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Zusammenfassung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen als Folge einer Atherosklerose zahlen zu den haufigsten
Todesursachen weltweit und sind stark altersabhangig.

High-Density-Lipoprotein (HDL) ist ein Lipoprotein, das Uberschussiges Cholesterin aus
atherosklerotischen peripheren Zellen, u.a. auch aus an der Plaquebildung beteiligten
Zellen zuruck zur Leber transportieren kann. Dieser Transportmechanismus wird
sreverser Cholesterintransport’ genannt und gilt als einer von mehreren
atheroprotektiven Effekten der HDL. Beim Cholesterin-Efflux aus den Zellen spielen
unter anderem zwei ATP-binding cassette (ABC)-Transporter, ABCA1 und ABCG1,
eine wichtige Rolle. In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass ABCA1 Cholesterin
und Phospholipide aus Zellen auf lipidfreies Apolipoprotein A-lI (ApoA-I) transportiert,
wahrend ABCG1 vermutlich beim Cholesterintransport zu bereits lipidangereicherten
HDL-Partikeln (HDL3 oder HDL2) beteiligt ist.

In dieser Arbeit wurden ABCA1- und ABCG1 in Fibroblasten von Patienten mit
Hutchinson-Gilford-Progerie-Syndrom (HGPS) auf Protein- und mRNA-Ebene
untersucht. Patienten mit HGPS altern vorzeitig, entwickeln fruhzeitig Atherosklerose
einhergehend mit einem schweren HDL-Mangel und versterben zumeist an
Komplikationen der Atherosklerose. Somit kann das HGPS als eine Modellkrankheit
sowohl fur den Alterungsprozess per se, als auch fur stark altersabhangige
Atherosklerose dienen. Die Zellen von Patienten mit HGPS weisen deutlich verkirzte
Telomere auf und zeichnen sich durch eine beschleunigte und verstarkte zellulare
Seneszenz aus.

Die Expression von ABCA1 war in HGP-Fibroblasten im Vergleich zu Kontrollzellen
supprimiert. Bei Expression des ABCG1-Gens zeigten die primaren HGP-Fibroblasten
eine verstarkte Induktion auf mMRNA-Ebene, was auf eine kompensatorische Regulation
hindeuten konnte. Auf Proteinebene waren jedoch mittels Western Blot keine
signifikanten Unterschiede feststellbar. Cholesterin induzierte die Expression sowonhl
von ABCA1 als auch ABCG1 in primaren nicht immortalisierten Zellen.

Eine Suppression von ABCG1 auf mRNA-Ebene nach Telomerverlangerung mit
Telomerase konnte auf einen durch eine defekte Telomerstruktur bei HGPS
verursachte Storung hindeuten, was fur Therapiekonzepte mit hTERT bedeutsam sein
konnte. Die Untersuchung der zwei Gene, die beim reversen Cholesterintransport eine
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wichtige Rolle spielen, ist wichtig, um den Cholesterintransport besser zu verstehen.
Damit kénnen in Zukunft Therapiemoglichkeiten entwickelt werden, die die Effektivitat
des Cholesterin-Effluxes aus Schaumzellen als Ziel haben und somit die

atherosklerotische Plaquebildung verhindern bzw. verzogern konnen.



Abstract

Cardiovascular diseases are the leading cause of death worldwide and are more
common with age. The uptake of lipoproteins and lipids by monocytes is at least in part
compensated by high density lipoproteins (HDL).

HDL is a lipoprotein that may transport excess cholesterol from peripheral cells back to
the liver. This so-called reverse cholesterol transport (RCT) is potentially
atheroprotective. Two ATP-binding cassette (ABC) transporters, ABCA1 and ABCG1,
play an important role in this process. ABCA1 shuttles cholesterol and phospholipids
from cells to lipid-free apolipoprotein A-I (ApoA-l) in the extracellular compartment,
while ABCG1 is probably involved in the efflux of cholesterol from cells to lipid-enriched
HDL particles, HDL3 or HDL2.

ABCA1 and ABCG1 were investigated in fibroblasts of patients with Hutchinson-Gilford
progeria syndrome (HGPS). Patients with HGPS suffer from accelerated aging, develop
premature atherosclerosis and have HDL deficiency. Patients die from complications of
atherosclerosis. HGPS is a model for the aging process and plays an important role in
the study of aging diseases, such as atherosclerosis. The disease is associated with
accelerated telomere attrition and enhanced cellular senescence.

Expression of ABCA1 was suppressed in primary HGPS fibroblasts in comparison to
control cells. ABCG1 expression was upregulated on mRNA level as possible
compensatory mechanism. Cholesterol induced the expression of ABCA1 and ABCG1
mMRNA in primary cell lines. By contrast, ABCG1 mRNA was rather suppressed in
hTERT immortalized HGPS cells, suggesting a potentially detrimental effect by
immortalization procedures.

ABCA1 and ABCG1 play an essential role in RCT. It is therefore important to a better
understanding of cholesterol metabolism. This research may lead to the development of
therapeutic options in HGPS and in aging per se, that improve the effectiveness of the
cholesterol efflux.



1 Einleitung

1.1 Atherosklerose

Die absolute Zahl der kardiovaskularen Todesfalle hat aufgrund des
Bevolkerungsalterns sowie relevanter Anderungen des Lebensstils und des
Lebensmittelsystems zugenommen (1). Obwohl die kardiovaskulare Mortalitatsrate von
1990 bis 2010 weltweit zurtckging (1), sind Herz-Kreislauf-Erkrankungen weiterhin die
haufigste Todesursache, wobei der Hauptfaktor dieser Krankheiten die Atherosklerose
der Gefalle bleibt (2). Es gibt heute genugend experimentelle und klinische Beweise
dafur, dass Atherosklerose eine chronische, entzindliche Krankheit ist, bei der sich die
Arterienwand infolge der Ansammlung von Cholesterin, Makrophagen und glatten
Muskelzellen verdickt. Studien haben gezeigt, dass sowohl das angeborene als auch
das erworbene Immunsystem Atherosklerose beschleunigen, aber auch eindammen
konnen (3). Bei dieser multifaktoriellen und komplexen Krankheit beeintrachtigt die
Bildung einer atherosklerotischen Plaque in der GefalRwand mittelgrol3er oder groler
elastischer oder muskularer Arterien die arterielle Funktion (4). Dabei fuhrt der
chronische Aufbau von Plaques in der subendothelialen Intimaschicht der Arterien zu
einer signifikanten Stenose der Gefalle, die den Blutfluss beeintrachtigt und eine

kritische Gewebehypoxie verursacht (5).

1.1.1 Pathogenese der Atherosklerose

Die HomoOostase im kardiovaskularen System wird durch verschiedene interagierende
genetische und epigenetische Prozesse aufrechterhalten (6). Das Fehlen dieser
Homoostase fuhrt zur Entstehung komplexer Krankheitsprozesse wie Atherosklerose
und ihrer lebensbedrohlichen Komplikationen. Atherosklerose entwickelt sich beginnend
im fruhen Jugendalter im Laufe von mehr als 50 Jahren (7). Wichtigste klinische
Manifestationen der Atherosklerose sind ischamische Herzkrankheiten, der
ischamische Schlaganfall und periphere arterielle Erkrankungen (8). Die haufigsten
Komplikationen (Myokardinfarkt und Schlaganfall) werden durch spontane

thrombotische GefalRverschlisse verursacht (8).



Bei der Atherosklerose wird die Funktion und Struktur aller drei Schichten der
Arterienwand beeinflusst (9). Das Gefal3endothel ist ein wichtiger Ort fur kritische
regulatorische Prozesse (6). Ein intaktes Endothel ist die innere Zellauskleidung des
Herz-Kreislauf-Systems und als ,naturlicher Blutbehalter’ bedeutsam fur die Funktion
der verschiedenen Gewebe und Organe des Korpers (10). Eine Dysfunktion der

endothelialen Zellen ist einer der ersten Schritte der Entstehung von Atherosklerose (9).

1.1.2 Struktur normaler Arterien

Die Arterienwand besteht bei Saugetieren aus drei histologischen Schichten. Die Intima
oder Tunica intima ist die innerste Schicht und setzt sich aus langen, flachen
Endothelzellen, die sich an der Langsachse des Gefalles orientieren, einer
subendothelialen Bindegewebsschicht sowie einer extrazellularen Matrix (ECM)
zusammen (11, 12). Die zweite Schicht, die Tunica media, enthalt hauptsachlich glatte
Muskelzellen sowie ECM-Komponenten wie Elastin, Kollagen und Proteoglykane (11).
Die Dicke der Tunica media korreliert mit dem Durchmesser der Arterien. Die dufRerste
Schicht der Arterie ist die Adventitia (auch ,Tunica adventitia’) und besteht aus
Fibroblasten und einem lockeren Bindegewebe, in dem sich die eigenen Gefalie (Vasa
vasorum) befinden. Normalerweise werden die Intima und das innere Drittel der Media
durch Diffusion aus dem GefalRlumen mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt, die
ubrigen Schichten der Arterie durch die Vasa vasorum. Die Tunica media wird von der
Intima und der Adventitia jeweils durch die innere bzw. auliere elastische Schicht

getrennt (11).

1.1.3 Atherosklerotische Plaques

Atherosklerotische Plaques bestehen aus mit Cholesterinester angereicherten
Schaumzellen (2). Diese bilden je nach histologischem Typ den cholesterinreichen
Kern, auch ,Atherom‘ genannt, der von einer aus ECM-Proteinen bestehenden, fibrésen
Kappe umgeben ist. Die atherosklerotischen Lasionen werden histologisch in sechs
Untergruppen klassifiziert, wobei Typ | und Il mit sogenannten ,Fettstreifen’ die frihen
Lasionen darstellen und Lasionen vom Typ Il bis VI die fortgeschrittenen Lasionen sind
(13).



Das Endothel reagiert auf verschiedene Reize, z.B. neurale, humorale sowie
hamodynamische Reize. Die Thrombozytenfunktion, Entzindungsreaktionen, das
Wachstum und die Migration glatter Gefallmuskelzellen  sowie  die
GefalRtonusmodulation werden durch Synthese und Freisetzen bestimmter vasoaktiver
Substanzen durch das Endothel reguliert (12). Studien und Beobachtungen zeigen,
dass Atherosklerose durch eine Immunreaktion gegen Autoantigene auf Endothelebene
verursacht werden konnte. Wichtige Autoantigene dabei sind oxidierte Low Density
Lipoproteine (LDL) und Hitzeschockproteine (HSP) 60/65 (14).

Im friheren Stadium aktiviert der turbulente Blutfluss, der hamodynamische Stress, die
Endothelzellen in zu Atherosklerose neigenden Arterienstellen, z.B. in
bifurkationsnahen Bereichen, was zu einer erhdhten Permeabilitat fuhrt. Dadurch kann
die Plasmakomponente in den subendothelialen Bereich gelangen (15). Das aktivierte
Endothel exprimiert auflerdem verschiedene entzundliche Adhasionsproteine und
Chemokine, die die Rekrutierung von Leukozyten fordern (16). Der hohe LDL-Spiegel
fuhrt im Blut zu einem Anstieg des Eintritts von mit Cholesterin beladenen LDL-Partikeln
in die Arterienwand Uber eine ,beschadigte’ Endothelstelle, die sich dort sammeln (17).
Dort kann LDL unterschiedlich modifiziert werden, z. B. kann durch die Produktion freier
Sauerstoffspezies (ROS) oxidiert werden. Oxidiertes LDL spielt im Vergleich zu nativem
LDL eine wichtigere Rolle bei der Entstehung und Entwicklung der Atherosklerose,
denn diese Eigenschaften des oxidierten LDL verschlimmern kumulativ die
Atherothrombose (18). Monozyten nehmen modifizierte Lipoproteine und Lipide auf und
werden dadurch in Schaumzellen umgewandelt, die frihe Lasionen der Atherosklerose
(sogenannte ,Fettstreifen’) bilden (16) (Abbildung 1).
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1.2 Cholesterin-Metabolismus

Die Cholesterinhomobostase ist fur normale zellulare, aber auch fur normale
systemische Funktionen von entscheidender Bedeutung (20). Cholesterin ist
weitgehend hydrophob, wird in allen Zellen von Saugetieren, hauptsachlich den Leber-
und Darmzellen, synthetisiert, ist ein wesentlicher Zellmembranbestandteil und sorgt
unter anderem zusammen mit anderen Lipiden fur die Regulation der Steifheit,
Flie3fahigkeit und Permeabilitat der doppelschichtigen Plasmamembran (20, 21). Es
wird angenommen, dass ca. 60 % bis 80 % des gesamten zellularen Cholesterins in der
Plasmamembran enthalten sind und sich im endoplasmatischen Retikulum (ER)
lediglich 0,5 % bis 1 % des Cholesterins befinden (22). Obwohl das ER cholesterinarm
ist, ist dies der primare Ort fur die Cholesterinsynthese sowie -veresterung. Neuere
Studien zeigen, dass die zytotoxischen Wirkungen des uberschussigen freien
Cholesterins Uber das ER ausgeubt werden konnen (23).

1.2.1 Zellulare Cholesterinhomoostase

Wegweisenden Entdeckungen uber den Cholesterinstoffwechsel zufolge wird der
zellulare Spiegel von Cholesterin durch neue Biosynthese, externe zellulare Aufnahme,
Speicherung in der Zelle und Exkretion des Cholesterins von der Zelle reguliert (24). Es
besteht eine umgekehrte Beziehung zwischen Cholesterinabsorption und -synthese,
wobei eine niedrige intestinale Cholesterinabsorption durch eine Hochregulierung der
Cholesterinsynthese kompensiert wird und umgekehrt (25). Der zellulare
Cholesterinspiegel wird durch einen homoostatischen Mechanismus Uber
Transkriptionsfaktoren, die sterol regulatory element-binding proteins (SREBP bzw.
SREBF), reguliert, durch die eine negative Ruckkopplung auf die Cholesterinsynthese
ausgeubt wird (26). Bei Wirbeltieren gibt es zwei SREBP-Gene (SREBP1 und
SREBP2), wobei von SREBP1 zwei unterschiedliche Messenger-Ribonukleinsaure
(mRNA) SREBP1a und SREBP1c transkribiert werden konnen, von denen SREBP1a
die aktivste Form ist (27, 28).

SREBPs werden als inaktive ER-Transmembranproteine synthetisiert. Wenn in der
Zelle ausreichend Cholesterin vorhanden ist, verbleiben SREBPs im ER, wobei ein
insulin-induced gene 1 (Insig-1) genanntes ER-Protein das Sterol-Sensor des SREBP-

cleavage-activating proteins (SCAP) bindet, wodurch der SREBP-SCAP-Komplex im



ER bleibt (29). Ein niedriger Cholesterinspiegel verursacht eine Konformationsanderung
im Sterol-Sensor des SCAP, wobei sich Insig-1 vom SREBP-SCAP-Komplex dissoziiert
und der SREBP-SCAP-Komplex den Golgi-Apparat erreichen kann, wo das SREBP
proteolytisch verarbeitet und dadurch aktiviert wird. Danach bewegen sich die aktiven
SREBP in den Nukleus und binden an ein sterol response element (SRE) in der
Enhancer- bzw. Promoter-Region vieler Zielgene und aktivieren deren Transkription
(26, 30). Insig-1 scheint eine wesentliche Rolle bei der Sterol-vermittelten Regulation zu
spielen, sodass auch der Abbau der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase
(HMGCR oder HMG-CoA-Reduktase) durch die Bindung ihrer Sterol-Sensor-Domane
an Insig-1 beschleunigt wird, die einen geschwindigkeitskontrollierenden Schritt in der
Cholesterinbiosynthese katalysiert (31).

Die Squalen-Monooxygenase (SM) katalysiert den ersten Oxygenierungsschritt in der
Cholesterinsynthese, deren Regulation als ein weiteres geschwindigkeitsbestimmendes
Enzym bei der Cholesterinbiosynthese erkannt wurde (32). Wie HMGCR wird SM
sowohl auf Transkriptionsebene Uber SREBP als auch auf Posttranslationsebene
kontrolliert (33).
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Abbildung 2. Hauptbestandteile des Cholesterinstoffwechsels in einer polarisierten Zelle
(20)

Wie in Abbildung 2 beschrieben, beginnt die Cholesterinsynthese mit Acetyl-Coenzym
A (Acetyl-CoA), wobei mehr als zwanzig Enzyme beteiligt sind. Die meisten dieser
Enzyme befinden sich in der Membran des ER (34). Viele Nahrungsquellen enthalten
auch Cholesterin, sodass Menschen Uber Nahrung Cholesterin aufnehmen und die
Absorption von Cholesterin mit der aufgenommenen Cholesterinmenge zunimmt (35).
Dabei nehmen sogenannte ,Niemann-Pick-C1-Like-1(NPC1L1)-Proteine’ auf der
apikalen (zum Darmlumen gerichteten) Enterozytenoberflache Cholesterin auf (36).
Dieses Cholesterin wird danach in Form von Chylomikronen aus den Enterozyten
freigesetzt und von der Leber aufgenommen. Die Chylomikronen sind vom Darm
produzierte, triglyceridreiche Lipidpartikel im Blut und in der Lymphe, die Lipide an die
Leber sowie die anderen Gewebe liefern. Nachdem Chylomikronen ihre Triglyceride
abgegeben haben, werden sie zu Chylomikronresten und von der Leber entfernt (20).



Die Leber liefert Cholesterin in Form von Lipoprotein mit geringer Dichte Very-Low-
Density-Lipoprotein (VLDL) an den Blutkreislauf (37). Nach der Verarbeitung im
Blutkreislauf erzeugen die VLDL zirkulierende Lipoproteine niedriger Dichte (LDL), die
von peripheren Zellen Uber eine LDL-Rezeptor(LDLR)-vermittelte Endozytose
aufgenommen werden (37). Cholesterin wird in der Zelle durch verschiedene
Mechanismen zwischen den Organellen transportiert und erfullt vielfaltige Funktionen
(38). Da Cholesterin ein stark hydrophobes Lipid ist, erfordert sein Transport im Cytosol
spezielle vesikulare und nichtvesikulare Mechanismen. Der nichtvesikulares Transport
beinhaltet hydrophobe Hohlraumtransporter, z. B. Steroidogenic-Acute-
Regulatory(StAR)-related-lipid-transfer(START)-Proteine (39).

1.2.2 Reverser Cholesterintransport

Uberschiissiges Cholesterin wird zur Entsorgung von der Peripherie zur Leber und zum
Darm transportiert und schlie8lich Uber den Kot ausgeschieden. Dieser Weg wird als
sreverser Cholesterintransport’ (RCT) oder ,zentripetaler Cholesterinfluss’ bezeichnet
(40). Die ersten Schritte des RCT umfassen das Ausschleusen von Cholesterin aus
peripheren Zellen in die Plasma-Lipoproteine, die anschlieend an die Leber
abgegeben werden (41).

In den letzten Jahren hat sich der Fokus auf den zellularen Cholesterin-Efflux und den
Rucktransport in die Leber verlagert, denn aus klinischer Sicht kann die Fahigkeit von
Makrophagen, Cholesterin effizient in den RCT-Weg abzuleiten, eine wesentliche Rolle
bei der Pravention von Atherosklerose spielen (42). Es wurde festgestellt, dass eine
negative Ruckkopplung von Cholesterin auf cholesterogene Enzyme und LDL-
Rezeptoren Uber SREBP-Transkriptionsfaktoren stattfindet (37). Oxysterol(OS)-
Derivate des Cholesterins sind Liganden fur den Transkriptionsfaktor Liver-X-Rezeptor
(LXR), der ABC-Transporter wie ABCA1, ABCG1, ABCG5, ABCG8 sowie andere am
RCT beteiligte Gene stimuliert (43, 44). Dabei bildet LXR wie andere nukleare
Hormonrezeptoren Heterodimere mit Retinoid-X-Rezeptoren (RXR), die von RXR-
Agonisten wie Retinoiden oder Oxysterolen aktiviert werden (45, 46). Das ABCA1-Gen
kann durch ungesattigte Fettsauren, verschiedene Transkriptionsfaktoren wie
Schilddrisenhormonrezeptoren oder Glukokortikoidhormonrezeptoren sowie Interferon-
vy, Oncostatin und Angiotensin |l supprimiert werden (47, 48). Uberschissiges



Cholesterin wird in der Zelle durch zwei Acyl-Coenzym A:Cholesterin-Acyltransferase
Typ 1 und Typ 2 (ACAT1 und ACAT2) zu Cholesterylestern verestert (44). Die
Cholesterinester (CE) werden entweder als Cholesterinreservoir in zytosolischen
Lipidtropfchen gespeichert oder als Hauptbestandteil von Plasma-Lipoproteinen

freigesetzt (20).

1.2.3 Die Rolle der ABC-Transporter A1 und G1 beim reversen
Cholesterintransport

Insgesamt sind drei Mechanismen des Cholesterintransports aus der Zelle bekannt
(Abbildung 3). Der einfachste Mechanismus fur den zellularen Cholesterin-Efflux ist der
Prozess, bei dem einzelne Cholesterinmolekile von der Plasmamembran
aufgenommen werden. AnschlieBend diffundieren diese die hydrophile Phase und
werden dann in die phospholipidhaltigen Akzeptorpartikel eingebaut (49). Dieser
Transportmechanismus durch Diffusion ist bei hydrophobem Cholesterin ein relativ
ineffizienter Weg (50). Der zweite Mechanismus des Cholesterin-Effluxes ist Uber den
scavenger receptor Bl (SR-BI) vermittelt, wobei die Bewegung des Cholesterins wie
beim Diffusionsmechanismus bidirektional ist, was bedeutet, dass die Nettobewegung
von der Richtung des Cholesteringradienten abhangig ist (51). Der dritte bekannte
Cholesterin-Efflux-Mechanismus  ist Uber ABC-Transporter vermittelt (52).
Uberschiissiges Cholesterin wird vom ABC-Transporter A1 und G1 (ABCA1 und
ABCG1) fur die HDL-Bildung uber verschiedene Mechanismen in das Blut zum
Apolipoprotein A-l (Apo A-l1) oder vom ABCG5 und ABCGS8 in das Darmlumen und die
Gallengange exportiert (20, 50).
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(53))

ABCAT1 ist eines der 48 beim Menschen bekannten Mitglieder der ABC-Transporter-
Familie (54). Das menschliche ABCA1-Gen befindet sich im Chromosom 9q31, besteht
aus 2261 Aminosaure-kodierenden 50 Exonen und hat ein Molekulargewicht von 254
kDa (55, 56). Im ABCA1-Gen wurden ungefahr 50 Mutationen und viele
Polymorphismen der Einzelnukleotide beschrieben (57).

Bodzioch et al. konnten 1999 durch genetische Untersuchung von Patienten mit
Tangier-Krankheit zeigen, dass ABCA1 bei dieser Krankheit mutiert ist und der ABCA1-
Transporter ein kritischer Modulator des Lipidmetabolismus und des Cholesterin- und
Phospholipid-Effluxes ist (58). Die Tangier-Krankheit wird autosomal rezessiv vererbt
und ist im homozygoten Zustand durch das Fehlen von HDL-Cholesterin (HDL-C) im
Plasma, die Ablagerung von CE im retikuloendothelialen System mit Splenomegalie
und der VergréRerung von Tonsillen und Lymphknoten, periphere Neuropathie und
haufig vorzeitige Koronararterienerkrankung gekennzeichnet (58, 59). Bei den Zellen
von Patienten mit Tangier-Krankheit ist der Transport von Cholesterin und
Phospholipiden zu den Apolipoproteinen defekt, sodass die Unfahigkeit zur
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Lipidaufnahme des entstehenden ApoA-lI zum schweren HDL-Mangel fuhrt und somit
ApoA-| schnell katabolisiert wird (60, 61).

Der HDL-Metabolismus beginnt mit der Apo-A-I-Synthese in Leber und Darm, wobei fur
die HDL-Bildung jedoch eine Interaktion zwischen Apo A-l und ABCA1 erforderlich ist
(52). In Studien wurde gezeigt, dass ABCA1 in direkter Wechselwirkung mit Apo A-I
steht (62-64). Die Deletion des intestinalen ABCA1-Gens in Mausen fuhrte zu einer
Verringerung des Plasma-HDL um ungefahr 30 %, die Deletion von sowohl
hepatischem als auch intestinalem ABCA1 zu einer ungefahr 90%igen Abnahme des
Plasma-HDL-Spiegels (65). Zusatzlich konnte anhand von Experimenten mit Mausen
gezeigt werden, dass die Uberexpression von hepatischem ABCA1 nicht nur eine
Erhohung des HDL-Spiegels im Blut zur Folge hat, sondern die Mause, die ABCA1
Uberexprimierten, im Vergleich zu anderen Mausen weniger atherosklerotische
Lasionen entwickelten (66, 67). Eine andere Studie zeigte, dass eine ABCA1-
Uberexpression in Monozyten bzw. Makrophagen ebenso zu einer HDL-Erhéhung im
Blut fuhrt, dieser Effekt jedoch im Vergleich zu dem in Leberzellen schwacher
ausgepragt ist (68). Obwohl in Makrophagen exprimierte ABCA1 keine relevante HDL-
Erhohung zur Folge hat, konnte gezeigt werden, dass die selektive Abschaltung des
ABCA1-Gens in Makrophagen von Apolipoprotein(Apo)-E- oder LDLR-Knockout-
Mausen unabhangig vom HDL-Blutspiegel zu einer verstarkten Atherosklerose-
Entwicklung beigetragen hat (69). Die Aktivitat von ABCA1 wird unter anderem durch
Metaboliten wie cyclisches Adenosinmonophosphat (CAMP) und OS stimuliert (70-72).

Frihere Studien belegen, dass eine Uberexpression von ABCG1 zu einem erhéhten
Cholesterin-Efflux zu exogen hinzugefugtem HDL fuhrt, weshalb davon ausgegangen
wurde, dass auch ABCG1 im ersten Schritt des RCT fur den Cholesterol-Efflux aus den
lipidbeladenen Makrophagen wichtig sein konnte (73). Durch Experimente mit ABCG1-
Knockout-Mausen wurde nachgewiesen, dass Cholesterin-Efflux bei diesen Mausen zu
HDL verringert war, wobei kein Einfluss auf den Cholesterin-Efflux auf Apo A-l
beobachtet wurde (73). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression
von ABCG1 zu einem Anstieg des Cholesterin-Effluxes aus der Zelle fuhrt (74).
Mittlerweile ist bekannt, dass ABCA1 Cholesterine und Phospholipide auf lipidfreie
bzw. -arme Apolipoproteine exportiert, wahrend ABCG1 und SR-BI Cholesterin auf
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phospholipidhaltige Partikel (z. B. auf durch ABCA1 mit Cholesterin angereicherten Apo
A-l und auf HDL-Partikeln HDL2 und HDL3) exportiert (41, 74).

AuRerdem wird diskutiert, dass Apo A-l entweder Uber direkte Vermittlung durch
ABCA1 oder durch ABCA1-induzierte, andere Signalwege internalisiert wird und
dadurch mit verschiedenen intrazellularen Lipidtropfchen interagiert, um freies
Cholesterin (FC) sowie Phospholipide zu erhalten (75, 76). So werden grol3ere, aus
HDL-3-Partikeln durch Lipidlagerung entstandene HDL-2-Partikel spater durch

Reendozytose wieder an die Zelloberflache abgegeben (77).

1.2.4 Die Rolle von MicroRNAs beim Cholesterinmetabolismus

MicroRNA (miRNA) sind kleine, ca. 22 Nukleotid lange, nicht kodierende
Ribonukleinsaure (RNA), die die Expression komplementarer mRNA regulieren (78).
Durch Basenpaarung an mRNAs vermitteln miRNAs den Abbau von mRNA (79). Es
wurde gezeigt, dass ein einziges miRNA in mehreren mRNAs Zielstellen haben kann
und umgekehrt der mMRNA-Umsatz und die Translation von mehreren miRNAs reguliert
werden kann (80, 81). Somit stellen miRNAs bei der intrazellularen
Cholesterinhomoostase neben anderen komplexen regulatorischen Prozessen Uber
Transkriptionsfaktoren und Co-Aktivatoren ein weiteres komplexes regulatorisches
Netzwerk dar (82).

Im Genom von Saugetieren sind mittlerweile ca. 500 miRNA-Gene bekannt, von denen
ca. 50 % aus nicht proteinischen Transkripten exprimiert werden, wahrend sich die
andere Halfte in den Introns der kodierenden Gene befindet und zufallig mit den
zugehorigen Genen transkribiert wird (83, 84). Es konnte zusatzlich gezeigt werden,
dass ein wichtiger Anteil der intergenen miRNAs eigenstandige 5°- und 3°-Grenzen in
ihren Transkripten aufweist, was darauf hindeutet, dass diese unabhangig von einem

anderen Gen transkribiert werden konnen (83).

Die Genexpression von miRNAs wird uber verschiedene Transkriptionsfaktoren, z. B.
den microphthalmia-associated transcription factor (MITF), sowie Uber epigenetische
Mechanismen, wie DNA-Methylierung und Histonmodifikationen, reguliert (85). Eine der
den Cholesterin-Metabolismus regulierenden miRNAs ist die MicroRNA-122 (miR-122),
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die hauptsachlich in der Leber exprimiert wird. Studien haben gezeigt, dass die Injektion
von Antisense-Oligonukleotiden die Cholesterinbiosynthese herunterreguliert, wodurch
auch der zirkulierende Cholesterinspiegel im Plasma verringert wird, aber da neben
LDL- auch HDL-Cholesterin durch den miR-122-Antagonismus gesenkt wird, kann sie
als therapeutisches Ziel bei der Behandlung von cholesterinassoziierten Krankheiten
nicht genutzt werden (86-89). Eine andere miRNA, die MicroRNA-33 (miR-33), befindet
sich innerhalb des SREBF2/SREBP2-Gens (eines Cholesterinsynthese regulierenden
Transkriptionsfaktors) und wird im Gegensatz zu miR-122 in verschiedenen Zelltypen
und Geweben exprimiert, wodurch sie eine umfassendere Wirkung auf die
Cholesterinhomobostase hat (90, 91). Es wurde gezeigt, dass nach der
Cholesterinbeladung die Expression von miR-33 und SREBF2 zusammenhangend
herunterreguliert wurde, wahrend die Expression von miR-33 umgekehrt mit der
Expression des ABCA1-Gens korreliert. Daraus folgt, dass miR-33 Uber negative
Ruckkopplungsmechanismen funktioniert, die durch den Cholesteringehalt der Zelle
reguliert werden. Bei niedrigem Cholesterinspiegel koordiniert die gleichzeitige
Transkription von SREBF2 und miR-33 die zellulare Cholesterinhomdostase, indem
gleichzeitig die Transkription der Cholesterinaufnahme- und -synthesewege initiiert und
die am zellularen Cholesterinexport beteiligten Gene posttranskriptionell supprimiert
werden (90, 91).

Die Regulation von ABCA1 erfolgt durch die Bindung von miR-33 an die 3'-
untranslatierte Region (3'UTR) der ABCA1-mRNA, was bestatigt, dass ABCA1 ein
direktes Ziel der miRNA ist (90). Es wurde berichtet, dass auf3er der genannten miR-33
auch andere miRNA (wie miR-26, miR-106b, miR-758 sowie miR-144) direkt auf
ABCA1 abzielen, was darauf hindeutet, dass die Regulation dieses Gens komplex ist
(92, 93).

1.3 HDL als protektiver Faktor bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen

Wie schon erwahnt, ist Cholesterin ein wesentlicher Bestandteil der Zellmembranen von
Saugetieren und ein gestortes Cholesteringleichgewicht tragt zu verschiedenen
Krankheiten bei; unter anderem spielt es bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen eine wichtige
Rolle (20, 39). Zuerst wurde im Rahmen der Framingham-Herzstudie in den 1960er

Jahren Uber signifikante Zusammenhange zwischen dem kardiovaskularen Risiko und
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dem Plasma-Lipoproteinspiegel berichtet (94). Demnach sind das Verhaltnis von
Gesamtcholesterin zu HDL-C sowie HDL- und LDL-Cholesterine unabhangig
voneinander deutlich mit koronaren Herzkrankheiten assoziiert, wobei bei HDL eine
starkere Assoziation mit der Inzidenz beobachtet wurde (94, 95). Zwolf Jahre lang
wurden dieselben Studienteilnehmer beobachtet, wobei eine erneute Messung von
HDL-C nach acht Jahren =zeigte, dass selbst nach Anpassung der anderen
Risikofaktoren (wie Rauchen, Alkoholkonsum, Ubergewicht, Blutzucker und Blutdruck)
der HDL- und der Gesamtcholesterinspiegel im Plasma, unabhangig von anderen
Risikofaktoren, bei der Entwicklung von koronaren Herzkrankheiten eine wesentliche
Rolle spielen (96). Die Schutzwirkung von HDL ist mindestens so stark wie die
atherogene Wirkung von LDL, wobei bei jedem Gesamtcholesterinspiegel das Risiko
abhangig von dem Verhaltnis variiert (97). Es wurde beobachtet, dass ein Anstieg des
HDL-Cholesterins um 1 mg/dl zu einer signifikanten Verringerung des Risikos fur
koronare Herzerkrankungen, bei Mannern um 2 % und bei Frauen um 3 %, und
zusatzlich zu einer signifikanten Abnahme der Sterblichkeitsrate bei Herz-Kreislauf-
Erkrankungen um 3,7 % (Manner) bzw. 4,7 % (Frauen) fuhrt (98).

Die Rolle von HDL-C als unabhangigem und veranderbarem Risikofaktor fur Herz-
Kreislauf-Erkrankungen ist weiterhin Gegenstand der Forschung. Es gibt mehrere gut
dokumentierte HDL-Funktionen, wie den bereits beschriebenen RCT, die Hemmung der
Entzindung oder die Hemmung der Thrombozytenaktivierung, die fur die
atheroprotektiven Wirkungen des HDLs verantwortlich sein konnen (99). In neueren
Studien wurde weiterhin eine umgekehrte Beziehung zwischen HDL-C und Herz-
Kreislauf-Erkrankungen belegt, jedoch ebenso darauf hingewiesen, dass HDL-C
grundsatzlich als Hinweis auf eine schlechte allgemeine Gesundheit und weniger als
unabhangiger, veranderbarer Risikofaktor betrachtet werden sollte (100).

HDL-Partikel transportieren Cholesterin aus den Schaumzellen zurick zur Leber. Das
ist der erste Schritt des RCT, der moglicherweise eine vielversprechende
antiatherogene Strategie ist. Die Manipulation des RCT konnte therapeutisches
Potenzial zur Behandlung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen haben (41). Es gibt
Krankheiten, bei denen eine beeintrachtigte HDL-Funktion oder die Beeintrachtigung
des RCT zu Gefallerkrankungen beitragt. Aktuelle Ergebnisse sprechen fur weitere
Forschungen, um besser zu verstehen, wie die HDL-Funktion zum RCT beitragt, damit
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neue Praventions- und Behandlungsstrategien zur Verringerung des Risikos von Herz-

Kreislauf-Erkrankungen entwickelt werden konnen (2).

1.4 Alterungsabhangige Krankheiten

Biologische Alterung ist ein irreversibler physiologischer Prozess, bei dem sich die
physiologischen Funktionen zunehmend verschlechtern und der schlieBlich zu
altersbedingten Krankheiten, wie Herz-Kreislauf-Krankheiten, Erkrankungen des
Bewegungsapparates, neurodegenerativen Krankheiten sowie Krebs, fuhrt (101).
Neben der zellularen Seneszenz, d. h. der Abnutzung der Telomere, sind heute weitere
Kennzeichen des Alterns bekannt: die genomische Instabilitdt, epigenetische
Veranderungen, der Verlust der Proteostase, die deregulierte Nahrstoffmessung, die
mitochondriale Dysfunktion, die Stammzellenerschopfung sowie die veranderte

interzellulare Kommunikation (102).

Studien haben gezeigt, dass Telomere und Telomer-assoziierte Proteine eine wichtige
Rolle bei Alterungsprozessen spielen und eine beschleunigte Telomerabnutzung mit
altersabhangigen Stoffwechsel- und Entzindungsreaktionen assoziiert ist (103). Zudem
wurde eine inverse Korrelation zwischen der Telomerlange und Herz-Kreislauf-
Erkrankungen wie Atherosklerose beobachtet (104). Die Mitoserate in vaskularen
glatten Muskelzellen ist in fortgeschrittenen atherosklerotischen Plaques im Vergleich
zu fruhen Lasionen niedriger (105). Daruber hinaus konnen in den Plaques befindliche
ROS sowohl zu einer beschleunigten Telomerverkurzung fuhren als auch unabhangig
von der Telomerlange eine vorzeitige Seneszenz auslosen (106-108). Aus
fortgeschrittenen atherosklerotischen Plaques kultivierte glatte Muskelzellen weisen
Merkmale der Seneszenz auf, z.B. haben sie deutlich kurzere Telomere und

exprimieren Seneszenzmarker wie SA-R-Gal, p16 und p21 (109).

Anhand von Telomersyndromen kann eine Gruppe nicht verwandter Krankheiten mit
vorzeitigem  Alterungsphanomen  zusammengefasst werden, die verkurzte
Telomerpathologien sowie uUberlappende phanotypische Merkmale zeigen (110). Das
Hutchinson-Gilford-Progerie-Syndrom (HGPS), Dyskeratosis congenita, Ataxie-
Teleangiektasie, das Hoyeraal-Hreidarsson-Syndrom sowie das Revesz-Syndrom
gehoren zu diesen Krankheiten, wobei sehr kurze Telomere und eine vorzeitige

replikative Seneszenz mit einer niedrigen Hayflick-Grenze zu erkennen sind (111-114).
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Da Prelamin A und das fur HGPS typische Protein Progerin in physiologisch alternden
Individuen exprimiert werden und die meisten Merkmale des physiologischen Alterns
bei Patienten mit HGPS auftreten, kann die Forschung zu dieser seltenen Krankheit das
Verstandnis der dem physiologischen Altern zugrunde liegenden Mechanismen

verbessern (115).

1.4.1 Zellulare Seneszenz und Krankheiten mit vorzeitiger Alterung

Zellen sind einem standigen exogenen sowie endogenen Stress ausgesetzt, wobei ihre
Reaktionen von der vollstandigen Reparatur bis zum Zelltod reichen. Daruber hinaus
konnen proliferierende Zellen einen Zustand des permanenten Zellzyklusstillstands
annehmen, der als ,zellulare Seneszenz' bezeichnet wird (116). Seneszenz ist ein
zellularer Abwehrmechanismus, der dazu fuhren soll, dass Zellen keine unndtigen
Schaden erleiden (117), eine der Ursachen fur das Altern und zudem verantwortlich fur
altersbedingte Krankheiten. Neben diesen negativen Aspekten spielen seneszierende
Zellen eine positive Rolle bei der Embryogenese und der Gewebereparatur sowie als
Barriere bei der Tumorgenese (117, 118). Es wurde berichtet, dass die Eliminierung
seneszierender Zellen durch vorubergehende Hemmung des transformierenden

Wachstumsfaktors (TGF-R) zu Entwicklungsstorungen bei Organogenese fuhrt (119).

Zellen kdonnen durch unterschiedliche Mechanismen zur Seneszenz gebracht werden,
wobei die schadensinduzierte von der entwicklungsbedingten, programmierten
Seneszenz unterschieden wird. Zur schadensinduzierten Seneszenz gehoren neben
der Telomerverkirzung auch die Einwirkung von Sauerstoffradikalen, DNA-Schaden
aber auch Onkogenen (120). Einer der Faktoren, durch die Sauerstoffradikale
kontrolliert werden kdnnen und damit die zellulare Seneszenz reguliert werden kann,
sind die miRNA (121).

In seneszenten Zellen werden verschiedene Iosliche sowie unldsliche Faktoren
produziert und ausgeschieden, die zusammen als ,Seneszenz-Assoziierter-
Sekretorischer-Phanotyp’ (SASP) bezeichnet werden. Zu diesen Faktoren gehdren
unter anderem Chemokine, Zytokine, Proteasen sowie Wachstumsfaktoren, wobei
deren Kombination von den Zelltypen und den Seneszenz-induzierenden Faktoren

abhangig ist (122-124). Daruber hinaus hangen die Funktionen von SASP-Mitgliedern
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von der genetischen Konstellation der seneszenten Zellen und deren
Umgebungsfaktoren ab (122). Es konnte gezeigt werden, dass SASP unter vielen
anderen Krankheiten auch mit Atherosklerose assoziiert ist, sodass seneszierende
vaskulare glatte Muskelzellen durch SASP, die durch Interleukin-1a gesteuert werden,
aktiv zur chronischen Entzindung bei Atherosklerose beitragen konnen (125).

Hayflick und Moorhead konnten erstmals zeigen, dass sich normale menschliche
Fibroblasten in Kultur nicht unendlich teilen (126). Ab einer bestimmten
Zellpopulationsverdopplungszahl werden sie seneszent. Dieses Phanomen ist heute als
Hayflick-Grenze bekannt (116). Mit jeder Zellteilung verkurzen sich die Telomere,
wodurch die Anzahl der Zellteilungen begrenzt wird (127). Die fortschreitende
Abnutzung von telomerer DNA fuhrt zum Verlust der Telomerkappenproteinen, wodurch
DNA-Strangbriche entstehen, die den Stillstand und die Seneszenz des Zellzyklus

auslosen (128).

Telomere  sind  DNA-Protein-Strukturen,  bestehen aus 4 bis 12kb
Tandemwiederholungen der TTAGGG-Sequenz, befinden sich in den
Chromosomenden der eukariotischen Zellen, wo sie das Genom vor Abbau und Fusion
schutzen, und gehen mit jeder Zellteilungsrunde zunehmend verloren (129-131).
Telomerase ist ein Ribonukleoprotein, eine RNA-abhangige DNA-Polymerase mit
katalytischer Untereinheit (telomerase reverse transcriptase, TERT, bei Menschen
hTERT), die die Telomere verlangert (132, 133). Aufgrund der starken Suppression des
TERT-Gens ist die Aktivitat der Telomerase in den meisten differenzierten
menschlichen Korperzellen insuffizient und deswegen fur die Kompensation der
zunehmenden Telomerlangenverkurzung nicht ausreichend (132, 134). Nach einer
bestimmten Anzahl an Zellteilungen werden Telomere so kurz, dass sie von den Zellen
als DNA-Schaden wahrgenommen werden, weshalb eine DNA-Schadensantwort (DDR)
ausgeldst wird, die Ahnlichkeiten mit der bei extrinsischem DNA-Schaden entstehenden
DDR zeigt (135). Dadurch werden dber verschiedene Mediatoren die
Tumorsuppressorgene p53 und Retinoblastom-Protein (pRB) aktiviert und der Verlauf
des Zellzyklus wird blockiert (116). Wenn in diesen Zellen keine genetischen
Veranderungen vorliegen, sterben sie nicht ab, unterscheiden sich aber in ihrer
Proteinkonstellation von jungen Zellen (136). Es gibt verschiedene Biomarker fur



18

zellulare Seneszenz, wobei die lysosomale Hydrolase der Seneszenz-assoziierten

Beta-Galaktosidase (SA-R-Gal) der am haufigsten verwendete Biomarker ist (118, 137).

1.4.2 Das Hutchinson-Gilford-Progerie-Syndrom als Beispiel einer Krankheit mit
vorzeitiger Alterung

Lamin A und C sind Produkte des LMNA-Gens und wichtige Komponenten eines
proteinhaltigen Netzes, das unter der inneren Kernmembran liegt und fur eine
ordnungsgemale Kernstruktur sorgt (138). Daruber hinaus ist Lamin A an der DNA-
Reparatur, -Replikation sowie -Transkription beteiligt (139). Mehr als 14 bekannte
Krankheiten entstehen durch Mutationen in Laminen, werden als ,Laminopathien’
bezeichnet und reichen von Muskeldystrophie bis zu beschleunigtem Altern, wie bei
Hutchinson-Gilford-Progerie (HGP) und beim atypischen Werner-Syndrom (140, 141).

HGPS ist eine seltene genetische Stérung, die ursprunglich 1886 von Jonathan
Hutchinson berichtet und 1904 von Hastings Gilford weiter beschrieben wurde (142,
143). Die sporadische, autosomal dominante, todlich verlaufende Krankheit gehort zu
den Progeroid-Syndromen (144). Etwa 90 % der Personen mit HGPS weisen an
Position 1824 im Codon 608 (G608G) innerhalb von Exon 11 De-novo-Punktmutationen
im LMNA-Gen auf, die Cytosin durch Thymin ersetzen. Dabei aktiviert diese Mutation
eine kryptische Spleil3stelle und produziert das Protein Progerin, das eine farnesylierte,
mutierte Form von Lamin A darstellt und 50 Aminosauren weniger als normales Lamin
A hat (145). Neben diesem klassischen HGPS-Genotyp gibt es einen nichtklassischen
HGPS-Genotyp, bei dem Personen zwar charakteristische klinische Merkmale von
HGPS zeigen, aber heterozygot fur eine andere pathogene Variante in Exon 11 bzw.
Intron 11 sind und aus dieser Mutation wird wieder Progerin produziert (146). Progerin
sammelt sich in den Zellkernen an und fuhrt zur Instabilitat der Kernmembran (147). Die
Progerie-Fibroblasten haben sehr kurze Telomere und proliferieren sich langsam, wobei
beobachtet wurde, dass die Zellen nach Transfektion der HGPS-Zellen mit hTERT-
MmRNA langere Telomere, eine langere Lebensdauer sowie eine hohere
Proliferationskapazitat aufweisen (148-150). Aulerdem wurde die Expression von

Telomer-assoziierten Proteinen erhoht (148).
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Bei der Geburt kann HGPS nicht diagnostiziert werden, aber innerhalb der ersten zwei
Lebensjahre konnen auffallige Symptome, z.B. deutliche Hautmanifestationen,
beobachtet werden (151). Im Jugendalter leiden HGPS-Patienten bereits an typischen
Alterungserscheinungen wie Osteoporose, Arthropathien sowie schweren Herz-
Kreislauf-Erkrankungen. Darlber hinaus haben Patienten mit HGPS einen Mangel an
subkutanem Fett, Alopezie, geschwollene Venen, Altersflecken sowie eine
Wachstumsverzogerung (152). Wenige Progerie-Patienten erreichen das Alter von
Anfang 20, durchschnittlich sterben sie bereits im Alter von 14 bis 15 Jahren, in ca.
90 % der Falle an Komplikationen der Atherosklerose wie Schlaganfall oder
Myokardinfarkt (153, 154). Im Rahmen einer Studie konnte im Mausmodell
nachgewiesen werden, dass die Expression von Progerin, das spezifisch fur glatte
Muskelzellen ist, die LDL in der Media-Schicht der Aorta erhoht und wahrscheinlich
dadurch die Atherosklerose beschleunigt (155). HGPS wird normalerweise nicht

vererbt, da die Patienten meistens vor dem Alter der Reproduktion sterben (156).

Es wurde nachgewiesen, dass Progerin-mRNA sowie Protein auch in den Zellen von
gesunden Menschen vorkommen und der Spiegel von Progerin-Transkript in den Zellen
von HGPS-Patienten und deren Eltern mit hoheren Populationsverdopplungszahlen
ansteigt (157-159). Die Zellen von gesunden Personen, die Progerin synthetisieren,
weisen Ahnlichkeiten mit HGPS-Zellen auf, was nahelegt, dass die Progerinexpression
auch in normalen Zellen zur Seneszenz beitragen kann (160, 161). Es konnte
zusatzlich gezeigt werden, dass die Progerin-produzierende Spleildstelle nur in
telomerabhangigen seneszenten Zellen aktiviert wird und es eine umgekehrte
Korrelation zwischen Zellimmortalisierung und Progerintranskription gibt (161). Diese
bei Telomerverkiirzung auftretenden Anderungen beim alternativen SpleiRen mehrerer
Gene, einschlieBlich LMNA, deuten darauf hin, dass die Telomerschadigung und die
Progerinproduktion zusammen die zellulare Seneszenz induzieren konnen (161). Es
wurde herausgefunden, dass das mit Telomeren assoziierte Protein LAP2a, das
normalerweise mit Lamin A im Wechselspiel steht und die Zellproliferation reguliert, in
HGPS-Zellen weniger mit Progerin interagiert und die Erhohung der Menge von LAP2a
DNA-Schaden sowie Seneszenz verhindert, sodass die Zellen sich weiter teilen konnen
(162).
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Herz-Kreislauf-Erkrankungen gehdren zu den typischen Krankheiten sowohl des
physiologischen Alterungsprozesses als auch des HGPS (163). Eine Studie zeigte,
dass HDL-Cholesterin und Adinopektin bei HGPS-Patienten mit dem Alter signifikant
abnehmen, wobei andere kardiovaskulare Risikofaktoren wie das C-reaktive Protein
(CRP), Gesamtcholesterin sowie LDL-Cholesterin nicht erhoht sind (164).
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2 Ziele dieser Doktorarbeit
In dieser Arbeit sollte die Expression der ABCA1- und ABCG1-Gene in Fibroblasten von

Patienten mit HGPS, sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene, untersucht

werden.

Wie in Kapitel 1.7 beschrieben, sind ABCA1 und ABCG1 wichtige Komponenten beim
Cholesterintransport aus Zellen. Somit spielen sie eine bedeutende Rolle beim reversen
Cholesterintransport, einem protektiven Prozess bei der Atherosklerose. Funktionelle
Anderungen bzw. Konzentrationsédnderungen dieser Gene kdénnen zu Krankheiten
fuhren wie z. B. die Tangier-Krankheit, bei der Patienten mit ABCA1-Mutation aufgrund
eines gestorten Cholesterin-Effluxes einen schweren HDL-Mangel mit zumeist
vorzeitiger Atherosklerose haben. Es wurde auch gezeigt, dass Zellen von Patienten
mit Tangier-Krankheit Merkmale der zellularen Seneszenz und, im Vergleich zu
Kontrollzellen,  kurzere  Telomere aufweisen (165). Eine  beschleunigte
Telomerverkurzung, HDL-Mangel und eine vorzeitige Atherosklerose sind somit - wenn
auch in unterschiedlicher Auspragung - Merkmale der Tangier-Krankheit und des
HGPS. Da die Cholesterinhomoostase bei diesen Krankheiten beeintrachtigt ist, ist es
wichtig, die Schlusselgene zu untersuchen, die eine Rolle beim Cholesterinstoffwechsel
spielen.

Es wird angenommen, dass ABCA1 und ABCG1 bei der Vermittlung des zellularen
Cholesterineffluxes zusammenwirken und Cholesterin bei Cholesterin-abhangiger
Induktion durch den Transkriptionsfaktor LXR aus Zellen mobilisieren kann. Die
Arbeitsgruppe hatte bei friheren Experimenten mit Tangier-Fibroblasten beobachtet,
dass in Zellen mit teilweise defektem ABCA1 (Zelltyp 1) ABCA1 und ABCG1 auf
Protein- und mRNA-Ebene kompensatorisch hochreguliert wurden (166). Bei kompletter
ABCA1-Defizienz war diese Kompensation nicht zu beobachten (Abbildung 4). Daher
sollten diese Untersuchungen vergleichend jetzt an HGPS-Fibroblasten durchgefihrt

werden.
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Abbildung 4. ABCA1- und ABCG1-Expression auf mRNA- und Protein-Ebene in
Fibroblasten von Patienten mit Tangier-Krankheit (166)

Weiterhin sollte der Frage nachgegangen werden, inwiefern die Expression von ABCA1

und ABCG1 abhangig von der Telomerlange reguliert wird. Die Ergebnisse sollten

durch Western Blot und quantitative PCR (gPCR) miteinander verglichen werden, um

die Funktion dieser Transporter beim Lipidmetabolismus, der Entstehung von

Atherosklerose und somit indirekt dem Alterungsprozess besser zu verstehen.
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3 Material und Methoden

Die Versuche wurden in einem Labor der Sicherheitsstufe 2 durchgefuhrt. Bei den
Experimenten und der Erstellung der Dissertation wurde die ,Satzung der Charité zur
Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis‘ eingehalten.

3.1 Chemikalien, Losungen und Kits

In den Tabelle 1 und Tabelle 2 werden die wichtigsten Chemikalien, Kits und ihre
Hersteller aufgefuhrt. In Tabelle 3 sind die verwendete Software und die
herangezogenen Internetseiten zusammengestellt, in Tabelle 4 die im Rahmen dieser
Arbeit verwendeten Antikorper aufgelistet.

Chemikalien Firma

2-Ethansulfonsaure (HEPES) Carl Roth GmbH

Acrylamid Carl Roth GmbH
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth GmbH
B-Mercaptoethanol G-Biosciences
Bovines Serumalbumin (BSA) SIGMA
Bromphenolblau SIGMA
cOmplete ULTRA Tablets, Mini, EDTA-free Roche
Cholesterin Carl Roth GmbH
DMEM-Medium Gibco

dNTP Thermo Fisher
Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth GmbH
Essigsaure Merck

Ethanol Carl Roth GmbH
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Merck

Fetales Kalberserum (FKS) Biochrom AG
Glycerol Merck

Glycin Carl Roth GmbH

Human Cyclophilin A 200 Rxn

Life Technologies GmbH

H20,

Sigma-Aldrich
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Isopropanol Merck

Luminol SIGMA
Methanol Roth
Milchpulver Carl Roth GmbH

M-MLV 5x Reaktionspuffer

Promega GmbH

M-MLV Reverse Transkriptase

Promega GmbH

Natriumchlorid (NaCl)

Merck

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth GmbH

Natriumhydroxid (NaOH)

Carl Roth GmbH

Para-Cumarinsaure SIGMA
phosphate-buffered saline (PBS) Gibco
Penicillin/Streptomycin Biochrom AG

Plus prestained Protein Ladder

Thermo Fisher

Ponceau S SIGMA
Puromycin Gibco
Random Primer Promega
RNase Out Invitrogen™
Saccharose SIGMA

Salzsaure (HCI)

Carl Roth GmbH

Tetramethylethyldiamin (TEMED) Bio-Rad
Tris Merck
Trypsin SIGMA
Tween 20 AppliChem

Tabelle 1. Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien

Kits Firma
BCA-Assay Thermo Fisher
NucleoSpin RNA Kit Macherey-Nagel
SuperSignal West Femto Maximum Thermo Fisher
Tabelle 2. Ubersicht iiber die verwendeten Kits
Internetseiten und Software Firma

CFX Manager 3.1

Bio-Rad
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Image Studio Lite-5 Licor

Magellan Tecan
NanoDrop-1000 V3.2.1 Thermo Fisher
NCBI

Tabelle 3. Ubersicht iiber die verwendete Software und die genutzte Internetseite

Antikorper Firma
Anti-ABCA1 Novus Biologicals
Anti-ABCG1 Abcam
Anti-3-Aktin Sigma
Anti-mouse Bio-Rad
Anti-rabbit Bio-Rad

Tabelle 4. Ubersicht (iber die verwendeten Antikérper

3.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

In Tabelle 5 sind die verwendeten Gerate und Verbrauchsmaterialien aufgelistet.

Gangige Verbrauchsmaterialien wie Pipettenspitzen sowie Eppendorf- oder

Reaktionsgefalie sind nicht aufgefuhrt.

Gerate und Verbrauchsmaterialien Firma
Axiovert 25 Zeiss
Centrifuge 5417R Eppendorf
CFX 384 Touch'" Real-Time System Bio-Rad

Entwicklermaschine Optimax Typ TR

MS Laborgerate

Feinwaage Sartorius
GS-800 Calibrated Densitometer Bio-Rad
Heidolph MR3001 SIGMA

HeraCell Brutschrank Heraeus

HeraSafe Clean Bench

Thermo Fisher

Mini-Shaking Hybridisierungsofen OV 3 Biometra
Infinite M200 Tecan
Megafuge 2.0R Heraeus
Mini-Trans Blot Cell Bio-Rad
MS1 Minishaker IKA® SIGMA
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NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer PEQLAB
pH-Meter WTW pH 330i
Pipetboy INTEGRA Biosciences
PowerPac 200/300 Bio-Rad
Rontgenfilmkassette AppliGene
SDS-PAGE-Apparatur Bio-Rad
Stickstofftank MVExc 34/18 MVE
ThermoMixer 5436 Eppendorf
ThermoMixer C Eppendorf
Varifuge 3.0 Heraeus
Wasserbad Memmert
10-cm-Zellkulturschalen Corning

15-mL-Zentrifugenrohrchen

Falcon Brand

384-Well-Platten, klar

Bio-Rad

50-mL-Zentrifugenrohrchen

Falcon Brand

96-Well-Platte, klar und durchsichtig

Thermo Fisher

Freezing-Container ,Mr. Frosty’ Nalgene
Insulinspritzen Terumo
Kryoréhrchen Sarstedt
Microseal® 'B' PCR Plate Sealing Film Bio-Rad
Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran Millipore

Rontgenfilme

Thermo Fisher

T25 Falcon Brand
T75 Falcon Brand
T175 Falcon-Brand

Whatman-Papier

GE Healthcare

Zellschaber

Biochrom AG

Tabelle 5. Ubersicht iiber die verwendeten Geréate und Verbrauchsmaterialien

In der folgenden Tabelle 6 ist die Herstellung der benutzten Lésungen

zusammengefasst.

Trenngel-Puffer

1,5 M Tris, pH 8,8 in ddH,0O
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(Lagerung bei 4 °C)

Sammelgel-Puffer
(Lagerung bei 4 °C)

0,5 M Tris, pH 6,8 in ddH,O

10%-SDS 10 gin 100 ml
(Lagerung bei Raumtemperatur, RT)
10%-APS 0,1gin1mil
(Lagerung in Aliquots bei -20 °C)
10x SDS-Laufpuffer 1,9 M Glycin
(Lagerung bei RT) 250 mM Tris
1 % SDS (w/v)
in ddH20
Nassblotpuffer 25 mM Tris
(Lagerung im Kuhlraum) 192 mM Glycin
10 % Ethanol (v/v)
in ddH20

ECL-Solution A
(Lagerung im Kuhlschrank)

50 mg Luminol
in 200 ml 0,1 M Tris (pH 8,6)

ECL-Solution B

11 mg Para-Cumarinsaure

(Lagerung bei RT im Dunkeln) in 10 ml DMSO
10x TBS 200 mM Tris
(Lagerung bei RT) 1,5 M NaCl

in ddH,0 (pH 7,5)

1x TBS-T (Waschpuffer)
(Lagerung bei RT)

0,1 % Tween 20 in 1x TBS

Sucrose-Hepes-Puffer
(bei -20 °C einfrieren)

0,2 M Sucrose: 3,423 g / 50 ml

0,02 M Hepes: 0,238 g/ 50 ml

pH auf 7,3 einstellen (ca. 200 yl 2 M
NaOH)

- steril filtrieren

Sucrose-Hepes + Complete
(Aliquots bei -20 °C einfrieren; nur drei
Monate haltbar)

1 Tablette Complete Ultra in 10 ml

Sucrose-Hepes l6sen

Glycin-Stripping-Puffer

0,1 M Glycin
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(Lagerung bei RT)

1,1 % HCI
in ddH,0

2x-SDS-Probenpuffer (2x-SDS-PP)

0,1 M Tris (pH 6,8)

8 % (w/v) SDS

40 % (w/v) Glycerin

0,2 mg/mL Bromphenolblau

20 % B-Mercaptoethanol

Ponceau-Losung

0,1 % Ponceau S (w/v)
5 % Essigsaure (v/v)

in ddH>0

Blockierldsung

5 % Trockenmilch in 1x TBS-T

Antikorper-Verdinnungslosung

Antikorper mit entsprechender
Verdunnung in Blockierlosung

EDTA/PBS

0,1 % EDTA (w/v) in 1x PBS

Tabelle 6. Ubersicht iiber die Herstellung der Lésungen

3.3 Zelllinien und Kulturbedingungen

Fur die Experimente wurden huma

ne Hautfibroblasten verwendet. Die Zellen stammen

von gesunden Spendern sowie Patienten mit HGPS. Bei den Versuchen wurden auch

die jeweiligen durch hTERT immortalisierten Zelllinien untersucht (siehe Kapitel 3.3.1).

Die untersuchten Fibroblastenzelllinien sind in den Tabelle 7 und Tabelle 8 dargestellt.

Kontrollzelllinien

Beschreibung Herkunft

CON1 731 mannlich, funf Monate alt bei Kinderklinik, Munster

CONT1 731 TERT

Biopsieaufnahme

CONZ2 811 weibli

CONT2 811 TERT

ch, einen Monat alt bei Kinderklinik, Munster

Biopsieaufnahme

Tabelle 7. Beschreibung der Kontrollzelllinien
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HGP-Zelllinien Beschreibung Herkunft
HGP1 FN127 weiblich, funf Jahre, Progeria Research
HGPT 1 FN127 Mutation in Exon 11: C = T, Foundation, USA
TERT klinisch auffallig
HGP2 HGP178 | weiblich, sechs Jahre und elf Progeria Research
Monate, Mutation in Exon Foundation, USA
HGPT 2 FN178 . .
11: C = T, klinisch auffallig
TERT
HGP3 HGPO0O03 mannlich, zwei Jahre, Progeria Research
HGPT3 FNOO3TERT | Mutation in Exon 11: C = T, Foundation, USA

klinisch auffallig

Tabelle 8. Beschreibung der HGP-Zelllinien

3.3.1 Immortalisierung der Zellen

Die Zellen wurden durch Brigitte Kottgen (Arbeitsgruppe Walter) immortalisiert. Dabei
wurden Fibroblasten mit retroviralen Uberstanden von einer Verpackungszelllinie
(PA317-TERT) infiziert, die menschliche Telomerase exprimieren. Danach wurden die
Zellen innerhalb von zwei Wochen mit Pyromycin selektiert. Die erfolgreiche Infektion
der Zellen mit hTERT wurde mittels telomerase repeat amplification protocol(TRAP)-
Assay und qPCR Uberpruft. Mittels TRAP-Assay wurde die Telomerase-Aktivitat, mittels
gPCR die Expression von hTERT bestimmt.

3.3.2 Auftauen der Zellen

Die Zellen waren in einem Stickstofftank kryokonserviert und wurden daher zunachst
kurz im 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut und anschliel3end tropfenweise in 15-ml-
Falcons uberfuhrt, in denen sich 9 ml warmes Medium befanden. Danach wurden die
Falcons fur 5 min bei 1200 rpom und RT zentrifugiert. Nach dem Absaugen des
Uberstandes wurde das Pellet mit 1 ml warmem Medium aufgenommen und in eine

T25-Kulturflasche Uberfihrt, die frisches warmes Medium enthielt.
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3.3.3 Einfrieren der Zellen

Als Reserve wurden einige Zellen eingefroren. Dazu wurden die Zellen wie beim
Splittvorgang (siehe Kapitel 3.3.4.2) bis zum Trypsinieren behandelt und mit frischem
Medium aufgenommen. Danach wurde das Zellpellet fir 5 min bei 1200 rpm und RT
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet wurde in 1 ml 10%-
DMSO/DMEM-L6sung resuspensiert, in beschriftete Kryorohrchen gegeben und in
einer mit Isopropanol gefullten Kryobox 24 h lang langsam auf -80 °C gekuhlt. Danach
wurden die Kryoréhrchen in einem Stickstofftank eingelagert.

3.3.4 Zellkultur
3.3.4.1 Mediumwechsel

Die Zellen wurden in DMEM, in einem 95 % befeuchteten Brutschrank bei 37 °C und
einer CO,-Konzentration von 5 % kultiviert. Die endgultige Zusammensetzung des

DMEM-N&ahrmediums ist in der folgenden Tabelle 9 beschrieben.

Supplement Anteil in der fertigen DMEM-L&sung

Fetales Kalberserum (FKS) 10 % (v/v) fur Kontrollzellen

15 % (v/v) fur Progerie-Zellen

Penicillin und Streptomycin 1 % (v/v)

Tabelle 9. Zugaben und deren Anteile im DMEM

Bei den Zellen wurde alle vier oder funf Tage das Medium gewechselt. Dabei wurde
das alte Medium abgesaugt, anschlieBend wurden die Zellen einmal mit PBS
gewaschen und neues Medium wurde hinzugefugt (siehe Tabelle 10).

Zellkulturflasche PBS- | Medium-Volumen
Volumen [ml]
[mi]
T25 4 4
T75 10 12
T175 18 22
10-cm-Zellkulturschale 8 10

Tabelle 10. Volumina des Nahrmediums fiir den Mediumwechsel (T25: 25 cm?; T75:
75 cm?; T175: 175 cm?)
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3.3.4.2 Subkultivierung der Zellen

Wenn die Zellen zu 100 % konfluent waren, wurden sie gesplittet. Daflr wurde das alte
Medium abgesaugt und die Zellen wurden einmal mit 0,1%iger EDTA/PBS-L6sung
gewaschen, woraufhin diese LOsung erneut abgesaugt wurde. Danach wurde
Trypsin/EDTA-L6sung auf die Zellen gegeben, je nach GroRRe der Zellkulturflasche (wie
in Tabelle 11 aufgefuhrt).

EDTA/PBS | Trypsin/EDTA | fur Aufnahme
Zellkulturflasche 01%ig (W] (mi]
[mi]

T25 4 300 3,5

T75 10 500 9,5

T175 18 1000 17

10-cm- 8 400 7,5
Zellkulturschale

Tabelle 11. Volumina von Lésungen fiir das Zellsplitten (T25: 25 cm?; T75: 75 cm2;
T175: 175 cm?)

Anschlielend wurden die Zellkulturflaschen im Brutschrank bei 37 °C fur ca. 10 min
inkubiert. Dadurch wurden die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche abgel6st und mit
frischem Medium aufgenommen, wodurch die Reaktion gestoppt wurde. Die Zellen
wurden entweder auf mindestens zwei gleich groRe Kulturflaschen gesplittet oder in
eine groRe Kulturflasche und eine 10-cm-Kulturschale Uberfuhrt (siehe Abbildung 5).
Die Zellen wurden taglich Uberpruft und bei Erreichen einer 100%-Konfluenz erneut
gesplittet. Die Populationsverdopplungszahl (PD-Zahl) wurde folgendermalien

berechnet:

1095_2
—_ S1
I:}Dneu - I:)Dalt + log?

S2: Flache der neuen Zellkulturflasche

S1: Flache der alten Zellkulturflasche
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A
= Vo
* Einfrieren ’ -

Abbildung 5. Arbeitsschema des Zellsplittens (T25: 25 cm?; T75: 75 cm?; T175:
175 cm? 10 cm P: 10-cm-Zellkulturschale)

3.3.4.3 Cholesterinbeladung der Zellen

Fir die Experimente wurden die Zellen jeweils ohne und mit Cholesterinbeladung
vorbereitet. Um die Zellen mit Cholesterin zu beladen, wurde das Cholesterin zunachst
in 100%-EtOH geldst und ein Medium mit Cholesterin mit einer Endkonzentration von
20 pg/ml vorbereitet. Das mit Cholesterin angereichte Medium wurde auf die Zellen
gegeben, woraufhin die Zellen fur 24 Stunden weiter inkubiert wurden. Am nachsten
Tag wurde die Beladung wunter dem Mikroskop kontrolliert, wobei bei
cholesterinbeladenen Zellen schwarze Kristalle sichtbar wurden (siehe Abbildung 6).

fur Protein



33

Abbildung 6. Hautfibroblasten ohne Cholesterinbeladung (A) und Hautfibroblasten nach
Cholesterinbeladung (B). Die schwarzen Punkte zeigen die von den Zellen
aufgenommenen Cholesterinkristalle.

3.4 Ernten der Zellen

Wenn genug Zellen fur die Experimente gesammelt wurden, wurden diese fur Protein-
und RNA-Proben geerntet. Fir RNA-Proben wurden in einem 1-ml-Eppendorf-
Reaktionsgefald fur jede Zellkulturschale 350 yl Reagenz A (RA1-Lysispuffer) und 3,5 pl
R-Mercaptoethanol zusammengemischt. Es wurde versucht, schnell zu arbeiten, da
diese Losung irreversibel kristallisieren kann. Das Medium wurde von der 10-cm-
Kulturschale abgesaugt und die Zellen wurden grundlich mit PBS gewaschen, wobei
dieses auch abgesaugt wurde. Alle Reste des Mediums und PBS mussen grindlich
abgesaugt werden, um spater bei der RNA-Extraktion die Kontamination zu vermeiden.
Nachdem jeweils 350 pl der beschriebenen Losung auf die Zellen gegeben wurden,
wurde die Kulturschale so lange geschwenkt, bis die Viskositat der Suspension abnahm
und die Zellen sich gelartig vom Boden I6sten. Dann wurde diese gelartige Masse
mittels Zellschaber vom Boden der Petrischale abgekratzt, mit einer Pipette in das
vorher beschriebene Eppendorf-Reaktionsgefal® tberfuhrt und schnell in einem -80 °C

kalten Gefrierschrank bis zur RNA-Extraktion eingefroren.

Zur Erstellung von Proteinproben wurden die Zellen wie beim Splittvorgang (siehe
Kapitel 3.3.4.2) behandelt und mit 10 ml kaltem PBS aufgenommen. Die Zellsuspension
wurde fiir 5 min bei RT und 1200 rpm abzentrifugiert. Danach wurde der Uberstand

vorsichtig abgesaugt, woraufhin das Pellet mit ebenfalls kaltem



34

Hepes/Sucrose/Complete(H/S/C)-Puffer aufgenommen und bei -80 °C eingefroren

wurde.

3.5 Biochemische Methoden

3.5.1 Protein-Extraktion

Die fur Proteinproben eingefrorene Zellsuspension wurde im Eis aufgetaut. Danach
wurde mithilfe einer Insulinspritze die Zellmembran zerstort, indem diese zehnmal auf-
und abgezogen wurde. Es wurde darauf geachtet, dabei moglichst auf Eis zu arbeiten.
Dann wurde die Losung in 10 pl Aliquots aliquotiert. Die Aliquots wurden bei -80 °C
aufbewahrt. Danach erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentration.

3.5.2 BCA-Protein-Assay

Die Proteinkonzentration der Zellsuspension wurde mittels BCA-Protein-Assay im 96-
Well-Format bestimmt. Daflr wurde zuerst die Standardreihe angesetzt (siehe Tabelle
12).

Name | Albuminkonzentration Zusammensetzung
S1 25 pg/mi 200 pl S2 + 800 pl PBS
S2 125 pg/mi 500 pl S3 + 500 pl PBS
S3 250 pg/ml 500 pl S4 + 500 pl PBS
S4 500 pg/ml 250 pl S8 + 750 pl PBS
S5 750 pg/ml 500 pl S7 + 500 pl PBS
S6 1000 pg/ml 500 pl S8 + 500 pl PBS
S7 1500 pg/ml 750 pl S8 + 250 pl PBS
S8 2000 pg/ml 1 ml aus Ampulle

Tabelle 12. Pipettierschema zur Herstellung der Standardreihe. Eine Ampulle enthélt
Albumin in einer Konzentration von 2 mg/ml. S1 bis S7 stellen die Verdiinnungen der
Standardreihe mit unterschiedlicher Albuminkonzentration dar.

Danach wurde die BCA-Arbeitslosung angesetzt. Hierzu wurden 50 Teile von Reagenz
A mit einem Teil von Reagenz B gemischt. Die Proteinproben wurden 1:10 mit PBS
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verdunnt und pro Well wurden 10 pl der Standard- oder Proteinprobe aufgetragen.
Daraufhin wurden 200 pl der BCA-Arbeitslosung hinzugefugt und die Platte wurde
geschwenkt. AnschlieRend wurde die Platte fur 30 min bei 37 °C in den Brutschrank
gestellt und die Proteinkonzentration wurde mithilfe des Magellans mit dem Infinite
M200 bei einer Wellenlange von 562 nm gemessen. Die gemessenen Werte wurden in

Excel ausgewertet (siehe Abbildung 7, Tabelle 13).

0,6
0,4

Extinktion

0,2

500

1500

1000

y=0,0006x+0,1163
R?=0,99419

2000 2500

» Proteinbestimmung
1,2 y=0,0006x+0,116
R*=0,9941
1
0,8

% Standartreihe

Linear...

Protein konz. (ug/ml)

Abbildung 7. Proteinbestimmung der Standardreihe. Die Signalextinktion von Proben

der Standardreihe steigt mit der Proteinkonzentration linear an.

Zelllinie gemessen | gemessene Probe Proteinkon | fiir | H/S/ | 2x
e Protein- verdiinnt | zentration/ [10pg| C | P
Extinktion konz. 110 1 ul P

(ng/ml)
731 0,3177 386,9444 3869,444 |3,869444 2,58| 7,42\ 10
731+chol 0,3417 426,9444 4269,444 | 4,269444 2,34| 7,66 10
811 0,5983 854,7222 8547,222 |8,547222 1,17| 8,83/ 10
811+chol 0,5835 830 8300 8,3 1,20| 8,80 10
FN127 0,286 334,1667 3341,667 |3,341667 2,99 7,01/ 10
FN127+chol 0,244 264,1667 2641,667 |2,641667 3,79| 6,21 10
HGP178 0,2597 290,2778 2902,778 |2,902778 3,44| 6,56| 10
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HGP178+chol |0,375 482,5 4825 4,825 2,07| 7,93/ 10
HGPO003 0,3627 461,9444 4619,444 |4,619444 216| 7,84| 10
HGP003+chol |0,3567 451,9444 4519,444 | 4,519444 2,21 7,79| 10
731TERT 0,392 510,8333 5108,333 |5,108333 1,96| 8,04 |10
731TERT+chol | 0,411 542,5 5425 5,425 1,84| 8,16| 10
811TERT 0,397 519,1667 5191,667 |5,191667 1,93| 8,07| 10
811TERT+chol | 0,4605 625 6250 6,25 1,60| 8,40 10
FN127TERT |0,32167 393,6111 3936,111 | 3,936111 254| 7,46| 10
FN127TERT+c | 0,3087 371,9444 3719,444 | 3,719444 269| 7,31 10
hol

HGP178TERT |0,3373 419,7222 4197,222 |4,197222 2,38| 7,62| 10
HGP178TERT | 0,3437 430,2778 4302,778 |4,302778 2,32\ 7,68 10
+chol

HGPOO3TERT |0,5197 723,6111 7236,111 | 7,236111 1,38| 8,62| 10
HGPOO3TERT |0,5163 718,0556 7180,556 |7,180556 1,39| 8,61|10
+chol

Tabelle 13. Proteinbestimmung der Proben

3.5.3 Gelelektrophorese

Polyacrylamid-Gele fur die Aufteilung der Proteingemische werden als
diskontinuierliche Gele, bestehend aus Sammel- und Trenngel, gegossen. Die
Komponenten fur die beiden Gele wurden getrennt voneinander zusammengemischt.
Dafur wurde zunachst 7,5%iges Trenngel mit einer Schichtdicke von 1,0 mm gegossen.
Bei Zusammenmischen der Gelkomponente wurden Temed und APS als letztes
zugefugt. Sobald das APS hinzugegeben wurde, sollte zlgig gearbeitet werden, well
das APS die Polymerisierungsreaktion einleitet. Nach der Polymerisierung des
Trenngels wurde das 4,5%ige Sammelgel auf das Trenngel gegossen und ein Kamm in
das Gel

Zusammensetzung der Gele ist in der folgenden Tabelle 14 zusammengefasst.

gesteckt, um Taschen fur die Probenauftragung zu erzeugen. Die
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Trenngel | 7,5 % Acrylamid Stock (v/v) Sammelgel | 4,5 % Acrylamid Stock (v/v)
375 mM Trenngel-Puffer 167 mM Sammelgel-Puffer
0,1 % SDS (w/v) 0,1 % SDS (w/v)
0,1 % APS (w/v) 0,1 % APS (w/v)
0,01 % TEMED (v/v) 0,01 TEMED (v/v)
in ddH20 in ddH20

Tabelle 14. Zusammensetzung des 7,5%igen Trenngels und des 4,5%igen Sammelgels

Als nachstes wurden die Proteinproben fur die Gelelektrophorese zubereitet. Daflr
wurde von jeder Probe das fur 10 ug geeignete Volumen pipettiert, auf 10 pl mit H/S/C-
Puffer verdinnt und mit 2x-SDS-PP beschwert (siehe Tabelle 13). AnschlieRend
wurden die Zelllysate bei 60 °C fur 10 min denaturiert und mittels Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach ihrer GroRe aufgetrennt, wobei als
Proteinmarker (PM) 5 ul Prestained-Protein-Ladder eingesetzt wurden. Die Auftrennung
erfolgte bei 30 mA fur rund 100 min mit 1x-SDS-Laufpuffer.

3.5.4 Western Blot (Nassblot)

Um die Proteine vom SDS-PAGE-Trenngel auf eine Membran zu transferieren, wurde
das Nassblot-Verfahren verwendet. Dazu wurden eine PVDF-Membran und vier
Whatman-Papiere zurechtgeschnitten, wobei die PVDF-Membran zuerst fur 5 min in
Methanol aktiviert wurde. Bis zur weiteren Verwendung wurden die PVDF-Membran
und das Whatman-Papier in Nassblotpuffer gelagert. AnschlielRend wurden die Proteine
vom Trenngel bei 350 mA fur 35 min auf die PVDF-Membran transferiert. Die
Reihenfolge von Membran und Gel in der Nassblotkammer war wie folgt: Anode, zwei
Whatman-Papiere, PVDF-Membran, Trenngel, zwei Whatman-Papiere, Kathode. Um
den Proteintransfer zu Uberprifen, wurde die Membran fir 5 min mit einer Ponceau-
Losung eingefarbt, anschlieBend 2 min mit ddH20 differenziert, wieder mit ddH20

entfarbt und fur den immunologischen Proteinnachweis verwendet.

3.5.5 Immunologischer Proteinnachweis
Fiar den Proteinnachweis wurde die PVDF-Membran zunachst fur eine Stunde bei RT in
Blockierlosung inkubiert, damit die freien Bindeplatze auf der Membran abgesattigt



38

werden. Anschlielend wurde die PVDF-Membran bei 4 °C uber Nacht mit einer
primaren Antikorper-Verdunnungslosung gegen ABCA1 bzw. ABCG1 durch Schatteln
inkubiert (siehe Tabelle 15). Am folgenden Tag wurde die PVDF-Membran nach drei
jeweils zehnminutigen Waschvorgangen mit einem sekundaren Antikorper bei RT fur
eine Stunde durch Schutteln inkubiert (siehe Tabelle 15). Danach erfolgten wieder drei
Waschvorgange von jeweils 10 min. Anschlielend wurde auf die PVDF-Membran
jeweils 1ml (0,5ml Losung A und 0,5ml Losung B) der frisch angesetzten
SuperSignal-West-Femto-Maximum-ECL-Losung pipettiert. Nach 5 min Einwirkzeit
wurde die PVDF-Membran entwickelt. Der ECL-Hyperfilm wurde im Fall von ABCA1 ca.

1 min und im Fall von ABCG1 ca. 10 sec belichtet.

3.5.6 Strippen der PVDF-Membran

Um sicherzustellen, dass auf das Gel die gleiche Menge an Protein aufgetragen wurde,
wurde das Housekeeping-Protein R-Aktin detektiert (siehe Tabelle 15). Dazu wurde die
Membran nach der Detektion von ABCG1 und ABCA1 fur die weitere Benutzung
gestrippt. Zunachst wurden die gebundenen Antikorper durch Inkubation der Membran
mit Glycin-Stripping-Losung fur 30 min bei 60 °C durch Schutteln von der Membran
entfernt. Nach den drei anschlieRenden, jeweils funfminatigen Waschvorgangen mit 1x-
TBST-T-Losung wurde die PVDF-Membran fur eine Stunde bei RT blockiert und mit
primarem [3-Aktin-Antikorper Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die nachsten Schritte
stimmen, bis auf die Verwendung der ECL-L6sung, mit den Schritten der ABCG1- und
ABCA1-Detektion Uberein. Fur R-Aktin wurde die selbsthergestellte ECL-Losung
verwendet. Die Einwirkzeit fur diese ECL-LOsung betrug 2 min und der Film wurde
1 min belichtet.

Antikorper ABCAT1 ABCG1 3-Aktin
primarer Antikorper 1:1000 1:10 000 1:40 000

sekundarer Anti-mouse IgG Anti-rabbit Anti-mouse IgG

Antikorper 1:5000 1:10 000 1:20 000

Tabelle 15. Verdiinnung der primdren und sekundéren Antikérper gegen ABCA1,
ABCG1 und B-Aktin-Gene mit Blocking-Puffer
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3.6 Molekularbiologische Methoden: Real-Time-Polymerase-Chain-
Reaction

3.6.1 Isolierung der RNA

Die RNA-Isolierung erfolgte mittels Nucleospin-RNA-Kit. Dafur wurde RNA-Lysat durch
einen Nucleo-Spin-Filter mit violettem Ring fur 1 min bei 11000 xg abzentrifugiert.
AnschlieRend wurden 350 pl 70%iger Ethanol zu dem Filtrat hinzugeflgt und sieben
Mal hoch- und herunterpipettiert. Dieses Gemisch wurde durch einen neuen Filter mit
hellblauem Ring fur 30 sec bei 11000 xg zentrifugiert, wodurch RNA auf dem Filter
abgefangen wurde. Darauf wurden 350 pl von Membran-Desalting-Buffer (MDB) addiert
und bei 11000 xg fur 1 min zentrifugiert. Auf das Zentrum der Silica-Membran wurden
95 ul des DNase-Reaktionsgemisches gegeben und die Membran wurde 15 min bei RT
inkubiert (siehe Tabelle 16).

Reagenz Volumen
[ul]
reconstituted rDNAse 10
reaction buffer for 90
rDNAse

Tabelle 16. Zusammensetzung des DNase-Reaktionsgemisches fiir jede RNA-
Isolierung

Danach erfolgte die Reinigung der RNA. Hierzu wurden 200 yl RAW2-Puffer auf die
Silica-Membran gegeben und 30 sec bei 11000 xg zentrifugiert. Danach wurde die
Membran mit 600 pl RA3-Puffer ebenfalls flir 30 sec bei 11000 xg zentrifugiert, danach
erneut mit 250 yl RA3-Puffer fur 2 min bei 11000 xg. Zuletzt wurde die RNA eluiert,
indem auf die Silica-Membran 60 pl RNAse-freies Wasser addiert und bei 11000 xg fur
1 min zentrifugiert wurden. Bei den nachsten Schritten wurde auf Eis gearbeitet.

3.6.2 Messung der RNA-Konzentration

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte am NanoDrop-ND-1000-
Spectrophotometer. Dafur wurde die RNA-Proben unverdinnt bei 260 nm Wellenlange
gemessen. Die Reinheit der Proben wurde durch die Quotienten von 260 nm und
280 nm sowie 260 nm und 230 nm bestimmt, die ungefahr 2,0 betragen sollten. Der
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Quotient von 260 nm und 280 nm weist die Reinheit gegenuber Proteinen und
Alkoholen nach, der von 260 nm und 230 nm die gegenuber Kohlenhydraten. Die

isolierte RNA wurde bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.6.2.1 Synthese der Complementary DNA

Als Erstes wurden die Proben auf 1 uyg RNA pro 17 yl RNAse-freiem Wasser verdunnt.
Dann wurden zu jeder Verdunnungsprobe 0,5 yl Random Primer hinzugegeben, die
Proben wurden gevortext und fur die Denaturierung sowie Bindung des Random Primer
bei 70 °C fur 5 min inkubiert. Anschliellend wurden die Proben sofort auf Eis gestellt.
Danach wurden zu jeder Probe 7,5 yl Mastermix fur die Elongation der Complementary
DNA (cDNA) addiert und die Proben wurden 1 h bei 37 °C inkubiert (siehe Tabelle 17).
Die cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Reagenz pro Reaktion [ul]
MMLYV 5x Buffer 5,00
dNTPs (jedes 10uM) 1,25
RNAse out 0,75
M-MLV RT 0,50
gesamt 7,50

Tabelle 17. Zusammensetzung des Mastermix pro Reaktion fiir die cDNA-Synthese

3.6.2.2 Durchfiihrung der Real-Time-PCR
Die cDNA-Proben wurden mit Milli-Q-Wasser auf 20 ng verdunnt und der in Tabelle 18
dargestellte Mastermix wurde fur die untersuchten ABCA1- und ABCG1-Gene sowie

das Housekeeping-Gen Cyclophilin auf Eis zusammenpipettiert.

Reagenz pro Reaktion [pl] Endkonzentration
TagMan Gene Expression 0,5 1x
Assays, 20x
TagMan Universal Master Mix 5,0 1x
[l 2x
MQ 1,5
Gesamtvolumen 7,0
Mastermix/Well
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cDNA/Well 3,0

Tabelle 18. Zusammensetzung des Mastermix fiir die Genexpressionsanalyse von
ABCA1, ABCG1 und Cyclophilin

Dann wurden fur jedes Gen 3 pl von jeder cDNA-Verdunnung als Dreifach-Ansatz auf
eine 384-Well-Platte aufgebracht. Die Platte wurde kurz zentrifugiert. Anschliefend
wurden zu jedem Well 7 yl des geeigneten Mastermix pipettiert. Die Platte wurde erneut
kurz zentrifugiert und in den Plattenreader des CFX384-Real-Time-Systems gestellt.

Das Thermoprofil fur die Amplifizierung ist in der folgenden Tabelle 19 dargestellt.

Temperatur [°C] Zeit [min]
initiale Denaturierung 95 10:00
Denaturierung 95 00:15
Annealing 60 01:00 } 30 Zyklen
Kdhlung und Lagerung 4 00

Tabelle 19. Temperaturprofil fiir die Genexpressionsanalyse von ABCA1, ABCG1 und
Cyclophilin

3.7 Auswertung und Statistik

Die Werte der Genexpressionsanalyse wurden mithilfe des CFX Manager 3.1 von Bio-
Rad und der AACt-Methode in Excel ausgewertet. Die semiquantitative Auswertung des
Western Blots erfolgte mittels Image Studio Lite-5 von Licor und Excel. Bei beiden
Untersuchungen wurde die Signifikanz der veranderten Genexpression und

Proteinbiosynthese mittels t-Test (Grenzwert p < 0,05) berechnet.
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4 Ergebnisse

In der vorliegenden Dissertation wurde HGPS als Modellkrankheit fur
Alterungsprozesse ausgewahlt. Obwohl Patienten mit HGPS nicht alle Merkmale und
Risikofaktoren des physiologischen Alterns aufweisen, da z. B. bei Kindern mit HGPS
trotz vorzeitiger Multisystemalterung keine kognitive Verschlechterung und kein
erhohtes Krebsrisiko vorzuliegen scheint, so ahneln die kardiovaskularen Befunde bei
Progerie doch in vielerlei Hinsicht den altersbedingten Veranderungen (154, 156). Dazu
gehoren ausgepragte Atherosklerose, Verkalkung der Aorten- und Mitralklappe sowie
der Koronararterien und der Aorta, wobei diese Phanomene bei HGPS-Patienten nicht
ausreichend durch bekannte Risikofaktoren von Atherosklerose erklart werden konnen
(154). Deswegen sind Untersuchungen von HGPS fur das Verstandnis von
Pathomechanismen der Atherosklerose, auch im Rahmen des physiologischen Alterns,
essenziell.

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die beiden wesentlichen Komponenten beim
reversen Cholesterintransport, einem protektiven Prozess bei der Atherosklerose, zu
analysieren, um die Funktion dieser Transporter beim Lipidmetabolismus, der
Entstehung von Atherosklerose und somit indirekt dem Alterungsprozess besser zu

verstehen.

Da sowohl ABCA1 als auch ABCG1 eine bedeutende Rolle im Cholesterin-
Metabolismus einnehmen, wurde in der vorliegenden Dissertation die Expression beider
Transporter auf mMRNA- und Proteinebene untersucht. Dazu wurden die drei HGP-
Zelllinien (HGP1, HGP2, HGP3) mit den Kontrollzelllinien zweier gesunder Probanden
(CON1, CONZ2) verglichen. Alle Analysen erfolgten mit Cholesterin-beladenen sowie
unbehandelten Zellen. Um den Einfluss der Telomerlange auf die Expression der
Transporter ABCA1 und ABCG1 zu ermitteln, wurden die Experimente sowohl mit
basalen Zellen (CON1, CON2, HGP1, HGP2, HGP3) als auch mit Zellen nach hTERT-
Immortalisierung (CONT1, CONT2, HGPT1, HGPT2, HGPT3) durchgefihrt und die
Ergebnisse miteinander verglichen.

Bei den mRNA-Untersuchungen wurde die relative mRNA-Menge mittels Real-Time-
PCR bestimmt. Die Expression von ABCA1 und ABCG1 auf Proteinebene wurde durch

Western-Blots analysiert und anschlie3end quantifiziert. Bei der Auswertung wurden die
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Ergebnisse auf den Wert einer Kontrollzelllinie mit niedrigerer Protein- und mRNA-
Menge (CON2) ohne Cholesterinbeladung normiert (jeweils relative mRNA-Menge und
Proteinmenge von CON2 = 1).

4.1 Expression der ABC-Transporter A1 und G1 auf mMRNA-Ebene

4.1.1 ABCA1-Expression auf mRNA-Ebene

Die Expression des ABCA1-Transporters ist in primaren, ohne Cholesterin beladenen
HGP-Fibroblasten im Vergleich zu den Kontrollfibroblasten auf mMRNA-Ebene signifikant
auf 44 £ 9 % reduziert (p < 0,001). Nach Cholesterinbeladung der primaren Zellen
zeigten sowohl Kontroll- als auch HGP-Fibroblasten eine signifikant hohere mRNA-
Expression fur das ABCA1-Gen, wobei der relative Anstieg bei HGP-Fibroblasten (ca.
2,9-fach) hoher als bei Kontrollfibroblasten (ca. 1,6-fach) war, aber das Niveau der
Kontrollzellen nicht erreichte (siehe Abbildung 9).

hTERT immortalisierte Kontrollfibroblasten wiesen unter Basalbedingungen eine 1,7-
fach erhohte Expression auf (p < 0,001). hTERT immortalisierte HGP-Fibroblasten
wiesen unter Cholesterinbeladung einen geringen, aufgrund grof3er Streuungen Uber
nicht signifikanten Anstieg auf. Die Immortalisierung konnte ABCA1 unter

Basalbedingungen nicht ,normalisieren (siehe Abbildung 8 und Abbildung 9).

In der folgenden Tabelle 20 sind die p-Werte zusammengefasst.

a) Vergleichsgruppe p-Werte b) Vergleichsgruppe p-Werte
CON- vs. CONT- 0,0009 CON1-/CON1+ 0,0235
CON+ vs. CONT+ 0,0009 CON2-/CON2+ 0,0267
HGP- vs. HGPT- 0,3202 HGP1-/HGP1+ 0,0027
HGP+ vs. HGPT+ 0,4898 HGP2-/HGP2+ 0,0044

HGP3-/HGP3+ 0,0007
CON- vs. HGP- 5,316 x 10°7
CON+ vs. HGP+ 0,0133 CONT1-/CONT1+ 0,0042
CONT-vs. HGPT- 1,389 x 1005 CONT2-/CONT2+ 0,0125
CONT+ vs. HGPT+ 0,3887 HGPT1-/HGPT1+ 0,0053
HGPT2-/HGPT2+ 0,0003
HGPT3-/HGPT3+ 0,0005

Tabelle 20. mRNA-Expression von ABCA1 (zusammenfassender Vergleich von jeweils
zwei Gruppen (a) und Vergleich der einzelnen cholesterinbeladenen Zelllinien mit
entsprechenden basalen Zelllinien anhand der p-Werte (b) (CON: primé&re
Kontrollfibroblasten; HGP: primére HGP-Fibroblasten; CONT: hTERT-immortalisierte
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Kontrollfibroblasten; HGPT: hTERT-immortalisierte HGP-Fibroblasten; ,-‘: ohne
Cholesterinbeladung; ,+‘: mit Cholesterinbeladung)

25

2 1

mRNA Expression [fold change]

CON ‘ HGP ‘ ‘ CONT ‘ HGPT

Abbildung 8. Zusammenfassende Darstellung der ABCA1-mRNA-Expression in
Kontroll- und HGP-Fibroblasten. Die Werte stellen die Mittelwerte fiir alle
Kontrollfibroblasten (CON) und HGP-Fibroblasten (HGP) mit zweiseitiger
Standardabweichung dar. (,-°: Zellen ohne Cholesterinbeladung; ,+": Zellen mit
Cholesterinbeladung; CONT/HGPT: durch hTERT immortalisierte Kontroll- bzw. HGP-
Fibroblasten; n.s.: nicht signifikant)
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Abbildung 9. ABCA1-mRNA-Expression der Kontroll(CON)- und HGP-Fibroblasten. Die
Werte stellen Mittelwerte mit zweiseitiger Standardabweichung dar und beziehen sich
auf den Wert von CONZ2 ohne Cholesterinbeladung. (,-°: Zellen ohne
Cholesterinbeladung; ,+": Zellen mit Cholesterinbeladung; CON: primére
Kontrollfibroblasten; HGP: primdre HGP-Fibroblasten; CONT/HGPT: durch hTERT
immortalisierte Kontroll- oder HGP-Fibroblasten; */**/***: signifikanter Unterschied der
cholesterinbeladenen Fibroblasten gegeniiber den entsprechenden nicht
cholesterinbeladenen Fibroblasten (*: p < 0,05; **: p < 0,01; *** oder ###: p < 0,001))

mRNA Expression [fold change]
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4.1.2 ABCG1-Expression auf mRNA-Ebene

Die Genexpressionanalyse fur ABCG1 zeigte bei den primaren HGP-Fibroblasten mit
einer Ausnahme (HGP2) eine hohere Expression als bei den Kontrollfibroblasten (im
Durchschnitt 2,5-fach). Cholesterinbeladung fuhrte zu einer Verdopplung der ABCG1
MRNA sowohl bei Kontrollzellen als auch bei HGP-Zellen (siehe Abbildung 11).

HGP-Fibroblasten exprimierten nach hTERT-Infektion sowohl in den nicht
cholesterinbeladenen als auch in den cholesterinbeladenen Zellen signifikant weniger
ABCG1-mRNA als primare HGP-Fibroblasten (Reduktion um 56-97 %) (siehe
Abbildung 10). Nur HGP-Fibroblasten zeigten nach Immortalisierung eine hohere
Genexpression fur ABCG1 nach Cholesterinbeladung. Die Cholesterinbeladung der
Kontrollzellen fuhrte nach Immortalisierung zu einer geringeren Expression des ABCG1
(siehe Abbildung 11).

a) Vergleichsgruppe p-Werte b) Vergleichsgruppe p-Werte

CON- vs. CONT- 0,023 CON1-/CON1+ 0,0407

CON+vs. CONT+ 0,0024 CON2-/CON2+ 0,0304

HGP- vs. HGPT- 8,092 x 10-% HGP1-/HGP1+ 0,0035

HGP+ vs. HGPT+ 0,0004 HGP2-/HGP2+ 0,0159
HGP3-/HGP3+ 0,0035

CON- vs. HGP- 0,0743

CON+ vs. HGP+ 0,0003 CONT1-/CONT1+ 0,0372

CONT- vs. HGPT- 2,729 x 10-% CONT2-/CONT2+ 0,0073

CONT+ vs. HGPT+ 0,0653 HGPT1-/HGPT1+ 0,3816
HGPT2-/HGPT2+ 0,0048
HGPT3-/HGPT3+ 0,0093

Tabelle 21. mRNA-Expression von ABCG1 (zusammenfassender Vergleich von jeweils
zwei Gruppen (a) und Vergleich der einzelnen cholesterinbeladenen Zelllinien mit
entsprechenden basalen Zelllinien anhand der p-Werte (b) (CON: primé&re
Kontrollfibroblasten; HGP: primére HGP-Fibroblasten; CONT/HGPT: durch hTERT
immortalisierte Kontroll- oder HGP-Fibroblasten; ,-": ohne Cholesterinbeladung; ,+*: mit
Cholesterinbeladung)
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Abbildung 10. Zusammenfassende Darstellung der ABCG1-mRNA-Expression in
Kontroll- und HGP-Fibroblasten. Die Werte stellen die Mittelwerte fiir alle
Kontrollfibroblasten (CON) und HGP-Fibroblasten (HGP) mit zweiseitiger
Standardabweichung dar. (,-°: Zellen ohne Cholesterinbeladung; ,+": Zellen mit
Cholesterinbeladung; CONT/HGPT: durch hTERT immortalisierte Kontroll- oder HGP-
Fibroblasten; ***: p < 0,001)
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Abbildung 11. ABCG1-mRNA-Expression der Kontroll(CON)- und HGP-Fibroblasten.
Die Werte stellen Mittelwerte mit zweiseitiger Standardabweichung dar und beziehen
sich auf den Wert von CONZ2 ohne Cholesterinbeladung. (,-: Zellen ohne
Cholesterinbeladung; ,+": Zellen mit Cholesterinbeladung; CONT/HGPT: durch hTERT
immortalisierte Kontroll- oder HGP-Fibroblasten; */**: signifikanter Unterschied der
cholesterinbeladenen Fibroblasten gegeniiber den nicht cholesterinbeladenen
Fibroblasten (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ###: p < 0,001); n.s.: nicht signifikant)
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4.2 Expression der ABC-Transporter A1 und G1 auf Proteinebene

Die Untersuchungen zum ABCA1 und ABCG1 auf Proteinebene wurden drei Mal
durchgefuhrt und anschlie3end statistisch ausgewertet (siehe Abbildung 12).

1)
ABCA1 252 kDa

R-Aktin 43 kDa

2) ABCA1 252 kDa

3)
ABCAI 252 kDa

R-Aktin 43 kDa

1) ABCG1 110 kDa

R-Aktin 43 kDa

2) ABCG1110kDa

R-Aktin 43 kDa

3)  ABCG1110kDa
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Abbildung 12. Western-Blot-Bilder der ABCA1- und ABCG1-Protein-Expresion aus drei
unterschiedlichen Versuchen (CON: primére Kontrollfibroblasten; CONT: hTERT-
immortalisierte Kontrollfibroblasten; HGP: primare HGP-Fibroblasten;, HGPT: hTERT-
immortalisierte HGP-Fibroblasten; ,-: Zellen ohne Cholesterinbeladung; ,+‘: Zellen mit
Cholesterinbeladung)
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4.2.1 ABCA1-Expression auf Proteinebene

In primaren HGP-Fibroblasten ist die ABCA1-Protein-Expression im Vergleich zu
Kontrollfibroblasten, mit einer Ausnahme (HGP3), signifikant niedriger (Reduktion im
Mittel auf 54 + 56%). Nach Cholesterinbeladung wird die Protein-Expression in HGP-
Fibroblasten deutlich induziert auf nahezu Normal-Level, mit allerdings grof3er Streuung
zwischen den Zelllinien. Nach hTERT-Immortalisierung der Zellen ist die ABCA1-
Protein-Expression in den HGP-Fibroblasten, HGPT3 ausgenommen, sowohl mit als

auch ohne Cholesterinbeladung angestiegen (siehe Abbildung 13 und Abbildung 14).

a) Vergleichsgruppe p-Werte b) Vergleichsgruppe p-Werte
CON- vs. CONT- 0,1659 CON1-/CON1+ 0,1543
CON+ vs. CONT+ 0,2425 CON2-/CON2+ 0,0177
HGP- vs. HGPT- 0,0647 HGP1-/HGP1+ 0,0304
HGP+ vs. HGPT+ 0,0978 HGP2-/HGP2+ 0,0942

HGP3-/HGP3+ 0,1102
CON- vs. HGP- 0,0541
CON+ vs. HGP+ 0,2992 CONT1-/CONT1+ 0,1669
CONT- vs. HGPT- 0,4216 CONT2-/CONT2+ 0,1888
CONT+ vs. HGPT+ 0,3700 HGPT1-/HGPT1+ 0,2332
HGPT2-/HGPT2+ 0,2656
HGPT3-/HGPT3+ 0,0590

Tabelle 22. Protein-Expression von ABCA1 (zusammenfassender Vergleich von jeweils
zwei Gruppen (a) und Vergleich der einzelnen cholesterinbeladenen Zelllinien mit den
entsprechenden basalen Zelllinien anhand der p-Werte (b) (CON: Kontrollfibroblasten;
HGP: HGP-Fibroblasten; CONT/HGPT: durch hTERT immortalisierte Kontroll- oder
HGP-Fibroblasten; ,-: ohne Cholesterinbeladung; ,+‘: mit Cholesterinbeladung)
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Abbildung 13. Zusammenfassende Darstellung der ABCA1-Protein-Expression in
Kontroll- und HGP-Fibroblasten. Die Werte stellen die Mittelwerte fiir alle
Kontrollfibroblasten (CON) und HGP-Fibroblasten (HGP) mit zweiseitiger
Standardabweichung dar. (,-°: Zellen ohne Cholesterinbeladung; ,+": Zellen mit
Cholesterinbeladung; CONT/HGPT: durch hTERT immortalisierte Kontroll- oder HGP-
Fibroblasten)
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Abbildung 14. ABCA1-Protein-Expression der Kontroll(CON)- und HGP-Fibroblasten.
Die Werte stellen Mittelwerte mit zweiseitiger Standardabweichung dar und beziehen
sich auf den Wert von CONZ2 ohne Cholesterinbeladung. (,-: Zellen ohne
Cholesterinbeladung; ,+*: Zellen mit Cholesterinbeladung; CONT/HGPT: durch hTERT
immortalisierte Kontroll- oder HGP-Fibroblasten; ***: p < 0,001)
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4.2.2 ABCG1-Expression auf Proteinebene

Primare HGP-Fibroblasten unterscheiden sich bei der ABCG1-Protein-Expression kaum
von den Kontrollfibroblasten. Die Cholesterinbeladung der Zellen fuhrte nicht zu einem
wesentlichen Unterschied, sowohl in den Kontroll- als auch in den HGP-Fibroblasten
bei der ABCG1-Protein-Menge. Bei den hTERT-immortalisierten Fibroblasten waren im
Vergleich zu den primaren Zellen signifikant hohere zellulare Proteinkonzentrationen zu
beobachten. Diese Tendenz zeigte sich sowohl in den HGP-Fibroblasten als auch in
den Kontrollzellen. Aus der Cholesterinbeladung resultierte bei allen immortalisierten
Zellen kein relevanter Unterschied bei der ABCG1-Protein-Expression (siehe Abbildung
15 und Abbildung 16).

a) Vergleichsgruppe p-Werte b) Vergleichsgruppe p-Werte
CON- vs. CONT- 0,0225 CON1-/CON1+ 0,3353
CON+ vs. CONT+ 0,0595 CON2-/CON2+ 0,1121
HGP- vs. HGPT- 0,0269 HGP1-/HGP1+ 0,0737
HGP+ vs. HGPT+ 0,0528 HGP2-/HGP2+ 0,2224

HGP3-/HGP3+ 0,3543
CON- vs. HGP- 0,3125
CON+ vs. HGP+ 0,3009 CONT1-/CONT1+ 0,0347
CONT- vs. HGPT- 0,3609 CONT2-/CONT2+ 0,0855
CONT+ vs. HGPT+ 0,3986 HGPT1-/HGPT1+ 0,2190
HGPT2-/HGPT2+ 0,3118
HGPT3-/HGPT3+ 0,2560

Tabelle 23. Protein-Expression von ABCG1 (zusammenfassender Vergleich von jeweils
zwei Gruppen (a) und Vergleich der einzelnen cholesterinbeladenen Zelllinien mit den
entsprechenden basalen Zelllinien anhand der p-Werte (b) (CON: Kontrollfibroblasten;
HGP: HGP-Fibroblasten; ,-": ohne Cholesterinbeladung; ,+‘: mit Cholesterinbeladung;
CONT/HGPT: durch hTERT immortalisierte Kontroll- oder HGP-Fibroblasten)
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Abbildung 15. Zusammenfassende Darstellung der ABCG1-Protein-Expression in
Kontroll- und HGP-Fibroblasten. Die Werte stellen die Mittelwerte fiir alle
Kontrollfibroblasten (CON) und HGP-Fibroblasten (HGP) mit zweiseitiger
Standardabweichung dar. (,-°: Zellen ohne Cholesterinbeladung; ,+": Zellen mit
Cholesterinbeladung; CONT/HGPT: durch hTERT immortalisierte Kontroll- oder HGP-
Fibroblasten; n.s.: nicht signifikant)
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Abbildung 16. ABCG1-Protein-Expression der Kontroll(CON)- und HGP-Fibroblasten.
Die Werte stellen Mittelwerte mit zweiseitiger Standardabweichung dar und beziehen
sich auf den Wert von CONZ2 ohne Cholesterinbeladung. (,-: Zellen ohne
Cholesterinbeladung; ,+*: Zellen mit Cholesterinbeladung; CONT/HGPT: durch hTERT
immortalisierte Kontroll- oder HGP-Fibroblasten; *: signifikanter Unterschied der
cholesterinbeladenen Fibroblasten gegeniiber den entsprechenden nicht
cholesterinbeladenen Fibroblasten (* oder #: p < 0,05); n.s.: nicht signifikant)
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5 Diskussion

Fir normale zellulare und systemische Funktionen ist die Aufrechterhaltung der
Cholesterinhomoostase von sehr grol3er Bedeutung, da Cholesterin als wesentlicher
Zellmembranbestandteil, gemeinsam mit anderen Lipiden, die Steifheit, FlieR¢fahigkeit
und Permeabilitat der Plasmamembran reguliert (20, 21).

Uberschiissiges Cholesterin kann von peripheren Zellen HDL-vermittelt in die Leber
transportiert werden, wobei die ersten Schritte des RCT den funktionsfahigen ABCA1-
abhangigen Cholesterin-Efflux aus peripheren Zellen in die Plasma-Lipoproteine und
deren anschlieRenden Transport zur Leber umfassen (40, 41).

Cholesterin-Efflux und Rucktransport in die Leber sind relevante Forschungsaspekte,
weil die Fahigkeit von Makrophagen, Cholesterin effizient in den RCT-Weg abzuleiten,

eine wesentliche Rolle bei der Pravention von Atherosklerose einnehmen kann (42).

5.1 Diskussion der Methodik

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Hautfibroblasten von Patienten mit HGP-Syndrom
untersucht, wobei Hautfibroblasten von gesunden Kindern als Kontrolle dienten. Alle
Experimente wurden in vitro durchgefuhrt, weshalb die Ergebnisse nur eingeschrankt
auf den menschlichen Organismus Ubertragbar sind.

Aufgrund der Seltenheit der Erkrankung standen fur die Analysen nur wenige
Patientenzelllinien zur Verfugung. Daruber hinaus wiesen die Fibroblasten in der
Zellkultur ein langsames Wachstum auf, weswegen die Experimente in kleinen
Stichproben durchgefuhrt wurden. Die Streuung einzelner Ergebnisse schrankt die

Aussagekraft daher ein.

Es erfolgten jeweils drei Western-Blots von primaren Fibroblasten ohne jegliche
Behandlung sowie Fibroblasten mit Cholesterinbeladung. Um den Einfluss der
Telomerlange auf die Expression von ABCA1 und ABCG1 zu untersuchen, wurden die
gleichen Experimente auch an mittels hTERT immortalisierten Zellen durchgefuhrt.
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Die Analysen erfolgten bei den Zellen mit primarer Telomerlange und den mittels
hTERT immortalisierten Zellen in unterschiedlichen Western-Blots, weshalb trotz
gleicher Versuchsschritte geringe Unterschiede hinsichtlich der Versuchsbedingungen
nicht auszuschliel3en waren. Dadurch wird jedoch die Vergleichbarkeit der Ergebnisse
wiederum einschrankt. Die Ergebnisse der Western-Blots waren dennoch
reproduzierbar, sodass Schlussfolgerungen bezuglich der Proteinexpression von
ABCA1- und ABCG1-Genen moglich waren.

Da nur eine begrenzte Menge an Zellen zur Verfigung stand, konnte eine gPCR fur

jede Zelllinie einmalig ohne Wiederholung durchgefuhrt werden.

Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgte mittels t-Test. Aufgrund
der kleinen Stichprobengrolde ist die Aussagekraft der statistischen Auswertungen nicht

mit der anderer, groRerer Studien vergleichbar.

Es ist auBerdem zu diskutieren, ob Hautfibroblasten ein geeignetes Modell fur eine
hauptsachlich in Gefalizellen stattfindende Krankheit wie die Atherosklerose darstellen.
Da sich die Zelltypen, die auf die Erfullung einer bestimmten Funktion spezialisiert sind,
voneinander unterscheiden, kann auch die Expression der untersuchten ABCA1- und
ABCG1-Gene in Hautfibroblasten und Gefal3zellen unterschiedlich sein.

5.2 Atherosklerose bei HGPS-Patienten und im physiologischen Alter

In unterschiedlichen Studien konnte gezeigt werden, dass zwischen Atherosklerose bei
HGPS-Patienten und Atherosklerose im Alter sowohl Ahnlichkeiten als auch

Unterschiede festzustellen sind.

Die Ahnlichkeiten bestehen darin, dass z. B. Kinder mit HGPS mit zunehmendem Alter
ebenfalls koronare atherosklerotische Plaques im frihen bis spaten Stadium
entwickeln, mit &ahnlichen phanotypischen Merkmalen wie geriatrische Patienten,
ebenso wie eine Atherosklerose der Aorta mit Verkalkungen sowie linksventrikulare
Hypertrophie und Myokardinfarkt (167).
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Daruber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass Progerin-mRNA und Protein auch
in den Zellen gesunder Menschen vorkommen und diese Progerin-synthetisierenden
Zellen Ubereinstimmungen mit HGPS-Zellen aufweisen, was darauf hindeutet, dass die
Progerinexpression auch bei der Seneszenz normaler Zellen eine Rolle spielen kann
(160, 161). Zusatzlich fanden sich Belege fur eine umgekehrte Korrelation zwischen

Zellimmortalisierung und Progerintranskription (161).

Allerdings sind auch Unterschiede zwischen Atherosklerose bei HGPS-Patienten und
Atherosklerose im physiologischen Alter entdeckt worden. Wahrend HDL-Cholesterin
und Adiponectin auch bei HGPS-Patienten mit zunehmendem Alter, ahnlich wie beim
physiologischen Alterungsprozess, signifikant abnehmen, sind bei Patienten mit HGPS
jedoch andere kardiovaskulare Risikofaktoren, wie CRP, Gesamtcholesterin sowie LDL-
Cholesterin, nicht erhoht (164).

Zudem konnte Atherosklerose bei HGPS-Patienten mit einer erhohten Anfalligkeit der
vaskularen glatten Muskelzellen zusammenhangen (167). So konnten bei zwei HGPS-
Patienten in der Intima- und der Mediaschicht der Gefalle ungewdhnliche
Kollagenfibrillen mit geringerem Durchmesser beobachtet werden, die mit einer
deutlichen Abnahme der vaskularen glatten Muskelzellen, insbesondere in der
Mediaschicht der Aorta, einhergehen. Diese werden mdoglicherweise durch die
Akkumulation von Progerin verursacht und erscheinen anfalliger fir hamodynamischen
und ischamischen Stress (53, 58, 167).

Im Gegensatz zu Kindern mit HGPS entwickeln nicht alle HGPS-Mausmodelle eine
Atherosklerose oder kardiovaskulare Veranderungen. Im Rahmen einer Studie konnte
im Mausmodell, bei dem Apolipoprotein-E-Gene inaktiviert und dadurch der
Fettstoffwechsel verandert wurde, nachgewiesen werden, dass Progerin die
Entwicklung einer Atherosklerose beschleunigt. Neben einer verstarkten Atherom-
Plaque-Bildung wiesen diese Mause auch einen relevanten Verlust an vaskularen
Glattmuskelzellen in der Media und eine ausgepragte Adventitiaverdickung sowie
Fibrose auf. Diese Veranderungen zeigten jedoch lediglich die Tiere, die entweder eine
fettreiche Ernahrung erhalten hatten oder genetisch so verandert worden waren, dass
Progerin nur in vaskularen Glattmuskelzellen der Media und nicht in Makrophagen

exprimiert wurde. Daraus kann geschlossen werden, dass vaskulare Glattmuskeln bei
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der Entwicklung der Atherosklerose von HPGS-Patienten eine wesentliche Rolle

einnehmen (155).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde HGPS als Modellkrankheit zur Untersuchung der
beiden bei der Pathogenese der alterungsbedingten Atherosklerose relevanten Gene
ABCA1 und ABCG1 ausgewahlt und somit indirekt als Modellkrankheit fur den
Alterungsprozess. Die Ergebnisse der durchgefuhrten Experimente lassen sich daher
nur eingeschrankt auf die physiologische Atherosklerose und den Alterungsprozess
ubertragen.

5.3 Expression von ABCA1 und ABCG1 in Kontroll- und HGP-
Fibroblasten

Patienten mit HGP-Syndrom weisen erniedrigte HDL-Spiegel (164). In friheren
Experimenten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass der HDL-induzierte
Cholesterin-Efflux bei HGP-Fibroblasten sowie neonatalem progeroidem Wiedemann-
Rautenstrauch-Syndrom im Vergleich zu gesunden Kontrollzellen verringert ist (168)
(siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17. Cholesterin-Efflux in Kontroll- und Progeriezellen (168)

Dies kann auf die in der vorliegenden Arbeit beobachtete erniedrigte ABCA1-

Expression zuruckzufuhren sein.
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In gealterten Organen wurden dysfunktionelle Mitochondrien mit geringer ATP-
Produktion nachgewiesen (169). Zudem konnte im Rahmen einer Studie gezeigt
werden, dass die Plasma-ATP- und die Pyrophosphat-Konzentrationen bei LMNA-
mutierten (Progeroid-ahnlichen) Mausen deutlich niedriger sind als bei Wildtyp-Mausen
(um ca. 92 %) (170). Dabei war zu beobachten, dass Progerin-Expression bei
Progeroid-ahnlichen Mausen eine Ubermallige Gefallverkalkung verursacht, die mit
Anomalien in glatten Muskelzellen verbunden ist. Diese fuhren zu einer
Beeintrachtigung der mitochondrialen Funktion sowie der ATP-Produktion und einer
reduzierten Synthese von extrazellularem anorganischen Pyrophosphat, einem
bedeutenden Inhibitor der Calciumphosphatablagerung. Daruber hinaus konnte gezeigt
werden, dass das Fortschreiten der HGPS durch eine kombinierte Therapie mit
Bisphosphonaten und Statinen verlangsamt werden kann (170, 171)

Somit konnte ATP-Mangel in seneszenten HGP-Zellen eine Ursache fur die in dieser
Arbeit beobachtete reduzierte ABCA1-Expression sowohl auf mRNA- als auch, mit

einer Ausnahme, auf Proteinebene sein.

Beim Cholesterin-Efflux nimmt ABCG1 ebenfalls eine bedeutende Rolle ein, weshalb
die ABCA1- und ABCG1-Expression in den Zellen vermutlich koordiniert reguliert wird
(172, 173).

In anderen Studien wurde beobachtet, dass ABCA1 und ABCG1 beim
Cholesterintransport aus der Zelle synergistisch agieren (174, 175). Die ABCG1-
Expression ist bei HGPS jedoch nicht gestort, wobei bei den im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrten Experimenten zwei von drei basalen HGP-Fibroblasten ABCG1-mRNA
im Vergleich zu Kontrollzellen sogar verstarkt exprimierten. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die HGP-Zellen den gestorten Cholesterin-Efflux durch

kompensatorische Hochregulation des ABCG1-Gens partiell kompensieren.

Studien belegen, dass Oxysterole (oxygenierte Derivate des Cholesterins) LXR
aktivieren, wodurch die Expression von Cholesterin-Efflux-Genen, wie ABCA1- und
ABCG1-Transporter, induziert wird (176). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
bestatigen, dass Cholesterin sowohl bei HGP- als auch bei Kontrollzellen die ABCA1-
Expression induziert, sowohl auf mRNA- als auch (etwas weniger stark) auf
Proteinebene. Allerdings ist aufgrund der relativ groRen Streubreite der Zelllinien nicht
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zu klaren, warum ABCA1 (auf mMRNA-Ebene) nur bei immortalisierten HGP-Fibroblasten
hochreguliert wird. Aufgrund der starkeren Proliferation von immortalisierten Zellen
konnte es in einzelnen Experimenten zu Konfluenz und Wachstumsarrest mit dadurch
bereits basal (ohne Cholesterin) erhdhten Expressionswerten gekommen sein.

Auch die Expression von ABCG1 wurde sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene
durch Cholesterin induziert. Zudem wurde nur bei immortalisierten HPG-Zellen
ebenfalls eine Steigerung durch Cholesterin (auf mRNA-Ebene) erzielt. Die Werte
waren im Vergleich zu nicht cholesterinbeladenen Zellen zwar hdher, aber insgesamt
geringer als bei primaren (nicht immortalisierten) Zellen. Auch hier konnten
unterschiedlich konfluente Zell-Dishes eine Ursache sein, da auch die Konfluenz einen
Stimulus fur den Cholesterin-Efflux darstellt (177).

5.4 Mogliche Rolle eines Telomer-Positions-Effektes (TPE-OLD)

Das ABCA1-Gen ist am langen Arm des Chromosoms 9 in der Region 31.1 lokalisiert,
wohingegen sich ABCG1 auf dem Chromosom 21qg22.3 befindet (178, 179). In Studien
konnte nachgewiesen werden, dass die zunachst bei Hefezellen beschriebene, von der
Telomerlange abhangige Expression benachbarter Gene (der sogenannte ,Telomer-
Positions-Effekt” TPE) auch beim Menschen existiert (180, 181). Demnach wird die
Expression einzelner Gene durch die Telomerlange beeinflusst, sodass telomernah
gelegene Gene bei Telomerverkirzung starker exprimiert werden (182). Da dieser
Effekt beim Menschen — anders als beim klonischen TPE der Hefe — auch bei relativ
weit vom Telomerende entfernt liegenden Genen zu beobachten war, wurde dieser
Mechanismus telomere position effect over long distances (TPE-OLD) genannt (183,
184).

Auf mRNA-Ebene, nicht jedoch auf Proteinebene, zeigte sich bei fast allen
Experimenten mit HGP-Zellen eine supprimierte Expression von ABCG1 nach
Immortalisierung. Bei Kontrollzellen war dieser Effekt hingegen nicht sichtbar. Eine
mogliche Erklarung hierfur besteht darin, dass es nur bei HGP-Zellen aufgrund einer
veranderten/verkurzten Telomerstruktur zu einem TPE-Effekt kommt, wie bereits bei
einer anderen Krankheit beschrieben, der fazio-skapulo-humeralen Dystrophie
SORBS2 (185). Auch wenn sich dieser Effekt auf Proteinebene nicht zu manifestieren
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scheint, so kdnnte er im Rahmen moglicher Therapiekonzepte mit Telomerase insofern
von Bedeutung sein, dass eine alleinige Telomerverlangerung nicht ausreicht, um den
Telomerschaden zu beheben, sondern lediglich die kompensatorische Induktion von
ABCG1 unterbunden wird.

5.5 Ausblick

Die Erforschung von Alterungsprozessen sowie der im Alter haufig auftretenden
Atherosklerose ist vor dem Hintergrund des demografischen Wandels von besonderer
Bedeutung. Bei der Entwicklung von Medikamenten, die heute zur Therapie
kardiovaskularer Krankheiten verwendet werden, haben frihere Studien zum
Cholesterinstoffwechsel eine entscheidende Rolle gespielt. Durch neue Medikamente,
die auf eine ABCA1-Erhohung abzielen, konnte der Cholesterin-Efflux verbessert
werden, sodass eine atheroprotektive Wirkung vorliegen wurde. Trotz einiger
Unterschiede zwischen der Atherosklerose bei HGPS-Patienten und der Atherosklerose
im physiologischen Alter hat die Erforschung von HGPS das Potenzial, nicht nur neue
Therapien gegen HGPS zu entwickeln, sondern auch die dem physiologischen

Alterungsprozess zugrundeliegenden Mechanismen zu identifizieren.

In dieser Arbeit konnte am Beispiel der HGP-Fibroblasten gezeigt werden, dass das
beim Cholesterin-Efflux essenzielle ABCA1 in diesen Zellen supprimiert und ABCG1,
moglicherweise kompensatorisch bedingt, sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene verstarkt induziert wird. Daruber hinaus konnten Hinweise auf einen
moglichen Telomer-Positions-Effekt fur ABCG1 bei HGP-Zellen gefunden werden. In
zukunftigen Studien sollte deshalb die telomerabhangige Regulation von ABCG1 naher
untersucht werden, um die Funktion des ABCG1 besser zu verstehen. Daruber hinaus
sollten die Ursachen fur die ABCA1-Suppression in HGP-Zellen weiter erforscht

werden.
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