) extrahiert und weiter fir 1 h am Schuttler bei Raumtemperatur in mit einer Extraktions-
I6sung bestehend aus 500 nm Butylhydroxytoluol, 1% Essigsaure und 4 nmol internen Stan-
dardmix (C17 - LPC, C17 - PC, C17 — TAG; Avanti Polar Lipids, Alabaster, Alabama) ge-
schwenkt. AnschlieRend wurde das organische Material durch Zentrifugation bei 1000 G flr

15 min bei Raumtemperatur gesammelt und unter Stickstofffluss getrocknet. Fir die weitere
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UPLC - qTOF Analyse wurden die Proben in 1 mL Chloroform/Methanol/2-Propanol (2/1/12,
v/viv) rickgeldst und unter Verwendung einer HSS T3 Saule (2,1x100 mm, 1,8 pm; Waters
Corporation) im AQUITY — UPLC System (Waters Corporation) zuerst chromatographisch auf-
getrennt. Die Analyse der Proben erfolgte mithilfe einer ESI - Quelle und unter Einsatz des
Detektors SYNAPT™G1 qTOF HD MS (Waters Corporation, Milford, Massachusetts). Die wei-
tere Verarbeitung der Daten fand unter Verwendung der MassLynx 4.1 Software (Waters Cor-
poration) und Lipid Data Analyzer 1.6.2 Software statt.

3.11 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Samtliche Daten der durchgefihrten Experimente wurden mit der Software GraphPad
Prism5.0 und teilweiser Datenaufbereitung mithilfe der Software, Microsoft Office Excel auf
ihre statistische Relevanz Uberprift. Fir die Bewertung der Signifikanz der erhaltenen Ergeb-
nisse wurde ein ungepaarter Students t-Test der Daten der jeweiligen Bestimmungen durch-
gefuihrt. Dabei wurde ein Signifikanzlevel von p < 0,05 angewandt. Zur grafischen Darstellung
wurden auf Basis der gemessenen Daten der Mittelwert und die Standardabweichung (SD)
berechnet und eine festgestellte Signifikanz mit einem Stern (*) angezeigt, wobei * p<0.05, **
p<0,01 und *** p<0,001 kennzeichnet.
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4 ERGEBNISSE

Die Resultate der durchgefiihrten Messungen und Analysen werden nachfolgend nach Metho-
den gegliedert dargestellt und sind auferdem entsprechend ihrer Information tber HDL be-
zlglich Struktur oder Funktion untergeordnet. Bei bestimmten Anwendungen (zB Myografie)
ist aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse innerhalb der Triplikate keine Zusammenfas-
sung sinnbringend — diese werden einzeln behandelt.

Insgesamt wurden vier Modifikationen nach gleichem Protokoll (siehe 3.2 HDL- und Plas-
mamodifikation im Zellkulturexperiment) durchgefihrt, bei denen isoliertes HDL im Medium far
16 Stunden mit EL- sowie LacZ-infizierten HepG; Zellen inkubiert wurde. Dabei wurden bei
den jeweiligen Versuchen HDL verwendet, welches aus Plasma von drei verschiedenen Pati-
enten isoliert wurde, um personenabhéngige Effekte detektieren zu kénnen. Zudem wurden 3
verschiedene Patientenplasmen im Zellkulturexperiment direkt modifiziert und reisoliertes HDL
den verschiedenen Analysen unterzogen. Bei letzteren wurde zusatzlich nach der Modifika-
tion, direkt Medium mit enthaltenem Plasma flir spatere Analysen (zB. Arylesterasemessun-
gen und Western Blots) aliquotiert. Dadurch sollten mégliche Effekte durch die stattfindende
Ultrazentrifugation auf die Struktur bzw. Komposition des HDL im Rahmen der Reisolation
vermieden bzw. aufgedeckt werden. Zur vereinfachten Préasentation der Ergebnisse, wird
LacZ- und empty Virus-modifiziertes Material auch als Kontrolle bezeichnet.

Gleich vorweg sei angemerkt, dass bei allen durchgefiihrten Modifikationen, HDL wie auch
Plasma direkt, die Ausbeute an gesamter Proteinmenge an HDL nach Reisolation bei EL —
modifizierten Proben geringer war, als bei der entsprechenden Kontrolle. Fir die weiteren Ana-
lysen wurde darauf geachtet, dass die beiden Bedingungen EL- und Kontroll-HDL in ihrer Kon-
zentration &hnlich waren bzw. durch Verdiinnen mit PBS vor dem Aliquotieren dementspre-

chend angepasst wurden.

4.1 KOMPOSITION DES MODIFIZIERTEN HDL

In folgenden Kapiteln sind die Ergebnisse der Analysen zusammengefasst, welche Auskunft
Uber die Struktur, Gré3e und Lipidzusammensetzung des EL-modifizierten HDL verglichen mit

dem Kontroll-modifiziertem HDL geben.
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4.1.1 KITMESSUNGEN TC, TG, PL

Dargestellt sind die Ergebnisse der durchgefihrten Kitmessungen zur Bestimmung des Ge-

halts an Totalcholesterin, TAG und Phospholipiden. Hierbei sein angemerkt, dass die jeweili-

gen Messungen unmittelbar nach Reisolation des HDL stattgefunden haben. Gezeigt werden

Mittelwerte aus den HDL- und Plasmamodifikationen (HDL: n=4; Plasma n=5) mit berechne-

ter Standardabweichung. Besonderes Augenmerk ist dabei auf die Anderung im Phospholi-

pidgehalt von EL-modifizierten Proben verglichen mit Kontrollproben zu legen. Durch die

Phospholipaseaktivitat bei er erfolgreicher Infektion der HepG2 Zellen mit dem EL — Virus ist

anzunehmen, dass Phospholipidanteile im HDL vermehrt gespalten werden und somit eine

Reduktion selbiger erkennbar ist.
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Abbildung 8: Auswertung der Kitmessungen zur Bestimmung der Zusammensetzung der EL-modifizier-
ten HDL-Partikel im Vergleich zur Kontrolle

A: Zusammengefasst sind die Ergebnisse aus HDL-Modifikationen mit Zusatz von BSA (n=4) zur Bestimmung
vom Totalcholesterin-, Triglyzerid- und Phospholipidanteil der modifizierten HDL-Partikel. Ein signifikanter Un-
terschied (p<0.05) von EL — HDL zu Kontroll — HDL ist mit * gekennzeichnet.
B: Die Modifikation erfolgte ohne Zusatz von BSA, was einen erheblichen Unterschied im Ergebnis der Phos-

pholipidbestimmung ausmachte. Grund dafir sind die durch EL enstehenden Lysophosphate, die in Abwesenheit
von BSA verstarkt am HDL verbleiben und die Messung verfalschen.
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Abbildung 9: Beschaffenheit
des HDL nach Plasmamodifika-
tion

Ahnlich, wie bei der Modifikation
von isoliertem HDL, war auch bei
direkter Modifikation des Plasmas
(50% in Medium) mit 4% BSA der
Phospholipidanteil in den EL-modi-
fizierten Proben deutlich geringer
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4.1.2 NATIVE GELE

Fur die Beurteilung der resiolierten HDL — Proben wurde nach dem Lauf nativer Gradienten-

gele (4-20%) die GroRe der Protein- sowie Lipidanteile durch Anfarbung mittels Coomassie

bzw. Sudan - Black visuell beurteilt. Passend zur beobachteten Verringerung des Phospholi-

pidanteiles der EL-Proben bei den Kitmessungen, war bei allen HDL (Abbildung 10 A) - und

Plasmamodifikationen (Abbildung 10 C-D) eine Verkleinerung der HDL-Partikel im Vergleich

zur Kontrolle bei den Coomassie — Farbungen und auch Sudanfarbungen sichtbar, die durch

eine Verschiebung der BandengréRe von ca. 11 nm auf eine deutlich kleinere (vermutlich zwi-

schen 8,2 und 10 nm), charakterisiert ist. Bei den Proben, die unter Beisein von BSA modifiziert
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Abbildung 10: Coomassie und Sudangefarbte Gele nach 5 — stindigem Lauf der Proben auf 4-20% Gra-

dientengele

A: Reprasentatives Bild einer Coomassie-Farbung der Proben einer HDL-Modifikation. Aufgetragen wurden
10ug reisoliertes HDL B: Der mitgefuihrte Standard wurde nach Lauf des Gradientengels (4-20%) abgetrennt
und Coomassie gefarbt, wahrenddessen die restlichen Proben mit Sudan gefarbt wurden. Aufgetragen wurden
EL - und kontrollmodifiziertes Plasma (50% in Medium jeweils 3 pL) bzw. das *ApoB-depletierte Pendant (jeweils
4 pL) dazu, sowie unmodifiziertes isoliertes HDL (10 pg) und unmodifiziertes Plasma (1,5 pL) C: Coomassie-
Farbung von den Proben der Plasmamodifikationen der 3 unterschiedlichen Plasmen (gekennzeichnet mit ,P*
und der jeweiligen Zahl). D: Sudanfarbungvon den Proben der Plasmamaodifikationen der 3 unterschiedlichen
Plasmen (gekennzeichnet mit ,P“ und der jeweiligen Zahl). Aufgetragen wurden 10ug reisoliertes HDL
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wurden (siehe Abbildung 10 A LacZ- und EL-HDL + BSA sowie Abbildung 10 C), reprasentiert
die Bande bei einer Gr63e von 7,1 nm die Anwesenheit von BSA, welches bei der Reisolation
des HDL nicht vollsténdig abgetrennt werden konnte.

Neben den reisolierten HDL — Proben, wurde auch direkt Plasma (50% in Medium) und deple-
tiertes Plasma der Modifikationen, sowie als Vergleich dazu einerseits isoliertes, unmodifizier-
tes HDL und auch unmodifiziertes Plasma am Gel aufgetrennt und in Folge der Lipidanteil
mittels Sudanfarbung bestimmt. Dabei kann man in der repréasentativen Abbildung 10 B keinen
wirklichen Unterschied in der GroR3e der lipidreichen Partikel des unmodifizierten HDLs und
Plasmas verglichen mit dem kontrolimodifizierten Plasma bzw. depletierten Plasma beobach-
ten, jedoch scheinen die Lipide bei ersteren gleichmafiger Giber mehrere Partikelgréf3en ver-
teilt zu sein, erkennbar durch eine homogenere Anfarbung der jeweiligen Spur. Trotzdem lasst
sich bei unmodifiziertem HDL auf Position 1 eine Konzentration der Lipide bei ca. 11 nm er-
kennen. Diese GroRe ist vergleichbar mit dem hauptsachlichen Lipidanteil in den Kontrollpro-
ben, besser ersichtlich bei depletiertem Plasma. Zusétzlich ist aber eine Bande mit einer GroRRe
von ca. 8,2 nm bei allen Proben, die im Zellkulturexperiment (EL und auch KO) modifiziert
wurden, erkennbar, welche sich vermutlich durch die Inkubation mit den HepG; — Zellen erkla-
ren lasst. Die Unterschiede zwischen EL und Kontrolle sind insgesamt bei den depletierten
Proben (*eV vs *EL) besser ersichtlich, feststellbar durch eine insgesamt intensivere Farbung
der jeweiligen Spuren und der erwarteten Verschiebung des EL — depletierten Plasmas (*EL)

in der GroRRe von ca. 11 nm auf eine Kleinere PartikelgroRe.
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4.1.3 NATIVER PON — BLOT

Die Analyse von PONL1 unter nicht-denaturierenden Bedingungen erfolgte von reisoliertem
HDL drei verschiedener Plasmamodifikationen. Trotz einer aufgetragenen Proteinmenge von
20 pg in allen Spuren, zeigte sich ein sehr inhomogenes Bild in der Intensitat der Banden
zwischen den Modifikationen (vgl.Abbildung 11, P1 — P3). An dieser Stelle sei angemerkt, dass
aufgrund der allgemein schwachen Intensitat der Banden bei ca. 8 — 11 nm der untere Teil der
Membran (< 7,1 nm) aufgrund erreichter Maximalsattigung nach relativ kurzer Belichtungszeit,
abgetrennt wurde und nochmal fiir langere Zeit belichtet wurde, wodurch eine leichte Verbes-
serung in der Sichtbarkeit der gro3eren Banden erzielt werden konnte.

Wahrend bei den Proben von Plasma 3 kein PON detektierbar ist, bzw. bei Plasma 1 nur
schwach, zeigen sich bei Plasma 2 (LacZ und EL P2) starkere Banden und somit ein ahnliches
Bild, wie bei den entsprechenden Coomassie — Farbungen, dass sich in einem Grof3enunter-
schied zwischen LacZ - und EL — HDL niederschlagt.
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Abbildung 11: PON-Blot unter nicht denaturierenden Bedin-
gungen

Lauf der HDL-Proben aus Plasmamodifikationen auf 4 - 16% Gra-
dientengele. Bei Plasma 1 und 3 ist nur ein schwaches bis gar kein
Signal sichtbar. Vergleichbar mit den Coomassie- und Sudanfar-
bungen zeigt sich bei Plasma 2 ein Groé3enunterschied zwischen
Kontroll- und EL — HDL.

4.1.4A WESTERN BLOT: PON1 & APOA-I

PONL1 ist unter anderem fir die antioxidativen Eigenschaften des HDL verantwortlich und so
wurde unter Einsatz von PON1 — spezifischer Antikorper getestet, ob eine Modifikation durch
EL — infizierte Zellen einen Einfluss auf die Prasenz des Enzyms am HDL gegenlber der Kon-
trolle zeigt. Um Unterschiede in der aufgetragenen Proteinmenge zu detektieren, wurde mit
ApoA-I aulRerdem das am starksten im HDL vorkommende Apolipoprotein mitbestimmt, wel-
ches von einer moglichen Aktivitat der endothelialen Lipase unbeeinflusst bleiben sollte.

Die densitometrische Auswertung der Blots ergab sowohl bei den HDL- als auch Plasmamo-

difikationen einen signifikanten Unterschied der mit dem HDL assoziierten PON1-Mengen.
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Abbildung 12: Reprasentativer Western Blot (SDS — PAGE) fur PON1 und ApoA-I von reisoliertem HDL
aus Plasmamodifikationen
LacZ und eV beschreiben kontrolimodifiziertes HDL, welches jeweils neben dem simultan EL-modifiziertem

HDL aufgetragen wurde. Die Art des verwendeten Plasma ist durch P1 - P3 angezeigt. Da bei ApoA-I zwi-
schen EL-HDL und Kontrolle keine wirklichen Unterschiede in der Intensitét der Banden erkennbar ist, kann
man davon ausgehen, dass die Unterschiede bei PON1 nicht durch die aufgetragene Proteinmenge begriindet
sind.

Genauer gesagt, zeigte sich in allen Fallen, dass EL-modifiziertes HDL einen geringeren

PON1 — Anteil als die entsprechenden Kontrollen aufweisen, wahrend dem gegenuber im
ApoA-I Blot dieses Muster nicht aufgefallen war (vgl. Abbildung 12).

Fir eine anndhernde Quantifizierung der Proben, wurde eine densitometrische Analyse der
aufgenommenen Bilder durchgefihrt, welche einen signifikanten Unterschied in der Menge
von PON1 zwischen EL-HDL und Kontrolle in den durchgefiihrten HDL — Modifikationen
(sieheAbbildung 13), sowie in den Modifikationen mit Plasma 1 und 2 ergab, ersichtlich inAb-
bildung 14. Bei Plasma 3 wurde die festgelegte Signifikanz (p<0.05) mit einem Wert von
0.0532 knapp nicht erreicht. Eine densitometrische Auswertung der ApoA-I spezifischen Ban-
den der EL- und Kontrollproben aus allen drei Plasmamaodifikationen (vgl. Abbildung 14 B),
ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden und lasst auf eine gleichmaRige

Auftragsmenge von 10ug schliel3en.
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Abbildung 13: Zusammenfassung der Ergebnisse aus den PON1 - Western Blots mit den Proben aus
den HDL — Modifikationen

A: Die densitometrische Analyse (n=4) der Banden des Ponl-spezifischen Western Blots ergibt eine signifi-
kante Erniedrigung im PON1- Gehalt der EL- Proben verglichen mit den LacZ Proben, sowohl ohne als auch
mit BSA.

B: Reprasentatives Bild eines PON1- Western Blots mit Proben aus einer HDL — Modifikation.
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Abbildung 14: Zusammenfassung der densitometrischen Analyse der durchgefihrten PON1- und ApoA-I
Western Blots (SDS - PAGE) mit HDL aus drei Plasmamodifikationen (1-3)

PON1: (n=4) Bei EL-modifiziertem HDL ist in allen drei Plasmamodifikationen PON1 weniger prasent als in der
jeweiligen Kontrolle. Der Faktor, der sich aus dem Vergleich von Kontrolle zu EL ergibt, scheint dabei in allen
Experimenten ahnlich zu sein, wahrenddessen es sehr wohl Unterschiede in der Gesamtintensitat zwischen den
drei Probengruppen zu geben scheint.

ApoA-I: (n=4) Dargestellt sind jeweils die EL- modifizierten HDL-Proben sowie Kontrollen aus 3 verschiedenen
Plasmamaodifikationen als Mittelwert mit berechneter Standardabweichung. Dabei ist kein signifikanter Unterschied
in der ApoA-lI Menge feststellbar, was auf eine gleichmafige Auftragsmenge von 10ug hindeutet.

4.1.5 SAXS (SMALL-ANGLE X-RAY SCATTERING)

Diese weitaus prazisere Messmethode zur Bestimmung von Grofl3e und Oberflachenstruktur
beruht im Prinzip auf der Messung von Réntgenkleinwinkelstreuung (Small-Angle X-ray Scat-
tering). Die daraus ableitbare paarweise Abstandsverteilung (pairwise distance distributions
P(R)) zwischen Elektronendichten im Molekil bestatigte den Trend, der sich schon aus den
bisherigen Ergebnissen der durchgefiihrten Analysen ergab, namlich dass die Modifikation
des HDL durch EL-infizierte Zellen in einer Verkleinerung der Partikelgrof3e resultiert. Analy-
siert wurden neben reisolierten HDL-Proben aus einer Plasmamodifikation (Plasma 1) auch
EL- und LacZ modifiziertes HDL (jeweils mit und ohne BSA) aus drei HDL-Madifikationen. Die
Ergebnisse sind nachfolgend aim Diagramm (siehe Abbildung 15) und auch als Modell (vgl.
Abbildung 16 dargestellt.

Im Detall ergab dabei die Berechnung der Ergebnisse, dass die HDL Partikel in Gegenwart
von BSA dichter sind und sich mehr Protein in der Mitte des Partikels befindet. Ohne BSA
verschiebt sich der Proteinanteil in die auf3eren Bereiche von HDL, wobei sich die maximale
raumliche Ausdehnung (Dmax) nicht detektierbar veréndert. Dieser Effekt |&sst sich wahrschein-
lich durch den hdheren Fettanteil der BSA-freien Proben erklaren, da hier gespaltene Phos-
pholipide (=Lysophospholipide) vermehrt in der Membran des Partikels stecken bleiben wah-
rend sie in Anwesenheit von BSA mit diesem interagieren und leichter vom HDL-Partikel ab-
geldst werden. Im Vergleich der EL- mit den LacZ - Proben, ist eine, ebenso durch den Lipid-

gehalt verursachte, niedrigere radiale Dichteverteilung zwischen 20-40 A deutlich erkennbar.
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Grund dafir ist die weitaus geringere Elektronendichte in Lipiden, die sich in der SAXS Mes-
sung als negativer Beitrag (= geringere Elektronendichte als im Protein/Puffer) in der P(R)
niederschlagt. Die im Vergleich zu den EL-Proben deutlich niedrigere radiale Dichteverteilung
weist auf einen erhohten Lipidgehalt der LacZ - Proben hin.

Zudem ist die maximale rdumliche Ausdehnung deutlich hoher: die Dichteverteilung bei R >
80 A ist deutlich erhéht und der maximale Durchmesser Dmax liegt mit beinahe 160 A bei den
LacZ - Proben deutlich tiber den EL-Proben (bis zu 140 A).

Einfacher sind die genannten Unterschiede in den Modellen auf der néchsten Seite ersichtlich,
wobei es sich bei A um EL — Proben und B um LacZ — Proben einer HDL — Modifikation han-
delt, jeweils ohne (A/B - 1) und mit (A/B — 2) Zusatz von BSA. Die Anordnung der Kugeln sollte
dabei die Verteilung der Proteinanteile im HDL — Partikel repréasentieren. Bemerkenswert ist
dabei wie bereits erwahnt, dass in den Modellen A -1 und B — 1 aufgrund der Modifikation ohne
BSA das Protein nicht so dicht geblindelt angeordnet zu sein scheint. Die Grol3e der Partikel

ist jeweils durch einen schwarzen Pfeil angezeigt.
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Abbildung 15: Ergebnisse der SAXS — Analysen dargestellt als Verteilungen P(R)
A: Zeigt EL-modifiziertes HDL, einmal aus einer Plasmamaodifikation (P), mit und ohne BSA. Auffallig ist dabei der Unter-
schied (siehe roter Pfeil) im Verlauf der Verteilung von EL +BSA verglichen mit EL -BSA, der sich durch den héheren
Lipidanteil in letzterem ergibt, was durch die geringere Elektronendichte in einem geringeren Signal niederschlagt. Die
maximale raumliche Ausdehnung scheint dabei bei allen Proben gleich zu sein, ersichtlich aus demselben Endpunkt der
verschiedenen Verteilungen auf der X — Achse.
B: Verglichen werden LacZ- und EL — modifiziertes HDL ohne Zusatz von BSA bei der Modifikation. Der rote Pfeil kenn-
zeichnet die Unterschiede beider Verteilungen, die wie in A, Resultat des veranderten Lipidanteils der Proben sind. Zu-
satzlich ist durch die Aktivitat von EL auch tatséchlich eine Verkleinerung der Partikel (vgl. EL — BSA) zu beobachten,
ersichtlich anhand der gemessenen Dmax.
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Abbildung 16: Modell der raumlichen Anordnung von Proteinanteilen im HDL auf Basis gemessener
Daten aus der SAXS — Analyse

A: Modell wurde aus Daten von gemessenen HDL — Proben aus einer HDL — Modifikation durch EL — infizierte
HepG:2 — Zellen erstellt. Dabei sind leichte Unterschiede in der Verteilung der Proteinanteile im HDL — Partikel
erkennbar, wenn man die Proben ohne Zusatz von BSA (A-1) und mit zugesetztem BSA (A-2) wéhrend der
Modifikation vergleicht. Genauer gesagt, scheinen die HDL — Proben ohne BSA ihr Protein lockerer am HDL —
Partikel verteilt zu haben als die entsprechenden Proben, die unter Anwesenheit von BSA modifiziert wurden.
B: Dieselben Effekte zeigen sich in den LacZ — modifizierten HDL — Proben mit dem Unterschied, dass die HDL
—Partikel hier generell gréRer zu sein scheinen, was auch den Erwartungen entspricht, da hier keine Spaltung
der Phospholipide durch die Lipase stattfinden sollte. B - 1: LacZ ohne BSA; B — 2: LacZ mit BSA
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4.1.6 MASSENSPEKTROMETRIE: LIPIDPROFIL

Die in der LC — MS beobachtete Zusammensetzung von den verschieden modifizierten HDL-
Proben aus den Lipidklassen PI, PC, LPC, TAG, FC und CE bestétigt die angenommene Kom-
position aufgrund der Kitmessungen zur Bestimmung von Totalcholesterin, Triglyzeride und
Phospholipide. Im Unterschied zu diesen chemischen Analysen, kann durch die viel genauere
Messmethode der Massenspektrometrie auch LPC von PC unterschieden werden und somit
auch der Effekt von EL unter Beisein von BSA besser beurteilt werden. Analysiert wurden im
Speziellen nur HDL — Proben aus den Plasmamodifikationen von Plasma 1 und 2. In Abbildung
18 sind alle Ergebnisse der Messungen zusammengefasst und jeweils in die jeweiligen Lip-
idklassen unterteilt. Besonders bei PC, LPC und auch TAG zeigt sich im Vergleich von LacZ -
bzw. empty Virus — HDL mit EL — HDL ein klarer Unterschied in der Zusammensetzung, was
Indikator fur eine erfolgreiche Infektion der HepG2 — Zellen mit dem EL — Virus ist. Erwartungs-
gemal kommt es durch die Spaltung von Phospholipiden zu einer signifikanten Reduktion im
Pl -, PC —und auch TAG - Gehalt der EL — Proben. Passend dazu, zeigt sich eine deutliche
Erhéhung an LPC in diesen HDL — Proben. Im Gegensatz dazu, ist im Cholesteringehalt (FC
und CE) kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Modifikationen feststellbar.
Interessant, ware fir die genauere Beurteilung der Wirkung des zugesetzten BSA noch eine
Vergleichsmessung mit Proben aus einer Plasmamaodifikation ohne BSA gewesen. Grundsatz-
lich wird aber angenommen, dass BSA die durch die Aktivitat von EL entstehenden Spaltpro-
dukte bindet und dadurch in gewisser Weise aus dem HDL — Partikel zieht, wahrenddessen
diese in Abwesenheit von BSA einfach im Partikel stecken bleiben.

Abbildung 17 fasst die Verteilung der LPC aus den Proben der Plasmamodifikationen auf die
verschiedenen Subklassen entsprechend der Kettenlange und Anzahl der Doppelbindungen
zusammen. Dabei ist vor allem in 18.1, 18:2, 20:3, und 20:4 der Gehalt im EL — HDL deutlich
hoéher als im jeweiligem Kontroll — HDL.

16000
12000
8000
4000 ﬁ i i i
0 mal -— i = — i
18:1 18:2 18:3 20:3 20:4 22:6
OLacZ/emptyVirus ®EL

Abbildung 17: Ubersicht iiber die einzelnen LPC - Klassen von EL —und Kontroll = HDL
Am haufigsten scheint im HDL, PC bzw. LPC mit 18 C — Atomen vorzukommen. Durch die Spaltung ist
der LPC — Gehalt in den EL — Proben deutlich erhoht.
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Abbildung 18: Mit LC — MS gemessenes Lipidprofil der HDL — Proben aus Plasmamodifiaktionen von
Plasma 1 und 2 (n=6)
Verglichen werden immer LacZ — bzw. empty Virus — modifiziertes HDL mit EL — modifiziertem HDL.

A — Phosphatidylcholin (PC); B — Lysophosphatidylcholin (LPC); C — Phosphatidylinositol (Pl); D — Triacylglyceride

(TAG); E — Freies Cholesterin (FC); F — Cholesterinester (CE)

Bei den EL — modifizierten Proben ist ein signifikanter Rickgang der Phospholipide und auch Triglyceride be-
obachtbar, welcher den Erwartungen aufgrund der vorhandenen Phospholipaseaktivitat der endothelialen Lipase
in entsprechend modifizierten Proben entspricht



4.2 FUNKTIONALITAT VON MODIFIZIERTEM HDL

Neben der Bestimmung von Struktur und Aufbau von in vitro modifiziertem HDL wurden auch
Analysen durchgefiihrt, die eine mdgliche Veranderung in der Funktionalitat des HDL feststel-
len sollten. Besonders bei den Myografieversuchen, konnte sich aber vor allem bei den Plas-
mamodifiaktionen kein eindeutiger Trend abzeichnen. Aus diesem Grund werden die Ergeb-

nisse dieser Methode im folgenden Kapitel auch einzeln dargestellit.

4.2.1 MYOGRAFIE

Die Menge und Funktion an HDL wird im Allgemeinen als wichtiger Faktor fur die Entwicklung
der Arteriosklerose gesehen, wobei unter anderem auch die direkte Wirkung am Endothel eine
entscheidende Rolle spielt. Anhand der Methode der Myografie, bei der die Kontraktion bzw.
Relaxation von Ringen einer Mausaorta in Antwort auf verschiedene Stimuli gemessen wird,
sollte herausgefunden werden, ob die endotheliale Lipase das HDL in einer Weise madifiziert,
dass dessen Effekt auf die Funktion der Endothelzellen ein anderer verglichen mit dem Kon-
troll- HDL (LacZ oder eV) ist.

In Abbildung 19 ist eine Zusammenfassung der Messung dargestellt, bei denen reisolierte
HDL- Proben aus HDL — Modifikationen in vier unterschiedlichen Dosen (10, 30, 100, und 200
Hg) zum Einsatz kamen. Die Analysen zeigten alle denselben Trend, namlich dass EL — HDL
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Abbildung 19: Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Myografien unter Einsatz von HDL aus HDL -

Modifikationen

A: EL — HDL (n=11) ist in der Lage etwas besser zu relaxieren als eingesetztes LacZ - HDL (n=14) zur Kontrolle.

Die Streuung ist bei allen Proben sehr hoch und so sind auch keine signifikanten Unterschiede feststellbar.

B: Ahnlich verhélt sich eingesetztes EL-HDL (n=12) zu LacZ — HDL (n=15), welches unter Zusatz von BSA modifiziert
wurde. Wiederum sind eine hohe Standardabweichung und kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
HDL-Variationen zu beobachten, jedoch ist auch hier ein Trend erkennbar, dass EL — HDL besser zu relaxieren
scheint.
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dazu im Stande ist, die Aortaringe besser zu relaxieren als eingesetztes Kontroll — HDL. Je-
doch wurde, auch aufgrund der mitunter sehr hohen Standardabweichung, keine Signifikanz
dieser Unterschiede festgestellt. Vor allem bei den héheren Dosen (100 und 200 pg) scheint
es aber, dass HDL, welches in Anwesenheit von BSA modifiziert wurde, einen eindeutigeren
Trend hin zur besseren Relaxation vom EL — HDL zeigt.

Die Messungen mit HDL aus den Plasmamodifikationen ergaben teils widersprichliche Ergeb-
nisse und sind in Abbildung 20 dargestellt. Wahrend sich bei HDL aus Plasma 1 der Trend aus
den Experimenten mit Proben aus den HDL — Modifikationen bestatigte, dass EL — HDL besser
relaxiert, zeigte sich mit den Proben aus Plasma 2 der genau gegenteilige Effekt in Form einer
starkeren Relaxation des LacZ — HDL (Kontrolle).

Die modifizierten HDL —Proben aus Plasma 3 sind nicht dargestellt und zeigten in der Myogra-
fie weder einen Trend hin zur besseren, noch zur schlechteren Relaxation von EL — HDL.
Generell wurden pro Bedingung immer vier Ringe im Rahmen einer Messung analysiert, wel-
che oft trotz relativ homogener Reaktion auf die Vorstimulierung eine sehr unterschiedliche
Reaktion auf den Zusatz von HDL zeigten und somit zu einer durchgehend hohen Standardab-

weichung der beobachteten Werte fihrten.
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Abbildung 20: Ergebnisse der Myografie mit HDL aus Plasmamodifiaktionen

A: Getestet wurden zwei verschiedene Dosen (30 und 100 pg) an HDL (Plasma 1), wobei wieder eine hohe Stan-
dardabweichung sowie ein Trend zur besseren Relaxation von EL-HDL beobachtet wurden.

B: Unter denselben Bedingungen zeigte HDL der Plasmamodifikation mit Plasma 2 eine schlechtere Relaxation
des EL — HDL bei wiederum sehr hoher Streuung der Einzelmessungen und somit der gegenteilige Effekt verglichen
mit den bisherigen Experimenten.
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4.2.2 NITRITBESTIMMUNG

In einem weiteren Zellkulturexperiment mit anschlieender Bestimmung des Nitritgehaltes im
Medium mittels HPLC sollte der Effekt von modifiziertem HDL auf die Aktivitdt von eNOS be-
stimmt werden. Dieses Enzym katalysiert die Bildung des wichtigen Signalmolekils NO aus L-
Arginin.

Um andere Quellen an Nitrit im Endergebnis auszuschlieRen und somit den eNOS — spezifi-
schen Nitritgehalt zu bestimmen, wurde vom Totalnitritgehalt der Proben der jeweilige Wert
der LNNA - inhibierten Proben abgezogen. Analysiert wurde dabei HDL aus Plasmamodifika-
tionen (1-3) in jeweils zwei voneinander unabhéngigen Experimenten, wobei im einzelnen Ver-
such Funffachbestimmungen gemessen wurden. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte mit be-
rechneter Standardabweichung in Abbildung 21 dargestellt, normalisiert auf die jeweilige Pro-

teinmenge.

Dabei zeigt sich in allen Experimenten, dass der Nitritgehalt bei den EL —Proben geringer aus-
fallt als bei den jeweiligen Kontrollen. Aufgrund der tberaus hohen Streuung der Werte mit
den Proben aus Plasma 1 wurden diese nicht in die zusammenfassende Berechnung genom-
men. Diese ergab fir Plasma 2 und 3 eine eindeutige Erniedrigung an Nitrit in EL —Proben
verglichen mit der Kontrolle, was eine hemmende Wirkung des EL — modifizierten HDL auf
eNOS in Endothelzellen in vitro bedeuten wirde. Zur statistischen Validation dieses Ergebnis

sind aber noch weitere Versuche unter denselben Bedingungen notwendig.
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Abbildung 21: Ergebnis der eNOS — spezifischen Nitritbestimmung von Medium aus dem Zellkulturexperiment
mit HDL aus den Plasmamodifikationen
A: Einzeldarstellung der durchgefiihrten Experimente — Vor allem bei Plasma 1 zeigt sich eine sehr hohe Standardab-
weichung. Generell ist ein verminderter Nitritgehalt in den EL — Proben feststellbar.
B: Zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse aus Plasma 2 und 3, wobei sich eine recht deutliche Verminderung im
Nitritgehalt der EL-Proben abzeichnet.
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4.2.3 ARYLESTERASEMESSUNG

Als weitere Methode zur Abschéatzung des Einflusses von EL auf die Funktionalitdt von HDL
wurde die Arylesteraseaktivitat in unterschiedlichem Probenmaterial bestimmt. Diese Mes-
sung sollte Rickschluss auf die Aktivitdt von PON1 erlauben.

Wie bei den anderen Analysen, waren auch in diesem Assay immer die zwei Bedingungen,
EL- und kontrollmodifiziert, gegeben. Zuséatzlich wurde neben (HDL-) Protein aus den HDL-
und Plasmamaodifikationen von letzteren auch direkt modifiziertes Plasma (50% in Medium +
BSA) bzw. die jeweilige ApoB — depletierte Variante davon gemessen. Eine Zusammenfas-
sung aller Ergebnisse findet sich in Abbildung 22, wo die Unterteilung in A, B, C, und D ent-
sprechend dem eingesetzten Material erfolgte. Dabei stellte sich heraus, das sowohl alle HDL
- als auch Plasmaproben ein ahnliches Ergebnis lieferten, ndmlich dass die EL — Proben im
Vergleich zur Kontrolle eine signifikant geringere Aktivitat zeigen.
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Abbildung 22: Arylesterasemessungen verschiedener Probenmaterialen

Diese resultiert im Gesamten in einer signifikant, geringeren PON - Aktivitat der EL — Proben im Vergleich zur Kontrolle.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit berechneter Standardabweichung.

A: Untersucht wurde HDL (n=9) aus den HDL — Modifikationen. B: Zeigt die Analyse von HDL (n=3) aus den Plasmamo-
difikationen (1-3). C: Messung der Aktivitat in Plasma (50% in Medium + BSA, n=10) aus den Plasmamodifikationen (1-
3). Es kamen, wie bei ApoB - depletiertem Plasma (D) 3 pL des 1:10 verdinnten Probenmaterials zum Einsatz.
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5 DISKUSSION

Im Zuge der durchgefiihrten Experimente der vorliegenden Arbeit sollte der Effekt von EL auf
die Eigenschaften von HDL beurteilt werden. Dazu wurde in vorangestellten Zellkulturexperi-
menten HDL oder direkt Plasma (50% in Medium) durch 16 - stiindige Inkubation mit EL- bzw.
kontrollinfizierten (LacZ bzw. empty Virus) HepG: — Zellen modifiziert und HDL mittels Dichte-
gradientenzentrifugation reisoliert. In weiterer Folge wurde das dadurch generierte, modifi-
zierte HDL unterschiedlichen Untersuchungen zur Charakterisierung unterzogen. Im Beson-
deren wurden folgende Methoden zur Beurteilung von Komposition, Grof3e sowie Funktionali-
tat angewandt: Kitmessungen zur Bestimmung von Totalcholesterin, TAG und Phospholipide,
native Gradientengele und deren Farbung mit Sudan und Coomassie bzw. Detektion von
PON1 mittels Immunoblotting, SAXS — Analyse, Messung des Lipidprofils durch LC — MS,
ApoA-I und PON1 Western Blots, Bestimmung der Arylesteraseaktivitat und des eNOS — spe-
zifischen Nitritgehalts zur Bewertung der Funktionalitét des modifizierten HDL, sowie nicht zu-
letzt Myografie. Letztere war auch die urspriingliche Intention, die wesentlich die Zielsetzung
dieser Arbeit beeinflusste. In unzahligen Myografiemessungen unter Verwendung von EL —
modifiziertem HDL unserer Arbeitsgruppe hatte sich namlich in frilheren Versuchen gezeigt,
dass jenes dazu in der Lage war, die Aortaringe der Mause schlechter zu relaxieren. Bei spa-
terer Wiederholung der Versuche, zeigte sich aber durchgehend der gegenteilige Effekt, was
sich in einer eindeutig besseren Relaxation der Aortaringe in Antwort auf EL — HDL im Ver-
gleich zur Kontrolle niedergeschlagen hat. Um diesen kontroversen Ergebnissen auf den
Grund zu gehen und die Unterschiede zwischen den modifizierten HDL — Varianten besser zu
definieren, sollte durch diese Arbeit eine detailreiche Charakterisierung der unterschiedlichen

modifizierten HDL — Varianten im Rahmen des Méglichen vollzogen werden.

Passend zur erwarteten Phospholipaseaktivitit der endothelialen Lipase, zeigte sich durchge-
hend in allen EL — modifizierten HDL — Proben eine signifikante Reduktion im Phospholipidge-
halt, wahrenddessen der Triglyceridgehalt zwar auch einen Trend zu einer Verminderung
zeigte, allerdings nicht in diesem Ausmal3. Der Totalcholesteringehalt scheint auch von der
Aktivitat der endothelialen Lipase unberihrt zu sein und weist nur einen auf3erst schwachen
Unterschied zwischen EL- und LacZ- bzw. empty Virus — HDL auf. Interessanterweise scheint
dieser minimale Trend aber in die entgegensetzte Richtung zu gehen, je hachdem ob direkt
HDL oder Plasma modifiziert wurde. Wahrend die EL — Proben aus ersteren einen leicht ho-
heren Totalcholesteringehalt gegentiber der Kontrolle zu haben scheinen, zeigt sich bei EL —
modifizierten Proben aus den Plasmamodifikationen eine schwache Reduktion des Totalcho-
lesterins im Vergleich zur Kontrolle. Diese kénnte das Ergebnis der Wirkung der weiteren, im

Plasma prasenten Komponenten sein, welche im Rahmen der Modifikation neben der EL mit
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dem HDL interagieren und es in seinem Aufbau verandern bzw. seiner Menge beeinflussen.
Sieht man diese Verédnderung im Zusammenhang mit den Resultaten aus der viel detaillierte-
ren Messung der LC — MS, so scheint diese durch eine Erniedrigung im freien Cholesterin
bestimmt zu sein, da dieses auch hier in den EL —Proben leicht reduziert ist, wahrenddessen
sich bei der Bestimmung des Cholesterinesteranteiles keine Unterschiede zeigen. Zur Abkla-
rung missten aber noch weitere Wiederholungen der Modifikationen wie auch Messungen
durchgefuhrt werden, um zuféllige Abweichungen auszuschlie3en.

Beziglich der strukturellen Verénderung, schlug sich diese Verénderung in der Komposition
des HDL — Partikel in dessen Verkleinerung nieder, welche durch Gradientengelelektropho-
rese mit anschlieBender Farbung der Fett- und Proteinanteile erfasst wurde. Diese Verande-
rung bestatigte sich auch durch die hochauflésende Methode der SAXS — Analsye, welche
neben dem erwarteten GréRenunterschied zwischen EL- und Kontroll — HDL auch den Hinweis
auf den Einfluss von BSA auf die Komposition des Partikels gab. Genauer gesagt, scheinen
sich, wie bereits in den Resultaten erwahnt, die Proteinanteile in Abwesenheit von BSA locke-
rer und auch in den auf3eren Bereichen des Partikels anzuordnen. Eventuell ware es daher
auch interessant, die Plasmamodifikationen, welche nur unter Zusatz von BSA von statten
gingen auch nochmal ohne BSA zu wiederholen, da die Mdglichkeit besteht, dass durch den
veranderten Aufbau unterschiedliche Interaktionsstellen an der Oberflache des HDL — Parti-
kels exponiert sind und somit gewisse Vorgange besser bzw. schlechter ablaufen kénnen.

Jedenfalls korrelieren die Resultate aus den durchgefiihrten Messungen zur Bestimmung von
Komposition und Struktur der modifizierten HDL — Partikel auch mit den Ergebnissen aus Stu-
dien von Nijstad et al [43]Jund Maugeais et al [44], wo EL in Mausen tberexprimiert wurde und
unter anderem der daraus resultierende Effekt auf die Plasmaphospholipaseaktivitat, HDL —
PartikelgroRe und dem HDL — Umsatz beurteilt wurde. Dabei fiihrte die Uberexpression ver-
schiedener EL - Dosen in Mausen zu signifikanten Erniedrigungen der Plasmalevel von ApoA-
I, HDL — Cholesterin und Phospholipiden. Eine Analyse des isolierten HDL aus EL — exprimie-
renden C57BL/6 Mausen ergab neben unveranderten TAG — Gehalt und deutlich reduziertem
PL —Gehalt, anders als bei den in Rahmen meiner Arbeit durchgeflihrten Messungen, wo nur
ein minimale Veranderung im Totalcholesteringehalt feststellbar war, auch eine signifikante
Verminderung des Gehalts an Cholesterinester und freiem Cholesterin. Die Ursache dafur
kénnte bei den unterschiedlichen Expressionssystemen liegen, die bei den Studien in den
Versuchen eingesetzt wurden. Wahrend in meiner Arbeit vereinfacht gesagt, lediglich HepG2
— Zellen kultiviert wurden und HDL darauf gegeben wurde, wurden bei Maugeais et al durch
die Verwendung von Mausen ein vollstandiger, funktionierender Organismus behandelt und

untersucht, bei dem weitaus komplexere Vorgange in die Beschaffenheit der HDL — Partikel
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eingreifen. So findet hier beispielsweise im Unterschied zum Zellkulturexperiment die Zirkula-
tion des Blutes statt, wodurch die Partikel zu den verschiedenen interagierenden Organen, wie
z.B. Leber und auch extrahepatisches Gewebe, gelangen. Nijstad et al konnten zudem in sei-
nen Experimenten beobachten, dass die SR — B1 vermittelte Aufnahme von EL — modifiziertem
HDL in Wildtypmausen im Vergleich zu Kontroll — HDL signifikant erh6ht ist und konnten somit
die Idee des funktionellen Zusammenspiels von EL und SR — B1 untermauern. Dieses basiert
auf der Destabilisierung des HDL — Partikels durch Spaltung der Phospholipide und anschlie-
Rendem Entfernen des lipidarmen ApoA-I tber die Nieren bevor das HDL nach dem Entfernen
von Cholesterinester durch SR — B1 wieder bereit fir die Remodellierung und Beladung mit zu
transportierenden Lipiden ist. Wahrend in den aktuell von mir durchgefiihrten Versuchen die
Komponente SR — B1 noch fehlt, ware es in weiterfiihrenden Versuchen angedacht, eine kon-
sekutive oder Doppelinfektion der HepG; — Zellen mit SR — B1 und EL Adenoviren zu testen
um herauszufinden, ob bzw. in welchem Ausmal sich dadurch die bereits bekannten Effekte

der EL auf die Komposition und Funktionialitdt des HDL verandern.

Bezlglich des Nachweises von PONL1 im reisolierten HDL, zeigte sich im Zuge der durchge-
fuhrten Experimente im Wesentlichen Uber alle Modifikationen hinweg ein ahnliches Bild. Die
PON1 - spezifischen Western Blots lieferten namlich bei den EL — HDL — Proben ein deutlich
schwacheres Signal als das Kontroll — HDL. Diese Beobachtung lasst sich mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit auch durch die Spaltung der Phospholipide durch EL und der damit ver-
bundenen Verkleinerung des Partikels erklaren. Auch die Arylesterasemessungen zur Beur-
teilung der Aktivitat von PONL1 korrelierten mit den erhaltenen Signalunterschieden zwischen
EL - und Kontrollproben in den Blots und resultierten in einer verringerten Arylesteraseaktivitat
der EL — Proben. Passend dazu, fielen auch die Erkenntnisse von Hara et al aus Experimenten
mit EL”- Mausen aus, die sich zum Ziel setzten die Unterschiede in der Qualitat des HDL be-
zuglich entzindungshemmender und antioxidativer Kapazitat zwischen Wildtyp - und EL —
Knockout Maus zu definieren [45]. Im Detail konnte dabei beobachtet werden, dass die Plas-
maaktivititen HDL — assoziierter Enzyme, wie PONL1, in EL” - Plasma gegeniiber dem Wildtyp
— Plasma signifikant erhdht sind, was proportional zu den Plasmaspiegeln des HDL — Choles-
terins in den verschiedenen Mausen zu sein scheint. Allerdings wurden beim Einsatz von HDL
— Protein dieselben Aktivitaten von PONL1 in den beiden Varianten beobachtet, was moglich-
erweise die vergleichbaren und konkurrierenden, antioxidativen Eigenschaften der HDL — Par-
tikel gegen die Kupfer — induzierte Oxidation von LDL widerspiegelt. Letztere war Teil der Ex-
perimentgestaltung, deren Durchfiihrung und Auswertung Hinweise darauf gaben, dass die
gezielte Inaktivierung von EL die Menge an HDL — Partikel mit intakten entziindungshemmen-
den und antiatherogenen Eigenschaften erhéht. Vor diesem Hintergrund bekraftigen unsere

Ergebnisse die Theorie, dass EL die antioxidativen Eigenschaften von HDL reduziert. Die
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Frage bleibt aber, ob dies nur aufgrund der mengenmaRigen Verminderung der HDL — Level
passiert oder ob auch die Qualitat der Partikel durch die Prozessierung der EL eine andere ist
und beispielsweise nicht mehr so viele Interaktionsstellen fir PON1 aufweisen kann. Jeden-
falls stellt die Hemmung von EL auf Basis der bisherigen Erkenntnisse einen weiteren, vielver-
sprechenden Therapieansatz dar, welcher vor allem fir die Behandlung kardiovaskularer Er-

krankungen zukunftig zum Einsatz kommen kénnte.

Die im Rahmen dieser Arbeit gemessenen Nitritbestimmungen, basierend auf Zellkulturexpe-
rimenten unter der Verwendung von modifiziertem HDL und anschlieRender Messung des Nit-
ritgehalts mithilfe der HPLC, geben Hinweis auf eine reduzierte Aktivitat der eNOS nach der
Zugabe von EL — modifiziertem HDL. Um diesen Trend zu untermauern, ware es notwendig,
weitere, voneinander unabhangige Wiederholungen zu messen und aul3erdem als zusatzliche
Positivkontrolle unmodifiziertes HDL mitzufiihren. Letzteres kénnte Hinweis darauf geben, ob
unter Verwendung dieses Versuchablaufs die allgemein anerkannte Meinung, dass HDL die
Aktivitat von eNOS stimuliert, bestatigt werden kann und somit das System an sich geeignet
zur eNOS spezifischen NO - Messung ist. Glaubt man nichts desto trotz dem Trend aus den
gemessenen Daten, so scheint sich dieser gegenteilig zu den Beobachtungen von Tatematsu
et al zu verhalten [11]. In deren Studie sollte die Rolle von EL in der Kontrolle der endothelialen
SignalUbertragung und Biologie an sich, insbesondere aber das HDL und S1P betreffend, er-
mittelt werden. In Experimenten mit bovinen Aortaendothelzellen (BAEC), welche mittels
siRNA in ihrer Expression der endothelialen Lipase gehemmt wurden, konnte dabei gezeigt
werden, dass die HDL — vermittelte Aktivierung von eNOS durch das Ausschalten von EL ab-
geschwacht wurde. Als mdgliche Ursache dafir, wird von Tatematsu et al basierend auf der
beobachteten Wiederherstellung der eNOS — Aktivierung durch Stimulation mittels S1P, letz-
teres Molekul ins Spiel gebracht, von welchem angenommen wird, dass es physiologisch
durch EL vom HDL - Partikel abgespalten wird und dadurch insbesondere tiber S1P;: — Re-
zeptoren eine Aktivierung der eNOS, moglicherweise auch tber den Akt — Signalweg auslésen
kann. Basierend auf diesen Zusammenhangen, ware es fur zukinftige Messungen unter den-
selben Versuchsbedingungen daher auch von groRem Interesse, den S1P — Gehalt der unter-
schiedlich modifizierten HDL — Proben mitzubestimmen. Zieht man aber nur die bisherigen
Ergebnisse in Betracht, erscheint diese Hypothese, umgelegt auf unsere Beobachtungen wi-
derspriichlich, da in diesem Fall unter Einwirkung der EL keine gesteigerte Aktivitat von eNOS
messbar war, obwohl rein theoretisch Uber die Spaltung durch die EL mehr eNOS - aktivieren-

des S1P freigesetzt werden musste, sofern am Partikel vorhanden.

Es scheint hier eher eine Ubereinstimmung der gemessenen Effekte mit friilheren Experimen-

ten unserer Arbeitsgruppe zu geben. Dabei hat Kozina et al in Zellkulturexperimenten mit
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Ea.hy 926 — Zellen herausgefunden, dass eingesetztes LPC 18:1 nach kurzer Exposition mit
den Zellen in einem verminderten Nitritgehalt resultierte, der interessanterweise aber nicht mit
einem verénderten Phosphorylierungsgrad einherging, sondern vermutlich eher auf der durch
die LPC induzierten, fehlenden Dimerisierung der eNOS — Monomere beruhte [40]. Es ist an-
zunehmen, dass diese Erhohung der eNOS — Monomere auch speziell zu oxidativem Stress
in den Zellen fuhrten, ausgeldst durch die verstérkte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies
diverser Oxidasen. Sieht man sich die Daten aus LC — MS genauer an (vgl. Abbildung 17), fallt
eine deutliche Erhéhung (3x mehr) der LPC — Klassen 18:1, 18:2, 20:3, 20:4, und 22:6 auf,
was wiederum zu den mit der LPC 18:1 assoziierten Hemmung der eNOS und den dadurch
beobachtbaren, geringeren Nitritgehalten in EL — Proben passen wiirde.

Generell, waren nicht alle Messungen sehr eindeutig und einige resultierten in groRen Abwei-
chungen, was bei Wiederholungen eine Optimierung des Experimentprotokolls erforderlich
machen wirde. Auch wurde versucht, mit einer alternativen Messmethode die Bildung von NO
bzw. die eNOS Aktivitat zu erfassen. Leider brachte diese ebenfalls am Institut durchgefihrte,
innovative Anwendung der Detektion von NO mithilfe eingesetzter Fluoreszenzsensoren [46]
keine Klarheit in diese Fragestellung, sondern zeigte nach Kontakt mit dem zu testenden HDL

unerwartete Reaktionen.

Gemeinsam betrachtet, stellen sich unsere Ergebnisse des geringeren PON — Gehalts bzw.
der verminderten PON1 — und auch eNOS Aktivitat in EL — Proben schlissig dar, wenn man
sie mit den Erkenntnissen aus einer Studie von Besler et al vergleicht. Diese zielt im Wesent-
lichen darauf ab, die Effekte von HDL, aus an kardiovaskular erkrankten (CAD) Patienten, auf
eNOS - regulierende Mechanismen zu definieren [47]. Es hat sich namlich herausgestellt,
dass HDL aus besagter Personengruppe (HDLcap) seine entziindungshemmenden Eigen-
schaften, ebenso wie die Fahigkeit, die Reperatur des Endothels zu stimulieren, verloren hat.
Dieser Effekt ergibt sich vermutlich durch die HDLcap — vermittelte Stimulation des endotheli-
alen lectin — like oxidized LDL receptor 1(LOX - 1), der wiederum die Aktivierung des PKCBII
Signalweges in Endothelzellen auslost. Dadurch werden letztendlich eNOS — aktivierende Vor-
gange in der Zelle gehemmt und somit die eNOS — abhangige NO — Produktion vermindert. In
weiterfihrenden Experimenten wurden von Besler et al eine geringere HDL — assoziierte
PON1 — Aktivitat, als einer der molekularen Mechanismen identifiziert, der zum Teil auch we-
gen des gesteigerten Malondialdehydgehalts zur Formation einer PKCII aktivierenden Vari-
ante des HDL fuhrt. Umgelegt auf unsere Versuche wirde das damit folglich bedeuten, dass
der durch die endotheliale Lipase bedingte verminderte PON1 — Gehalt des modifizierten HDL
im Zellkulturexperiment dazu fihrte, dass in der dort verwendeten Endothelzelllinie Gber den
PKCBII — Signalweg die eNOS — Aktivitat eingeschrankt wurde und somit in der HPLC — Mes-

sung weniger Nitrit in den EL — Proben detektierbar war.
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Abschlieend lasst sich vermuten, dass sehr wahrscheinlich die beobachteten Effekte, vor
allem in der Myografie, zum Teil sehr stark plasmaspezifisch zu sein scheinen. Aul3erdem
kann nicht ausgeschlossen werden, bzw. ist es sogar ziemlich sicher anzunehmen, dass im
Zuge der Ultrazentrifugation bei der Isolation mit dem HDL — assoziierte Proteine abgetrennt
werden. Dennoch wirden nur die Ergebnisse aus Myografie und nativen PON — Blot in Kom-
bination gesehen, den Zusammenhang zwischen PON1 und der gefa3erweiternden Wirkung
bekraftigen, da bei Plasma 2 am meisten PON1 detektierbar war und in der Myografie das EL
— HDL besser relaxierte. Allerdings misste mit dem obig beschriebenen Hintergrund dennoch
das unmodifizierte HDL besser relaxieren. Die Ergebnisse lassen daher keine eindeutige
SchlufR3folgerung zu und bedirfen einer Wiederholung bzw. eventuellen Beantwortung unter

Anwendung eines anderen Messverfahrens.
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