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Zusammenfassung

Atherosklerose wird als eine multifaktoriell bedingte, chronische Inflammation der
Gefäßwand verstanden.
Das Ubiqutin Proteasom System (UPS) ist nicht nur der Hauptdegradationsweg

inrazellulärer Proteine, sondern auch entscheidend beteiligt an der Regulation einer
Vielzahl zellulärer Vorgänge. Neben dem konstitutiven 26S Proteasom existiert eine
weitere, induzierbare Form des Proteasoms, das Immunoproteasom. Immunoproteaso-
men zeigen eine hohe Grundexpression in immunologisch relevanten Zellen, während
sie in nichtimmunologischen Geweben basal sehr niedrig exprimiert sind, jedoch durch
Zytokine induziert werden können.
Wichtige, vom UPS beeinflusste Prozesse wie Inflammation, Proliferation, Zellzyklus

und Apoptose sind auch von zentraler Bedeutung für die Initiation und Progression
der Atherosklerose. Erste experimentelle Daten lassen vermuten, dass das UPS an
den pathopyhsiologischen Prozessen der Atherogenese beteiligt ist. Darüber hinaus
könnte eine eigenständige Bedeutung, unabhängig vom konstitutiven Proteasom für
das Immunoproteasom vermutet werden.
In der vorliegenden Arbeit wurden die Grundexpression und die Induzierbarkeit von

immunoproteasomalen Untereinheiten in Endothelzellen, Makrophagen und vaskulären
glatten Muskelzellen untersucht.
Es konnte gezeigt werden, dass in diesen für die Atherosklerose wichtigen Zellty-

pen Immunoproteasomen neben IFNγ auch durch TNFα induzierbar sind. Für weitere
proinflammatorische Zytokine (IL-1β, IL-12, IL-18) sowie oxidativ modifiziertes LDL
(oxLDL) konnte keine Beeinflussung der Expression immunoproteasomaler Unterein-
heiten gezeigt werden.
Die vorliegende Arbeit bestätigt IFNγ und TNFα als potente Regulatoren der im-

munoproteasomalen Expression und zeigt, dass IL-1β, IL-12, IL-18 und oxLDL keinen
Einfluss auf die Expression immunoproteasomaler Untereinheiten ausüben.

Schlagwörter: Proteasom, Immunoproteasom, Atherosklerose, vaskuläre
Zellen, Zytokine
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Abstract

Atherosclerosis is a consequence of oxidative stress and chronic inflammation of the
vessel wall.
The Ubiquitin Proteasome System (UPS) is not only the main degradation pathway

of intracellular proteins but is also important for the regulation of many cellular pro-
cesses. There are two types of proteasomes: the constitutive 26S type and an inducible
type known as the immunoproteasome. Immunoproteasomes show high basic expression
in immunologically relevant cells and can be induced by cytokines in non-immunologic
tissues.
Important processes influenced by the UPS such as inflammation and immunrespon-

se, proliferation, cell cycle and apoptosis are of central importance in the initiation and
progression of atherosclerosis. First experimental data suggest that the UPS is invol-
ved in pathophysiological processes of atherosclerosis. Furthermore a distinct role of the
immunoproteasome, independent of the constitutive proteasome could be suggested.
This study examines the basic expression and inducibility of immunoproteasomal

subunits in endothelial cells, macrophages and vascular smooth muscle cells.
I show that in cell types most relevant to atherosclerosis, immunoproteasomes can

be induced not only by IFNγ but also by TNFα. Other proinflammatory cytokines
(IL-1β, IL-12, IL-18) as well as oxidatively modified LDL (oxLDL) had no effect on
the expression of immunoproteasomal subunits.

This study confirms IFNγ and TNFα as potent regulators of immunoproteasomal
expression and shows that IL-1β, IL-12, IL-18 and oxLDL have no influence on the
expression of immunoproteasomal subunits.

Keywords: proteasome, immunoproteasome, atherosclerosis, vascular cells,
cytokines
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1 Einleitung

1.1 Ubiquitin Proteasom System

Die Proteindegradation in eukaryoten Zellen wird durch zwei vorherrschende Systeme reali-

siert. Neben dem vakuolären System, vertreten durch Lysosomen und Phagosomen, besteht

ein Adenosin Triphosphat (ATP)-abhängiges, durch Ubiquitin vermitteltes System, das Ubi-

quitin Proteasom System (UPS). Während durch Phagozytose aufgenommene Proteine vor-

wiegend über das vakuoläre System abgebaut werden, sind vor allem intrazelluläre Proteine

Substrate der proteasomalen Degradation [48, 80].

Um vom UPS erkannt und im Folgenden durch das Proteasom hydrolysiert zu werden,

wird das zu degradierende Protein zunächst durch eine enzymatische Reaktionskaskade mit

Ubiquitin kovalent verbunden. Dabei werden in mehreren Durchläufen multiple Ubiquitin-

moleküle an das zu degradierende Protein geheftet. Drei Enzyme, Enzym-1 (E1), das Ubiqui-

tin aktivierende Enzym, Enzym-2 (E2), das Ubiquitin konjugierende Enzym und Enzym-3

(E3), die Ubiquitin-Protein-Ligase, katalysieren diese Polyubiquitinierung. Nach Erkennung

des Polyubiquitinsignals durch Regulatorkomplexe des Proteasoms wird das Substrat entfal-

tet, ATP-abhängig in die proteolytische Kammer des Proteasoms transloziert und dort zu

kurzen Peptiden hydrolisiert (siehe Abb. 1.1) [25].

1.1.1 Aufbau des Proteasoms

Das 26S-Proteasom

Das 26S-Proteasom (siehe Abb. 1.2) - die zentrale Komponente des UPS - ist ein hochkon-

servierter 2,5 MDa schwerer, multikatalytischer Proteinasekomplex mit einer Größe von ca.

17 x 11 nm. In eukaryoten Zellen kommt dieser Komplex ubiquitär vor und kann bis zu 1%
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Abbildung 1.1: Das Ubiquitin-Proteasom-System
Das UPS besteht aus mehreren Komponenten: dem 26S-Proteasom sowie den Ubiquitin-
Ligasen (E1, E2, E3). Durch die Ubiquitin-Ligasen werden Ubiquitin-Moleküle an zu
degradierende Proteine angehängt. Diese Polyubiquitinketten dienen als Erkennungssignal
für die Degradation durch das 26S-Proteasom. Das 26S-Proteasom setzt sich zusammen aus
dem 20S-Kernpartikel sowie zwei, an dessen Enden angelagerten 19S-Regulatorkomplexen.
Die 19S-Regulatorkomplexe sind aus zwei Subkomplexen -„base“ und „lid“ - aufgebaut. Die
„base“ interagiert direkt mit dem 20S-Proteasom und ist in der Lage die zu degradierenden
Proteinsubstrate zu entfalten und ATP-abhängig in die proteolytische Kammer des 20S-
Proteasoms zu translozieren (Modifiziert nach Meiners und Ludwig 2008; [70]).

der löslichen Zellproteine ausmachen. Innerhalb der Zelle selbst liegen Proteasomen sowohl

nukleär als auch zytoplasmatisch vor [94].

Das 26S-Proteasom ist aus mehreren Komponenten aufgebaut: einem zylinderförmigen,

katalytisch aktiven 20S-Kernpartikel und aussen angelagerten Regulatorkomplexen [100, 25].

20S-Proteasom

Das 20S-Proteasom ist aus vier heptameren Ringen zusammensetzt (siehe Abb. 1.2). Da-

bei umschließen die beiden außen liegenden α-Ringe die inneren β-Ringe. Die jeweils sieben

homologen Untereinheiten der einzelnen Ringe werden entsprechend mit α1-7, bzw. β1-7 be-

zeichnet. Drei der β-Untereinheiten (β1, β2, β5) sind hydrolytisch aktiv und zeigen jeweils

eine charakteristische, proteolytische Aktivität: Caspase-, Trypsin-, oder Chymotrypsin-
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ähnlich [48, 92].

Die aussen liegenden α-Ringe bilden eine Art „Tor“ und verschließen in Abwesenheit von

Regulatorkomplexen durch ihre N-Termini die zentrale Öffnung des Proteasoms [55, 56].

19S-Regulatorkomplex

Der 19S-Regulatorkomplex kann sich an die Enden des zylindrischen 20S-Kernpartikels an-

lagern und besteht aus mehreren Untereinheiten, die in zwei funktionell verschiedenen Sub-

komplexen angeordnet sind: „base“ und „lid“ (siehe Abb. 1.2) [83].

Der „lid“ ist aus acht Untereinheiten aufgebaut, die zur Erkennung der polyubiquitinmar-

kierten Substrate und deren Deubiquitinierung wichtig sind [26].

Die „base“ interagiert mit den α-Ringen des 20S-Proteasoms und besteht aus insgesamt

neun Untereinheiten, wovon sechs ATPase-Aktivität zeigen [82]. Die durch ATP-Hydrolyse

freiwerdende Energie wird zur Auflösung der Tertiärstruktur der zu degradierenden Proteine

eingesetzt. Die „base“ ist neben der Entfaltung des zu degradierenden Proteinsubstrates

auch für dessen Translokation ins katalytische Zentrum des Proteasoms verantwortlich.

1.1.2 Funktionen des UPS

Das UPS ist das zentrale Proteinabbausystem der Zelle und besetzt eine Schlüsselstelle in

der Regulation wichtiger zellulärer Prozesse. Ein funktionierendes UPS ist essentiell für die

zelluläre Homöostase.

Eine der Hauptfunktionen des UPS ist der Abbau dysfunktionaler Proteine. Ein großer

Teil der Substrate besteht dabei aus fehlerhaft synthetisierten, bzw. fehlgefalteten Proteinen,

sogenannten Defective Ribosomal Products (DRIP´s), aber auch aus posttranslational, zum

Beispiel durch oxidativen Stress beschädigten Proteinen [86, 29, 7].

Eine weitere wichtige Funktion des UPS besteht darüber hinaus in der Antigenprozes-

sierung im Rahmen der Immunabwehr. Dazu werden die nach proteasomaler Degradation

entstehenden Peptide in den Major Histocompatibility Complex I (MHC I) integriert und

auf der Zelloberfläche präsentiert [55, 56].

Da Proteine mit regulatorischer Funktion zu den proteasomalen Substraten zählen, be-

einflusst das Proteasom auch Zellregulation, Zellzyklus und Apoptose. Über gesteigerte oder

verminderte Proteolyse regulatorischer Proteine ist es dem UPS möglich, in essentielle zel-

luläre Prozesse einzugreifen. Zu den proteasomalen Substraten zählen dabei unter anderem
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Abbildung 1.2: Aufbau des 26S-Proteasom
Das konstitutive 26S-Proteasom setzt sich zusammen aus einem katalytisch aktiven
Zentrum, dem 20S-Proteasom, und zwei 19S-Regulatorkomplexen. Das 20S-Proteasom
besteht aus vier aneinandergelagerten, heptameren Ringen. Die einzelnen Ringe werden
als α- und β-Ringe bezeichnet. Zwei identische β-Ringe, bestehend aus den Untereinheiten
β1-β7 werden von zwei identischen α-Ringen, bestehend aus den Untereinheiten α1-α7
umschlossen. Jeder der beiden β -Ringe enthält drei katalytisch aktive Untereinheiten, β1,
β2 und β5. Der 19S-Regulatorkomplex, der an beiden Enden des 20S-Proteasoms angelagert
ist, besteht aus zwei Anteilen, einer „base“, die mit den α-Ringen des 20S-Proteasoms
interagiert, und einem „lid“ , dessen Funktion in Substratbindung und Deubiquitinierung
besteht. (Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Dr. rer. nat. A. Ludwig)

Transkriptionsfaktoren wie NFκB (Nuclear Factor κB) [90], Nrf2 (NF-E2 related factor 2)

[11] und Hif-1α (hypoxia-inducible factor 1α) [49]) sowie wichtige Regulatoren von Zellzyklus

und Apoptpse wie p53 und Bcl-2 (B Cell Lymphoma-2 Protein) [47, 5, 9].

In Reaktion auf verschiedene physiologische und pathologische Veränderungen ist eine

Anpassung der Proteasomaktivität essentiell für eine normale Funktion der Zelle. Ein funk-

tionell eingeschränktes UPS wird daher im Zusammenhang mit verschiedenen Erkrankungen

gesehen.

Mittlerweile konnte eine Dysregulation des UPS in der Pathophysiologie maligner Er-

krankungen, genetischer Syndrome und neurodegenerativer Erkankungen [78, 14, 51] gezeigt

werden.

Immer mehr Daten unterstützen aktuell die Hypothese, dass das UPS auch eine wichtige
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Rolle in der Initiation und Progression der Atherosklerose spielen könnte [40, 43, 104].

1.2 Immunoproteasom

Abbildung 1.3: Aufbau des Immunoproteasoms
IFNγ kann die Expression dreier alternativer katalytisch aktiver proteasomaler β-
Untereinheiten induzieren. Diese Untereinheiten sind homolog zu den konstitutiven pro-
teasomalen Untereinheiten β1, β2 und β5 und werden bezeichnet mit LMP2 (β1i), MECL1
(β2i) und LMP7 (β5i) bezeichnet. Immunountereinheiten können ausschließlich in de novo
synthetisierte Proteasomen integriert werden. 20S-Proteasomen mit inkorporierten Immu-
nountereinheiten werden als Immunoproteasomen bezeichnet (Abbildung mit freundlicher
Genehmigung von Dr. rer. nat. A. Ludwig).

IFNγ kann die Synthese dreier proteasomaler β-Untereinheiten mit katalytischer Aktivi-

tät induzieren. Diese können in neu entstehende Proteasomen inkorporiert werden und die

konstitutiv exprimierten katalytisch aktiven β-Untereinheiten (β1, β2, β5) ersetzen. Ent-

sprechend ihrer homologen, konstitutiven Untereinheit werden diese induzierbaren Unter-

einheiten als Immunountereinheiten bezeichnet und mit β1i, β2i und β5i benannt. Synonym

wird β1i auch als Low Molecular weight Protein 2 (LMP2), β2i als Multicatalytic Endo-

peptidase Complex-Like 1 (MECL1) und β5i als Low Molecular weight Protein 7 (LMP7)

bezeichnet [55, 37].

Der Einbau der Immunountereinheiten findet überwiegend in de novo synthetisierte Pro-
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teasomen statt, wobei der Einbau von LMP2 den naszierenden Komplex auf ein Immunopro-

teasom festlegt [27, 28, 52]. Da der Einbau von Immunountereinheiten nicht absolut stringent

erfolgt, werden in geringem Umfang auch Hybridproteasomen mit sowohl konstitutiven als

auch induzierbaren proteasomalen Untereinheiten generiert [52, 13, 12].

In immunologisch aktiven Zellen von Thymus, Milz und Lymphknoten werden Immuno-

proteasomen konstitutiv exprimiert und sind in hohen Konzentrationen nachweisbar [16, 66,

75, 91, 20]. Eine generell hohe Expression immunoproteasomaler Untereinheiten ließ sich

auch in immunprivilegierten Geweben wie Auge und Gehirn zeigen [89].

Im Vergleich zur Entstehung konstitutiver Proteasomen ist die Entstehung von Immu-

noproteasomen deutlich beschleunigt, während gleichzeitig deren Halbwertszeit stark ver-

mindert ist. Für humane Immunoproteasomen konnte eine Halbwertszeit von 27 Stunden

ermittelt werden, während im Gegensatz dazu die Halbwertszeit konstitutiver Proteasomen

zwischen acht und zwölf Tagen liegt [93, 38].

Damit zeigen Immunoproteasomen typische Charakteristika zytokinmodulierter Enzyme

und können als schnelle, transiente Antwort der Zelle auf veränderte Anforderungen verstan-

den werden.

Auch wenn eine der wichtigsten Funktionen des Immunoproteasoms bisher im Rahmen

der Antigenpräsentation verstanden wird, ist davon auszugehen, dass es weitere zelluläre

Prozesse gibt, die durch Immunoproteasomen maßgeblich beeinflusst werden [106].

Es gibt Hinweise darauf, dass eine erhöhte Expression von Immunoproteasomen in ent-

zündlich verändertem Gewebe in direktem Zusammenhang mit einer erhöhten Aktivierung

von NFκB steht.

NFκB ist ein Transkriptionsfaktor, der die Expression inflammatorischer Proteine indu-

ziert. In unstimulierten Zellen liegt NFκB als Dimer, gebunden an ein inhibitorisches Protein,

IκB, im Zytosol vor. Das UPS ist durch die Katalysierung zweier essentieller Schritte an der

Aktivierung von NFκB beteiligt, zum einen an der Prozessierung der funktionell aktiven

p50-Untereinheit aus einem Vorläuferprotein und zum anderen an der Degradation von IκB

[47].

Es konnte gezeigt werden, dass Immunoproteasomen IκB-Proteine deutlich schneller ab-
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bauen als konstitutive Proteasomen [99] und damit inflammatorische Prozesse anders beein-

flussen als das konstitutive Proteasom.

Weiterhin konnte in tierexperimentellen Untersuchungen nachgewiesen werden, dass mit

zunehmendem Lebensalter der relative Anteil immunoproteasomaler Untereinheiten auch

in nichtimmunologischen Geweben, wie postmitotischen Nerven- und Muskelzellen, steigt.

Deshalb wird im Rahmen von Alterungsprozessen eine weitere, nicht mit dem Immunsystem

in Zusammenhang stehende Funktion des Immunoproteasoms, vermutet [18].

1.3 Atherosklerose

Kardiovaskuläre Erkrankungen sind führend in der weltweiten Todesursachenstatistik und

werden Schätzungen der World Health Organisation zufolge in den kommenden Jahren wei-

ter an Bedeutung gewinnen [68]. Atherosklerose ist als Hauptursache kardiovaskulärer und

zerebrovaskulärer Ereignisse entscheidend verantwortlich für die Mortalität in der industria-

lisierten, westlichen Welt [30, 65].

Atherosklerose wird heute als eine multifaktoriell bedingte, chronische Inflammation des

Endotheliums und Subendotheliums verstanden. Die chronische Inflammation der arteriel-

len Gefäßwand resultiert aus einer Interaktion zwischen in die Gefäßwand eingelagerten,

oxidativ modifizierten Lipoproteinen, Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Makrophagen,

Lymphozyten und einer Vielzahl von modulierenden Zytokinen und Mediatoren [33, 81].

In die Pathogenese der Atherosklerose sind sowohl genetische Faktoren als auch Umwelt-

faktoren involviert. Zu den wichtigsten Risikofaktoren für die Atherosklerose zählen arterielle

Hypertonie, Hyperlipoproteinämie, Nikotinabusus, Diabetes mellitus, Lebensalter und fami-

liäre Prädisposition [65].

1.3.1 Atherosklerotische Gefäßwandveränderungen

Die atherosklerotische Plaque (siehe Abb. 1.4) lässt sich nach ihrem histologischen Bild in

mehrere Stadien einteilen (siehe Tab. 1.1). Ausgelöst durch oxidative Belastung und verän-

derte Strömungsverhältnisse kommt es initial zu einer Endothelschädigung mit morphologi-

schen und funktionellen Alterationen des Endotheliums [81].

Eine der ersten nachweisbaren Veränderungen im Rahmen der Atherosklerose ist dabei die
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endotheliale Dysfunktion, die Verminderung oder gar der Verlust der endothelvermittelten

Vasodilatation, die für alle Stadien der Atherosklerose charakteristisch ist [21].

Die Schädigung der Endothelzellen führt zu gesteigerter endothelialer Permeabilität und

intimaler Lipoproteinablagerung. Im subintimalen Raum können Low Density Lipoproteine

(LDL) von freien Radikalen geschädigt werden und zur Entstehung von oxidativ modifizier-

ten LDL (oxLDL) führen. Zunehmende Akkumulation von oxLDL regt Endothelzellen zur

Expression von Chemokinen (Monocyte Chemoattractant Protein-1(MCP-1)), Adhäsionmo-

lekülen (E-Selektin, P-Selektin, Intercellular Cell Adhesion Molecule-1 (ICAM-1)), Vascular

Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1)), Zytokinen und Wachstumsfaktoren (Macrophage-

Colony Stimulation Factor (M-CSF)) an, wodurch Monozyten und T-Lymphozyten ver-

mehrt in den subintimalen Raum transmigrieren können. Gefördert von M-CSF wird eine

Umwandlung von Monozyten in Makrophagen angeregt, welche wiederum durch überstei-

gerte oxLDL-Phagozytose zu lipid- und cholersterinüberladenen Makrophagen, sogenannten

Schaumzellen werden [33].

Als sichtbare atherosklerotische Frühveränderung entstehen subendothelial gelegene Fett-

streifen („fatty streaks“). Diese bestehen im wesentlichen aus intimal retinierten, amorphen

Lipidtropfen, Schaumzellen und Lymphozyten [35]. Durch zelluläre Interaktion und Freiset-

zung proinflammatorischer Mediatoren wird die entzündliche Reaktion in der entstehenden

Plaque gefördert und aufrechterhalten [79].

Persistierende inflammatorische Prozesse führen über die Ausschüttung von Interleukin-6

(IL-6), Interleukin-1 (IL-1) und Basic-Fibroblast-Growth-Factor zur Migration glatter Mus-

kelzellen in den subendothelialen Raum. Beeinflusst durch die lokale Mikroumgebung pro-

liferieren die glatten Muskelzellen und entwickeln sich von rein kontraktilen Zellen zu ei-

nem synthetisierenden Phänotyp und setzen extrazelluläre Matrixproteine frei. Es kommt

zunehmend zu Fibrosierungen und zur Ausbildung einer bindegewegigen Kappe über der

Plaqueregion, die letztlich regressiv verkalkt [79].

Im weiteren Verlauf kommt es im zentralen Bereich der Plaque zunehmend zu Apoptose.

Das im Rahmen der entzündlichen Prozesse freigesetzte IFNγ hemmt die Produktion von

extrazellulärer Matrix. Zusätzlich destabilisieren von Makrophagen freigesetzte Matrixme-

talloproteinasen die fibröse Kappe der atherosklerotischen Läsion. Dies kann insbesondere im

Randbereich der Plaque zum Auftreten von Ulzerationen und zur Entstehung von Plaquefis-

suren führen. Durch Freisetzung von cholesterinhaltigem Plaquematerial und thrombogenem
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Tabelle 1.1: Stadien atherosklerotischer Gefäßwandveränderungen; modifiziert
nach W. Böcker [101] und R. Virmani [79]

Typ Läsionstyp Morphologie
I Initialläsion Einlagerung oxidativ modifizierter Lipoproteine und Makro-

phagen in die Gefäßwand; Ansammlung von lipid- und cho-
lesterinüberladenen Makrophagen (Schaumzellen)

II „fatty streak“ überwiegend intrazelluläre Akkumulation von Lipiden und
oxidierten Lipiden; Myofibroblastenproliferation und Migra-
tion glatter Muskelzellen aus der Media in den subintimalen
Raum; Freisetzung von M-CSF

III Intermediärlä-
sion

(Prä-Atherom); Fettstreifen mit zunehmend auch extrazel-
lulärer Lipidanreicherung sog. Lipidplaques

IV Atherom deutliche extrazelluläre Lipidablagerungen mit abgrenzba-
rem Lipidkern

V Fibroatherom Läsion mit teilweise Verkalkungen und Kollagenschicht zum
Gefäßlumen hin

VI komplizierte
Läsion

fibroatheromatöse Plaque mit Oberflächende-
fekt/Plaquefissur; Hämorrhagien; Thrombenbildung

Tissue-Factor können Thromben entstehen und damit akute vaskuläre Ereignisse auftreten

[79].

1.4 Proatherosklerotische Mediatoren und Zytokine

1.4.1 OxLDL in der Atherosklerose

Die physiologische Funktion von LDL ist der Transport von Cholesterin zu peripheren Ge-

weben. LDL-Partikel bestehen aus einem hydrophoben Kern, einer oberflächlichen Schicht

von polaren Lipiden und Apolipoprotein B-100 (ApoB-100). Im peripheren Gewebe werden

die LDL-Partikel über LDL-Rezeptoren, die eine N-terminale Domäne des ApoB-100 erken-

nen, nach intrazellulär aufgenommen. Erhöhte LDL-Cholesterinwerte im Serum korrelieren

positiv mit einem erhöhten Risiko für kardiovaskuläre Ereignisse [24].

Durch oxidative Modifikationen kann es zu Veränderungen sowohl im Lipid- als auch im

Proteinanteil des LDL und damit zur Entstehung von oxLDL kommen. Während minimal

oxidiertes oxLDL noch über LDL-Rezeptoren gebunden und metabolisiert werden kann, wer-

den massiv veränderte oxLDL nicht mehr von diesen Rezeptoren erkannt. Stark veränderte
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Abbildung 1.4: Prozesse in der atherosklerotischen Plaque
Aktivierte Endothelzellen exprimieren Adhäsionsmoleküle wodurch die Transmgration von
Monozyten in den subendothelialen Raum begünstigt wird. Durch exzessive oxLDL-
Phagozytose entstehen aus Makrophagen sogenannte Schaumzellen. Durch Zell-Zell-
Interaktionen und freigesetze Zytokine wird ein chronisch-inflammatorischer Prozess auf-
rechterhalten. Eingewanderte glatte Muskelzellen sezernieren Matrixproteine, wodurch es zur
Ausbildung einer fibrösen, den nekrotischen Kern der Plaque bedeckenden Kappe kommt.
(Modifiziert nach Glass und Witztum 2001; [24])
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oxLDL-Partikel werden vor allem über Scavenger Rezeptoren (SR) gebunden und phagozy-

tiert [61, 24]. SR werden nicht wie LDL-Rezeptoren über Feedback-Mechanismen reguliert [4].

Exzessive Phagozytose von oxLDL über SR führt zu zellulärer Überladung mit Cholesterin

und oxLDL. Aus Makrophagen und auch aus glatten Muskelzellen können so Schaumzellen

entstehen [105].

Neben Endothelzellaktivierung [33], Chemoattraktion von Leukozyten [105], proinflamma-

torischen und proapoptotischen Effekten [81, 105, 24, 74] durch oxLDL kann es im Rahmen

der Atherogenese auch zur Ausbildung autoreaktiver Antikörper gegen oxLDL-Bestandteile

kommen [45, 98].

Durch oxLDL-Moleküle wird demnach ein proatherosklerotischer, inflammatorischer „cir-

culus viciosus“ in der Gefäßwand initialisiert und aufrechterhalten.

1.4.2 IFNγ in der Atherosklerose

IFNγ ist ein proinflammatorisches Zytokin, das in der atherosklerotischen Plaque von akti-

vierten Lymphozyten, und Makrophagen/Schaumzellen freigesetzt wird [69]. Die Effekte von

IFNγ auf die Zielzelle sind pleiotrop. Im Rahmen der Atherosklerose konnten durch mehrere

Tierstudien deutliche proatherosklerotische Effekte von IFNγ gezeigt werden.

Die Administration von IFNγ in ApoE-/- Mäusen führt schneller zur Entstehung athe-

rosklerotischer Veränderungen als in der unbehandelten Kontrollgruppe, wohingegen IFNγ-

Rezeptor-Defizienz eine weniger ausgeprägte Atherosklerose zur Folge hat [22]. Sowohl in

Endothelzellen als auch in glatten Muskelzellen bewirkt IFNγ die Expressionssteigerung von

Adhäsionsmolekülen (ICAM-1, VCAM-1) und fördert durch Freisetzung von Chemokinen

wie MCP-1 die Monozyten- und Lymphozyteninfiltration in das Subendothelium [69, 85].

Durch Steigerung der Expression von SR-A und CD36 fördert IFNγ die oxLDL-Phagozytose

durch Makrophagen. Bei gleichzeitiger Suppression des zellulären Cholesterol-Efflux führt

dies zu gesteigerter Schaumzellentstehung [69].

Im fortgeschrittenen Plaque bewirkt IFNγ durch Inhibition der glattmuskulären Prolife-

ration und Differenzierung eine verminderte Kollagenproduktion, was zur Destabilisierung

der fibrösen Kappe führt und Rupturen begünstigt [69, 63, 32, 57].
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1.4.3 TNFα in der Atherosklerose

TNFα wird vor allem von Monozyten und Makrophagen freigesetzt und übt durch Ak-

tivierung des Transkriptionsfaktors NFκB vielfältige biologische Wirkungen aus, worunter

vor allem zytotoxische und inflammatorischer Effekte zu betonen sind. TNFα-Effekte wer-

den dabei über zwei Rezeptoren vermittelt, TNF-Rezeptor-1 (TNFR1) und TNF-Rezeptor-2

(TNFR2). Für die Mehrheit der biologischen Effekte ist TNFR1 verantwortlich [54].

Nicht nur für die Atherosklerose, sondern auch im Rahmen metabolischer und inflammato-

rischer Erkrankungen, wie Diabetes mellitus, Adipositas und rheumatoider Arthritis konnte

eine TNFα-Beteiligung nachgewiesen werden [54].

TNFα kann in humanen atherosklerotischen Plaques nachgewiesen werden. In vitro Stu-

dien konnten zeigen, dass TNFα die Permeabilität von Endothelzellen erhöht, die Expres-

sion von Adhäsionsmolekülen induziert, sowie die Produktion von Zytokinen und Wachs-

tumsfaktoren steigert. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass TNFα die Lipoproteinlipase

supprimiert, eine Hypertriglyzeridämie verursacht und damit ungünstigen Einfluss auf den

Lipidmetabolismus nimmt [22, 84]. Vermittelt durch NFκB triggert TNFα eine vaskuläre

Inflammation und induziert in Endothelzellen die Produktion von reaktiven Sauerstoff- und

Stickstoffspezies sowie proteolytischen und prothrombotischen Faktoren [34].

Ein in vivo-Modell an Mäusen konnte unter Inhibition von TNFα eine reduzierte Aus-

prägung der Athersklerose zeigen [8], während andere Tierstudien an TNFR1-defizienten

Mäusen eine unveränderte Plaqueprogression [6] oder sogar eine Zunahme der atherosklero-

tischen Plaques nachweisen konnten [84].

1.4.4 Weitere Zytokine in der Atherosklerose

Interleukin-1β

IL-1 zählt zu den proinflammatorischen Zytokinen und kommt in zwei Formen vor, IL-1α

und IL-1β. Beide Formen wirken über den IL-1-Rezeptor und haben ähnliche biologische

Funktionen.

IL-1β ist in der Plaque nachweisbar und kann von Monozyten/Makrophagen, aber auch

glattmuskulären Zellen und Endothelzellen gebildet und freigesetzt werden. Über auto- und

parakrine Stimulation und Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB löst IL-1β Effekte
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in der Zielzelle aus. In Endothelzellen bewirkt IL-1β eine Expressionssteigerung von Adhä-

sionsmolekülen und gesteigerte Transmigration von Leukozyten.

In Tierversuchen konnte durch Suppression von IL-1-Effekten eine insgesamt reduzierte

Entwicklung atherosklerotischer Veränderungen gezeigt werden [54, 53].

Interleukin-12

IL-12 wird in der atherosklerotischen Plaque hauptsächlich von Makrophagen freigesetzt und

stimuliert die Proliferation und Differenzierung von T-Lymphozyten. IL-12 löst seine Effekte

durch Aktivierung von Signal Transducer and Activator of Transkription (STAT)-3 und

STAT-4 aus. In T-Lymphozyten und natürlichen Killerzellen induziert IL-12 die Produktion

von IFNγ [22, 54].

Die Aorta von ApoE-/- Mäusen zeigte nach Administration von IL-12 größere athero-

sklerotische Läsionen als die Kontrollgruppe [62]. Übereinstimmend mit diesen Ergebnissen

zeigten sich nach funktioneller Blockade des endogenen IL-12 eine um fast 70 % reduzierte

Atherosklerose und eine erhöhte Plaquestabilität [36].

Interleukin-18

IL-18 wirkt über Aktivierung des Transkriptionsfaktor NFκB und ist ein potenter Induktor

von IFNγ. IL-18 zeigt funktionelle Ähnlichkeit mit IL-12, wird aber anders als IL-12 auch

in nicht hämatopoetischen Zellen (Nebennierenrindenzellen, Keratinozyten, Osteoblasten,

intestinalen Epithelzellen) exprimiert [76].

IL-18 steigert die Expression und Funktion des Fas-Liganden auf T-Lymphozyten und

natürlichen Killerzellen und kann die Produktion von Granulozyten Makrophagen-Colony

Stimulation Factor (GM-CSF) anregen [76].

Zusammen mit IL-12 ist IL-18 ein sehr potenter Induktor der IFNγ-Freisetzung aus T-

Lymphozyten [76, 73, 95].

Die IL-18-Administration ergab eine Vergrößerung der atherosklerotischen Läsionen in

ApoE-/-Mäusen [103], entsprechend konnte auch gezeigt werden, dass IL-18-Defizienz athe-

rosklerotische Veränderungen trotz erhöhter Serumcholesterolwerte reduziert [17].
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1.5 UPS und Atherosklerose

Das UPS ist essentiell für das Überleben und die Homöostase aller eukaryoten Zellen. Wich-

tige vom UPS entscheidend beeinflusste Prozesse wie Inflammation, der Abbau oxidativ mo-

difizierter Proteine, die Proliferation von Zellen, der Zellzyklus und die Apoptose sind auch

von zentraler Bedeutung für die Initiation und Progression der Atherosklerose [48, 40, 43].

Folglich könnte eine Dysfunktion des UPS die Atherosklerose begünstigen. Gegenwärtig ist

jedoch unklar, in welchem Aktivitätszustand dem UPS eine proatherosklerotische Rolle zu-

kommt. Es wird eine „duale Rolle“ des UPS im Rahmen der Atherosklerose diskutiert [19].

Demnach könnte eine erhöhte Aktivität des UPS über eine gesteigerte Aktivierung des proin-

flammatorischen Transkriptionsfaktors NFκB die Atherosklerose fördern, andererseits könnte

eine Unterfunktion des Systems über eine verminderte Degradation dysfunktionaler Prote-

ine ebenfalls zur Atherosklerose beitragen. Für beide Zustände - erhöhte und verminderte

Proteasomaktivität - finden sich Hinweise in der Literatur. Entscheidend scheint dabei die

Phase der Atherogenese zu sein, in der ein betroffenes Gefäß auf seine proteasomale Aktivität

hin untersucht wird [19, 41]. In frühen Phasen der Atherosklerose könnte die Aktivität des

UPS erhöht sein [39, 42]. Vorliegende Daten zur proteasomalen Aktivität in späten Stadien

der Atherosklerose sind widersprüchlich. Sowohl eine Aktivitätssteigerung [67] als auch eine

reduzierte Aktivität [96] konnten nachgewiesen werden.

Es ist vorstellbar, dass je nach dem Stadium der Atherosklerose der proteasomale Ak-

tivitätszustand einen protektiven oder auch einen schädigenden Effekt ausüben kann. So

könnte eine in den Anfangsstadien der Atherogenese erhöhte Proteasomaktivität zu gestei-

gerter Inflammation und stärkerer Ausprägung der Atherosklerose führen. In fortgeschritte-

nen Stadien der Atherosklerose ist dagegen denkbar, dass gesteigerte proteasomale Aktivität

zu einer Verminderung oxidativ modifizierter Proteine führt und dadurch antiatherogene

Effekte zeigt [43].

1.6 Immunoproteasom und Atherosklerose

Publizierte Studien zum UPS in der Atherosklerose beziehen sich entweder ausschließlich auf

das konstitutive Proteasom oder untersuchen proteasomale Aktivität, welche in dieser Form

nicht zwischen konstitutivem Proteasom und Immunoproteasom zu unterscheiden vermag.
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Die Expression und Rolle des Immunoproteasoms in der Atherogenese ist in der erhältlichen

Literatur nicht untersucht.

Bislang konnte gezeigt werden, dass gesteigerte immunoproteasomale Aktivität protektiv

gegen oxidativen Stress zu wirken und die Akkumulation oxidierter Proteine zu reduzieren

scheint [59, 15]. Auch wird eine immunoproteasomale Beteiligung an der Freisetzung proin-

flammatorischer Zytokine durch Makrophagen und T-Lymhozyten diskutiert [72]. Weiterhin

wurden Regulatoren der immunoproteasomalen Expression identifiziert wie Stickstoffmon-

oxid (NO) und Hitzeschock, die auch im Rahmen der Atherogenese relevant sind [59, 10].

Eine Studie zur Pathophysiologie des M. Crohn ergab, dass ein erhöhter Anteil von Immu-

noproteasomen in entzündlich verändertem Gewebe in direktem Zusammenhang mit einer

gesteigerten NFκB-Aktivität zu stehen scheint [99, 60].

Diese Studien deuten an, dass Immunoproteasomen pathophysiologische Vorgänge in der

Atherogenese beeinflussen könnten. Durch die konstitutive Expression des Immunoproteasoms

in Zellen des Immunsystems (Makrophagen, T-Zellen, dendritische Zellen) könnte dem Im-

munoproteasom möglicherweise eine entscheidende Rolle zukommen.

1.7 Ziel der Arbeit

Wie im vorangehenden Abschnitt dargelegt, kann für das Immunoproteasom eine Rolle im

Rahmen der Atherogenese vermutet werden.

In Paraffinschnitten humaner atherosklerotischer Plaques konnte N. Wilck (Kardiologi-

sches Forschungslabor der Klinik für Kardiologie, Charité Berlin Mitte; unveröffentlichte

Daten) neben einer ausgeprägten Expression der immunoproteasomalen Untereinheit LMP7

eine deutliche Kolokalisation mit CD68, einem Makrophagenmarker zeigen.

Eine systematische Untersuchung der Expression immunoproteasomaler Untereinheiten in

für die Atherosklerose relevanten Zelltypen ist bisher nicht publiziert.

Für die vorliegende Arbeit ergab sich daraus die folgende Fragestellung:

• Ist die Expression von immunoproteasomalen Untereinheiten durch pro-atherogenetische

Stimulation in Atherosklerose-relevanten Zelltypen in vitro induzierbar? Untersucht

werden sollen Endothelzellen, vaskuläre glatte Muskelzellen und Makrophagen.
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2 Material und Methoden

2.1 Lipoproteingewinnung und -aufbereitung

Zur Gewinnung von LDL aus humanem Serum wurde die fraktionierte Ultrazentrifugation

duchgeführt.

Tabelle 2.1: Material zur LDL-Präraration
Material Hersteller
L-70 Ultrazentrifuge mit Rotor SW41 Beckmann
Zentrifuge 5810 R Eppendorf
UV-Lampe Biometra
EDTA-Monovetten (9ml) Sarstedt
Ultra-Clear Zentrifugenröhrchen Beckmann
Dialysierschlauch aus Zellulose Roth
Sterilfilter (2µm) Sarstedt
Paragon Lipogel-Kit Beckmann Coulter

2.1.1 Isolierung humaner Lipoproteine

Als Ausgangsmaterial zur LDL-Präparation dienten pro Präparationszyklus 100 ml humanes

Vollblut, welches in 9 ml EDTA-Monovetten gesammelt wurde. Nach Zentrifugation bei 4500

rpm für 15 Minuten wurden die zellulären Bestandteile verworfen. Das gewonnene Plasma

wurde gleichmäßig auf insgesamt sechs Ultrazentrifugenröhrchen verteilt und mit je 3,5 ml

Dichtelösung 1 (s. Tabelle 2.2) vorsichtig überschichtet. Im Anschluss daran erfolgte ein 20

stündiger Ultrazentrifugationsschritt mit 40 000 rpm im Vakuum bei 17 ◦C. Nach diesem

Schritt ist eine Aufteilung der Plasmabestandteile in verschieden gefärbte Banden zu erken-

nen. Im obersten Abschnitt befinden sich in einer milchig-weißen Schicht oberhalb der klaren

Dichtelösung 1 die Chylomikronen. Dieser Bereich wurde abpippetiert und verworfen. Die

Dichtelösung 1 sowie die zuunterst befindliche goldgelbe Lage, welche sowohl die LDL- als

auch die HDL-Partikel enthält, wurden getrennt voneinander abgenommen und gepoolt. Im
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nächsten Schritt erfolgte die vollständige Resuspension der LDL-Fraktion in Dichtelösung 1

in einem Gesamtvolumen von 42 ml. Nach Zugabe von 21 ml Dichtelösung 2 (s. Tabelle 2.2)

fand der zweite Ultrazentrifugationsschritt unter den oben genannten Zentrifugationsein-

steinstellungen statt. Nach Beendigung befindet sich im obersten, gelb gefärbten Abschnitt

der Flüssigkeitssäule das native LDL.

Tabelle 2.2: Dichtelösungen zur LDL-Präparation
Dichtelösung 1 (1,006 g/ml) Dichtelösung 2 (1,184 g/ml)
11,4 g NaCl 24,98 g NaBr/100 ml
0,1 g Na2EDTA Dichtelösung 1
1 ml 1N NaOH
Aqua bidest. ad 1 Liter

2.1.2 Dialyse des LDL

Durch Dialyse erfolgte der Austausch der salzhaltigen, das LDL-umgebenden Dichtelösung

gegen PBS. Dazu wurde ein Dialysierschlauch aus regenerierter Zellulose verwendet. Nach

fünfstündiger Dialyse in einem Liter PBS unter Rühren erfolgte ein PBS-Wechsel und eine

Fortsetzung der Dialyse über Nacht bei 4 ◦C.

2.1.3 Oxidation des LDL

Die LDL-Oxidation wurde mittels ultraviolettem Licht durchgeführt. Mit PBS wurde die

Konzentration der LDL-Lösung auf 1 µg/µl eingestellt. Je 3,5 ml dieser LDL-Lösung wurden

in 6 cm Petrischalen gefüllt und für eine Stunde unter UV-Licht oxidiert. Alle 10 Minuten

erfolgte eine fünfminütige Kühlung auf Eis sowie die Zugabe von 30 µl destilliertem Wasser

zum Ausgleich von Verdunstungsverlusten.

Im Anschluss an den Oxidationsvorgang wurde die oxLDL-Lösung mittels eines Steril-

filters sterilisiert. Die Konzentration wurde mittels BCA-Assay (siehe 2.3.2) bestimmt, der

Oxidationsgrad wurde anhand einer Lipogel-Gelelektrophorese ermittelt.

2.1.4 Bestimmung des Oxidationsgrades

Durch Oxidation von LDL-Partikeln wird der Proteinanteil dahingehend verändert, dass

zunehmend anionische Valenzen entstehen. Dadurch nimmt auch die anionische, elektropho-

retische Migration des LDL zu. Diese Vorgänge macht sich die Lipogel-Gelelektrophorese zu
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Nutze. Die Laufstrecke des oxLDL nimmt dabei, als eine Funktion von Partikelgröße und

elektrischer Ladung, mit zunehmendem Oxidationsgrad stetig zu. In der vorliegenden Ar-

beit wurde zur Charakterisierung des Oxidationsgrades der oxLDL-Partikel die Laufstrecke,

des mit UV-Licht behandelten oxLDL, im Vergleich zu nicht behandeltem LDL bestimmt.

Die Oxidationsgradbestimmung erfolgte mittels des Paragon Lipogel-Kit und wurde entspre-

chend den Herstellerangaben durchgeführt.

2.2 Zellkultur

Sofern bei den einzelnen Unterpunkten nicht gesondert erwähnt, wurden für die Zellkultur

die in Tabelle 2.3 aufgeführten Materialien verwendet.

Tabelle 2.3: Zellkulturmaterial
Material Hersteller
Brutschrank Heraeus Instruments
Lichtmikroskop Leica
Zentrifuge 5415C Heraeus Instruments
Sterilbank (Lamin Air, HBB2448) Heraeus Instruments
Wasserbad 1902 GFL
THP1-Zelllinie ATCC
RPMI 1640 Gibco
Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA) SIGMA
Erythrosin B Stain Solution ATCC
HUVEC Selbstpräparation
Kollagenase TypII Biochrom
HAoSMC Provitro
DMEM-Medium Invitrogen
Selen Sigma
EZ-Medium
MCDB 131 Gibco
2% Fetales Kälberserum (FCS) Biochrom
20 ng/ml Endothelzell-Wachstumsfaktor (ECGF) Promocell
0,1 ng/ml Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) Biomol
1,1 mg/ml basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) Biomol
1 mg/ml Hydrocortison Sigma
5 U/ml Heparin Biochrom
5 U/ml Penicillin/Streptomycin Biochrom
2 mM L-Glutamin Gibco
100 nM Selen Sigma
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2.2.1 THP-1 Zellen

Die humane Monozytenzelllinie THP1 wurde entsprechend den Herstellerangaben kultiviert.

Nach dem Auftauen erfolgte eine Vermehrung der Zellen in Suspensionskultur mit RPMI

1640, welches mit 10% fetalem Kälberserum sowie 1% Penicillin/Streptomycin supplemen-

tiert und alle zwei bis drei Tage unter sterilen Bedingungen gewechselt wurde. Als Suspen-

sionszellen wurden die THP1-Zellen in 25 cm2 Zellkulturflaschen bei 37 ◦C, mit 5% CO2

-Begasung und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% in Begasungsbrutschränken kulti-

viert. Das Passagieren und Splitten der Zellen erfolgte alle sieben Tage. Die Zellen wurden

für 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert, der Überstand entfernt und das Pellet in frischem

Nährmedium resuspendiert. Zur Vitalitätsprüfung und Zellzahlbestimmung wurden die Zel-

len wöchentlich vor dem Splitten mit Erythrosin gefärbt und in einer Neubauer-Zählkammer

gezählt. Anschließend wurde die Zellsuspension mit Nährmedium auf 2x105 Zellen/ml einge-

stellt und zu je 12 ml auf frische 25 cm2 Zellkulturflaschen verteilt. Zur Stimulation wurden

nur THP1-Zellen bis maximal Passage 15 eingesetzt, die eine Vitalität von über 95 % zeigten.

Makrophagendifferenzierung

Die Ausdifferenzierung der Monozyten zu adhärenten Makrophagen erfolgte durch 72 h In-

kubation der Zellen mit 20 ng/ml Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA) in Kulturmedium.

Hierzu wurden die Zellen für 5 min mit 1000 rpm abzentrifugiert, das Medium gewechselt,

und die Zelldichte mit frischem Medium auf 3,5 x 105/ml eingestellt. Nach PMA-Zugabe

wurde die Zellsuspension zu je 4 ml auf 6 cm Petrischalen verteilt. Nach Ausdifferenzie-

rung der Monozyten zu Makrophagen und der damit einhergehenden Adhäsion der Zellen,

erfolgten zwei Waschschschritte mit 2 ml HBSS sowie ein Mediumwechsel. Im Anschluss

an 24 Stunden Nachdifferenzierungszeit in Kulturmedium erfolgte die Zellstimulation der

THP1-abgeleiteten Makrophagen in RPMI 1640 supplementiert mit 1% FCS sowie 1% Pe-

nicillin/Streptomycin.

2.2.2 Humane Nabelschnur-Endothelzellen

HUVEC-Isolierung

HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) wurden durch Kollagenase-Verdau aus

humanen Nabelschnüren in einer Standardtechnik isoliert und in Endothelzell (EZ)-Medium
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kultiviert. Dazu wurde die Umbilikalvene der Nabelschnur mit 2 x 20 ml 37◦C warmem

HBSS und, um HBSS-Rückstände zu entfernen, anschließend mit einigen Tropfen Kolla-

genase Typ-II gespült. Um die Endothelzellen herauszulösen wurde die Umbilikalvene an

einer Seite abgeklemmt, die Vene vollständig mit Kollagenase gefüllt und für 15 Minuten

bei 37◦C im Brutschrank inkubiert. Kollagenase und herausgelöste Endothelzellen wurden

in einem 50 ml Plastikröhrchen aufgefangen. Mit 2 x 20 ml HBSS wurde nachgespült. Es

erfolgten 5 Minuten Zentrifugation bei 1200 rpm. Der Überstand wurde abgesaugt, die Zellen

in EZ-Medium resuspendiert und zu je 15 ml in 75 cm2 Zellkulturflaschen überführt. Nach

24 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel. Die HUVEC-Reinheit wurde durch morphologische

Kriterien (cobblestone-shape) kontrolliert. Alle zwei bis drei Tage wurde das Medium ge-

wechselt. Bei 80% Konfluenz wurden die Zellen trypsiniert und bis maximal Passage drei für

die Zellstimulation verwendet.

Trypsinieren und Ausplattieren der HUVEC

Nach Absaugen des EZ-Mediums wurden die adhärenten Zellen mit 8 ml 37 ◦C warmem

HBSS gespült und mit 2,5 ml Trypsin benetzt. Durch Klopfen der Zellkulturflasche wurden

die Zellen abgelöst. Durch Zugabe von 8 ml EZ-Medium wurde der Trypsinierungsvorgang

gestoppt, die Zellen im Anschluss in weiteren 25 ml Medium resuspendiert und auf Zellkul-

turschalen aufgeteilt.

2.2.3 Humane aortale glatte Muskelzellen

HAoSMC (Human Aortic Smooth Muscle Cells) wurden von der Firma Provitro bezogen, in

DMEM-Medium mit 10% inaktiviertem FCS, 5% Penicillin/Streptomycin und 100 nM Selen

kultiviert. Voll konfluente Zellkulturschalen wurden gesplittet. Die Zellstimulationen wurde

bei 80% Konfluenz durchgeführt. HAoSMC wurden bis maximal Passage 15 für die Versuche

eingesetzt.

2.2.4 Zellstimulation

THP1-abgeleitete Makrophagen, HAoSMC und HUVEC wurden für 24 Stunden mit oxLDL

(10 µg/ml oder 50 µg/ml), IFNγ (100 U/ml), IL-12 (10 ng/ml), IL-18 (100 ng/ml), IL-1β (1

ng/ml oder 10 ng/ml) oder TNFα (2 ng/ml oder 5 ng/ml) stimuliert. Als Kontrolle wurden

jeweils Zellen im entsprechenden Lösungsmittel mitgeführt.
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Tabelle 2.4: Material für Zellstimulation
Material Hersteller
oxLDL Selbstpräparation
IFNγ (rekombinant, human) Biomol
TNFα (rekombinant, human) Biomol
IL-1β (rekombinant, human) Biomol
IL-12 (rekombinant, human) Biomol
IL-18 (rekombinant, human) Medical+Biological Laboratories

2.3 Materialgewinnung

Sofern bei den einzelnen Unterpunkten nicht gesondert erwähnt, wurden für die Materialge-

winnung die in Tabelle 2.5 angeführten Materialien verwendet.

Tabelle 2.5: Materialien für die RNA- und Proteinisolierung
Material Hersteller
Centrifuge 5415R Eppendorf (Deutschland)
Wärmeschrank Heraeus Instruments
Spectrophotometer DU 640 Beckmann
ELISA Reader Anthos Labtec Instr.
WinRead-Software Anthos Labtec
Cellscraper Falcon
BCA Protein Assay Reagent Kit Pierce
BSA-Standardlösung Pierce
96-well-Platte Greiner Labortechnik
TRIzol Reagent Invitrogen
Isopropanol J.T. Baker
Chloroform Merck
Ethanol J.T. Baker
DEPC(Diethylpyrocarbonat)-Wasser Sigma

2.3.1 Isolierung von Proteinen

Nach der Stimulationsbehandlung wurden die Zellkulturschalen zweimal mit 2 ml 37 ◦C

warmem HBSS gespült, auf Eis gestellt, mit 70 µl Lysepuffer überspült und für 5 Minuten

inkubiert. Mit dem Cellscraper wurden noch adhärente Zellen abgelöst und in vorbereitete

Eppendorfgefäße transferiert. Ein 10 Minuten Zentrifugationsschritt bei 10 000 rpm und 4
◦C erfolgte, der Überstand wurde abpippetiert und in ein neues Eppendorfgefäß transferiert,

das Pellet verworfen. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -20 ◦C.
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2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzenration

Die Gesamtproteinbestimmung mit der Bicinchinonsäure (BCA)-Methode zeichnet sich durch

eine hohe Empfindlichkeit und eine geringe Störanfälligkeit aus.

Der Proteinnachweis dieser Methode beruht darauf, dass Proteine mit Cu2+ -Ionen in

alkalischer Lösung einen Komplex bilden (Biuret-Reaktion). Die Cu2+ -Bestandteile dieses

Komplexes werden zu Cu+ -Ionen reduziert, die mit BCA einen violetten Farbkomplex bil-

den. Die Absorption dieses Farbkomplexes kann bei 562 nm photometrisch bestimmt werden.

Der BCA-Assay wurde in 96-well-Platten entsprechend den Herstellerangaben durchge-

führt und gegen einen mitgeführten Albuminstandard abgeglichen.

2.3.3 Isolierung von RNA

Die Isolierung von ibonukleinsäure (RNA) erfolgte unter Verwendung von TRIzol zur Lyse

der Zellen. Pro 6 cm Zellkulturschale wurde 1 ml TRIzol verwendet. Nach 5 Minuten In-

kubation wurden die Zellen durch Spülen aus der Schale gelöst und in ein Eppendorfgefäß

überführt. Nach Zugabe von 200 µl Chloroform und kräftigem Schütteln ruhten die Proben

für drei Minuten bei Raumtemperatur und wurden danach mit 10 000 rpm für 12 Minuten

bei 4 ◦C zentrifugiert. Im Eppendorfgefäß ließen sich nun drei Phasen unterscheiden: zu-

oberst eine klare Flüssigkeit in welcher die RNA gelöst ist, mittig eine weißliche Schicht, die

die Proteine enthält und in der unteren, rötlich eingefärbten Schicht die DNA. 600 µl der

RNA-haltigen Lösung wurden abgenommen und in Eppendorfgefäße mit 500 µl Isopropanol,

zur Reinigung der RNA überführt. Nach 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wur-

de durch 30 Minuten Zentrifugation bei 4 ◦C und 10 000 rpm die RNA abzentrifugiert. Der

Isopropanol-Überstand wurde abgenommen, durch 1,5 ml 70 % Ethanol in DEPC-Wasser

ersetzt und dadurch die RNA ausgefällt. Nach kurzem Vortexen erfolgte ein 20 Minuten

Zentrifugationsschritt bei 4 ◦C und 10 000 rpm. Der Überstand wurde abgenommen, das

RNA-Pellet in 30 µl Aqua ad injectabilia gelöst und die jeweilige RNA-Konzentration ermit-

telt. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80 ◦C.

2.3.4 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der RNA

Die RNA-Konzentration und Reinheit wurde photometrisch bestimmt. Dazu wurde die RNA

in einem Verhältnis von 1:50 mit Aqua bidest verdünnt und die Extinktion im Photometer
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Tabelle 2.7: Lösungen für Western Blot 1
TBS SDS-Laufpuffer 5x SDS-Probenpuffer
50 mM Tris(hydroxylmethyl)- 2,5 mM Tris 655 µl 1 M Tris pH 6,8
aminomethan 19,2 mM Glycin 2,0 ml 99% Glycerol
150 mM NaCl 0,01% SDS 500µl β-Mercaptoethanol
pH 7,4 pH 8,8 2,3 ml 10% SDS

10 mg Bromphenolblau
ad 10 ml mit Aqua bidest.

bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Der Quotient der Absorption bei 260 nm und 280 nm ist

ein Maß für die Reinheit der RNA und sollte zwischen 1,6 und 2,0 liegen.

2.4 Western Blot

Sofern bei den einzelnen Unterpunkten nicht gesondert erwähnt, wurden für die Western

Blots die in Tabelle 2.6 angeführten Materialien verwendet.

Tabelle 2.6: Material für Western Blot
Material Hersteller
Elektrophoresekammer TV100 Carl Roth GmbH
Power Supply EPS 600 Pharmacia Biotech
semi-dry-Blotkammer peqlab Biotechnologie GmbH
Thermoblock Liebisch Bielefeld
Nitrozellulosemembran Immobilon, Millipore
Whatmanpapier Whatman International
Amido Black Sigma
Rotiphorese Gel 40 (29:1) Carl Roth GmbH
Tween 20 Serva
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma Aldrich)
Ammoniumpersulfat (APS) Serva
Bromphenolblau Biomol
β-Mercaptoethanol Sigma Aldrich
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva
Enhanced Chemiluminescence (ECL)-Kit Amersham, UK
Prestained Protein Marker New England Biolabs
Tris(hydroxylmethyl)-aminomethan (Tris) Roth
Ponceau S Sigma
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Tabelle 2.8: Lösungen für Western Blot 2
Blotpuffer Blocklösung Waschpuffer (TBS-T)
48 mM (5,82 g/l)Tris 10x Roti-Block TBS
39 mM (2,93 g/l) Glycin 1:10 in PBS +0,1% Tween 20
20% (200 ml/l) Methanol

2.4.1 Elektrophorese

Zur Auftrennung der Proteine wurde eine SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfat PolyAcrylamid

GelElektrophorese) als eindimensionale Gelelektrophorese durchgeführt. Die elektrophore-

tische Auftrennung der Proteinlysate erfolgte in 12%igen, Sodium Dodecylsulfat (SDS)-

haltigen Polyacrylamidgelen mit aufgesetztem Sammelgel (siehe Tab. 2.9). Die Gelelektro-

phorese erfolgte pro Gel für 15 Minuten bei 10 mA und 1,5 Stunden bei 15 mA. Die jeweilige

Probe wurde mit 5x Probenpuffer versetzt, für 5 Minuten bei 95 ◦C im Heizblock aufge-

kocht und in die Geltaschen des Sammelgels gefüllt. Von THP1-Lysaten wurden 5 µg, von

HUVEC-Lysaten 10 µg und von HAoSMC-Lysaten 5 µg Gesamtprotein eingesetzt.

Tabelle 2.9: Gele für SDS-PAGE
Sammelgel Trenngel (12%)

Aqua bidest. 3,65 ml 2,69 ml
1,5 M Tris pH 8,8 - 1,56 ml
1 M Tris pH 6,8 625 µl -
SDS 10% 50 µl 62,5 µl
Acrylamid 40% 625 µl 1,28 µl
APS 10% 50 µl 50 µl
TEMED 5 µl 5 µl

2.4.2 Blotten

Blotten ist eine Methode zur Übertragung von Proteinen aus dem Elektrophoresegel auf eine

Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran. Vor dem Blot-Vorgang wurde die PVDF-Membran

zur Aktivierung 1 Minute in Methanol, 5 Minuten in Aqua bidest und 10 Minuten in

Blotpuffer inkubiert (siehe Tab. 2.8). Die Gele wurden nach der Elektrophorese ebenfalls

für 10 Minuten in Blotpuffer inkubiert. Auf drei kathodenseitige, in Blotpuffer getränkte

Whatman-Papiere wurde die Membran gelegt, darauf das Gel und darauf wieder drei ge-

tränkte Whatman-Papiere. Geblottet wurde bei 400 mA über 1,5 Stunden. Nach dem Blot-

ten wurde mittels Ponceau S-Färbung der Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran
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kontrolliert. Anschließend wurden die Membranen in Roti-Block inkubiert.

2.4.3 Umsetzung der Blots mit Antikörpern

Zunächst wurden die Membranen für zwei Stunden in Roti-Block geschwenkt, um freie Bin-

dungsstellen auf der Membran zu besetzen und eine spezifische Antikörperbindung zu ge-

währleisten. Alle in Tabelle 2.10 aufgelisteten Antikörper wurden mit Roti-Block auf die

angegebene Konzentration verdünnt. Die PVDF-Membranen wurden einzeln in jeweils 10

ml Antikörperlösung inkubiert. Dabei fand die Inkubation mit Primärantikörpern bei 4 ◦C

über Nacht statt, während für Sekundärantikörper zwei Stunden bei Raumtemperatur in-

kubiert wurde. Nach jedem Inkubationsschritt erfolgten drei 10 Minuten Waschschritte in

TBS/T (siehe Tab. 2.8). Zur Sichtbarmachung der antikörpermarkierten Proteine wurden die

Membranen abgetropft und mit ECL-Reagenz entsprechend den Herstellerangaben behan-

delt. Die durch am Sekundärantikörper gebundene Meerrettichperoxidase und das Luminol

des ECL-Reagenz, entstehende Lichtemission wurde durch Auflegen eines Films in einer Kas-

sette registriert.

Tabelle 2.10: Antikörper für Western Blot
Primärantikörper/ Verdünnung Sekundärantikörper/ Verdünnung
Hersteller Hersteller
anti-LMP2 1:1000 goat-anti-mouse 1:10000
Biomol Santa-Cruz-Biotechnology
anti-LMP7 1:1000 goat-anti-mouse 1:10000
Biomol Santa-Cruz-Biotechnology
anti MECL1 1:10000 goat-anti-rabbit 1:10000
Biomol Santa-Cruz-Biotechnology
anti-β1 1:1000 goat-anti-mouse 1:10000
Biomol Santa-Cruz-Biotechnology

2.4.4 Ladekontrollen der Western Blots

Zum Nachweis einer gleichmäßigen Proteinbeladung der einzelnen Geltaschen erfolgte eine

Proteinfärbung mit Amido-Black. Dazu wurde die PVDF-Membran nach der Entwicklung für

10 Minuten auf dem Schüttler in 10 ml Amido-Black-Lösung inkubiert, danach in mehreren

Waschschritten gleichmäßig entfärbt, bis die einzelnen Proteinbahnen optimal zu unterschei-

den waren.
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2.5 RNA-Analyse

Sofern bei den einzelnen Unterpunkten nicht gesondert erwähnt, wurden für die RNA-

Analyse die in Tabelle 2.11 angeführten Materialien verwendet.

Tabelle 2.11: Material für die PCR
Material Hersteller
Personal Cycler Biometra
Taqman-Maschine Applied Biosystems
DNAse I (2U//mul) Ambion
Hexamer-Primer DN6 Hexamer TIB Molbiol
Taqman-Sonden TIB Molbiol
RT-Mastermix
4,0 µl 5x Reverse Transkriptase Puffer Invitrogen
2,0 µl DTT (100mM) Invitrogen
1,0 µl dNTPs (10mM) Biozym
0,5 µl RNAse Inhibitor 40 Protector
1,0 µl M-MLV Reverse Transkriptase (200U/µl) Invitrogen

2.5.1 Reverse Transkription, DNase-Verdau

Die isolierte messenger RNA (mRNA) wurde durch Reverse-Transkriptions(RT)-Reaktion

in copy-DNA (cDNA) umgeschrieben, um im Anschluss in der PCR eingesetzt zu werden.

Für die RT wurde die M-MLV (Moloney-Murine Leukemia Virus) Reverse Transkriptase,

eine RNA-abhängige DNA-Polymerase verwendet. Als Primer wurden Random-Hexamere

eingesetzt, welche an die Poly(A)-Schwänze der mRNA binden.

Eingesetzt wurden 50 ng Gesamt-RNA in einem Volumen von 9 µl Aqua ad injectabilia.

Um eine Kontamination mit genomischer DNA zu vermeiden, erfolgte als erster Schritt ein

15 Minuten DNAse I Verdau bei 37 ◦C im Cycler. Zur Inaktivierung der DNAse I wurden

die Proben für 5 Minuten auf 75 ◦C erhitzt. Um eine vollständige Anlagerung der Primer an

die mRNA zu erreichen, wurden nach Zugabe von 2 µl Hexamer-Primer alle Proben für 10

Minuten bei 70 ◦C inkubiert. Nach Kühlung der Proben für 5 Minuten auf Eis wurden pro

Ansatz 8,5 µl RT-Mastermix zupippetiert. Nach 5 Minuten Annealing bei 25 ◦C erfolgte die

Elongation der cDNA bei 37 ◦C über einen Zeitraum von 60 Minuten.

Die Aufbewahrung der Proben erfolgte bei -80 ◦C, wobei die Durchführung der PCR

innerhalb einer Woche nach Fertigstellung der cDNA stattfand.
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2.5.2 Real-Time-RT-PCR

Die Taqman-PCR ist ein automatisierter PCR-Assay, bei dem die Amplifikation und der

Nachweis des PCR-Produktes simultan möglich sind. Bei der Taqman-PCR wird bei den zu

quantifizierenden Proben das entstehende Amplifikat nach jedem Zyklus über ein Fluores-

zenzsignal detektiert. Zur Detektion werden dabei eine fluoreszenzmarkierte Sonde und die

5´-3´Exonuklease-Aktivität der Taq-Polymerase genutzt. Im ersten Schritt der PCR hybridi-

sieren die spezifischen Primer und die fluoreszenzmarkierte Sonde an den Matritzen-Strang.

Die Taqman-Sonde ist am 5´-Ende mit einem Reporter-Farbstoff (Fluoreszein-Derivat) mar-

kiert, dessen Fluoreszenz von einem „Quencher“-Farbstoff (Rhodamin-Derivat) am 3´-Ende

der Taqman-Sonde aufgrund der räumlichen Nähe durch Energietransfer unterdrückt wird.

Bei der DNA-Extension verdrängt die Taq-Polymerase die Sonde, welche durch 5´-3´-Exonu-

klease-Aktivität hydrolysiert wird. Dabei wird der Reporter-Farbstoff abgetrennt und kann

ein Fluoreszenz-Signal erzeugen, welches Proportional zur Menge des PCR-Produktes ist.

Das Signal wird während der PCR-Zyklen von einer Kamera detektiert und über ein ent-

sprechendes Software-Programm prozessiert. Der Zeitpunkt bei dem ein signifikanter Anstieg

des Signals erfolgt erlaubt Rückschlüsse auf die Ausgangskonzentration der zu quantifizie-

renden Nukleinsäure.

Tabelle 2.12: Materialien für die Real-Time RT-PCR
Material Hersteller
TaqMan Universal PCR Master Mix Applied Biosystems
7003 Real Time PCR System Applied Biosystems

Zur Quantifizierung der mRNA-Sequenzen wurde die Real-Time RT-PCR verwendet. Da-

bei wurde als Ausgangsprodukt die generierte cDNA eingesetzt. Die Real-Time RT-PCR

erfolgte in einer 96-well-Platte in einem Gesamtvolumen von 25 µl pro Reaktionsansatz. Für

alle Proben wurden Doppelwerte bestimmt und gemittelt. Tabelle 2.13 zeigt die verwendeten

Cyklingparameter.

Tabelle 2.13: Thermocycler-Einstellungen für die Durchführung der TaqMan-
PCR
Aktivierung/ Polymerase Denaturierung Anneal/
Inkubation Aktivierung Extend

Zeit 2 min 10 min 15 sec 1 min
Temp. 50 Grad C 95 Grad C 95 Grad C 60 Grad C
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Die erhobenen Daten wurden mittels 7003 System Sequence Detection Software von App-

lied Biosystems ausgewertet. Die Berechnung der Expression der verschiedenen Zielsequen-

zen erfolgte nach der 4 4-CT-Methode relativ auf die Expression des Housekeeping-Gens

RPL19.

Tabelle 2.14: Für Real-Time RT-PCR verwendete Sonden, Forward- und Reverse-
Primer und eingesetzte Konzentrationen.

Gen Sequenz Konz. in nM
PSMB6-F 5´-acacctattcacgaccgcattt-3´ 300
PSMB6-R 5´-gtaggtgacagcatcagctactgc-3´ 900
PSMB6-Sonde 5´FAM-ctgtcgctcaggctcagctgctgatac-TAMRA3´ 5
PSMB8-F 5´-agtactgggagcgcctgct-3´ 300
PSMB8-R 5´-ccgacactgaaatacgttctcca-3´ 300
PSMB8-Sonde 5´FAM-tcgcagatagtacagcctgcattccttgg-TAMRA3´ 5
PSMB9-F 5´-cgttgtgatgggttctgattcc-3´ 300
PSMB9-R 5´-gacagcttgtcaaacactcggtt-3´ 300
PSMB9-Sonde 5´FAM-caccgcctcgcctgcagacact-TAMRA3´ 5
PSMB10-F 5´-tgctgcggacactgagctc-3´ 50
PSMB10-R 5´-gctgtggttccaggcacaaa-3´ 50
PSMB10-Sonde 5´FAM-cccgtgaagaggtctggccgctac-TAMRA3´ 5
RPL19-F 5´-gagaccaatgaaatcgccaatg-3´ 300
RPL19-R 5´-gcggatgatcagcccatctt-5´ 300
PRL19-Sonde 5´FAM-caactcccgtcagcagatccggaa-TAMRA3´ 5

2.6 Durchflusszytometrie

Zur Analyse der Oberflächenrezeptoren und damit Charakterisierung der in der vorliegenden

Arbeit verwendeten THP-1-Zellen vor und nach PMA-Stimulation wurden durchflusszyto-

metrische Untersuchungen durchgeführt.

Tabelle 2.15: Materialien für die Flowzytometrie
Material Hersteller
Flow Cytometer Dako Cytomation
EDTA in HBSS ohne Ca2+ und Mg2+ Gibco
CD11b-APC Antikörper BD Biosciences
CD36-FITC Antikörper BD Biosciences
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Fluka

Nach Absaugen des Mediums wurden die adhärenten Zellen mittels 0,5 ml calcium- und

magnesiumfreier EDTA-Lösung aus der Kulturschale gelöst, in ein Falcon überführt und für
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5 Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, das Zellpellet

in PBS resuspendiert, pro ml Zellsuspension wurden 5 µl Antikörper (1:200) zugegeben,

gevortext, für 10 Minuten abgedunkelt auf Eis inkubiert und flowzytometrisch vermessen.

Pro Ansatz wurden jeweils 10 000 Zellen vermessen.

2.7 Ölrot-O-Färbung

Zur optischen Darstellung und Nachweis der OxLDL-Phagozytose durch die Makrophagen

erfolgte eine Lipidfärbung mittels Ölrot-O. Als Stocklösung wurden 0,3 g Ölrot-O gelöst

in 100 ml Isopropanol angesetzt. Zur Herstellung der Arbeitsverdünnung wurden 3 Teile

Stocklösung mit 2 Teilen Wasser verdünnt und für 10 Minuten stehen gelassen, filtriert

und innerhalb von zwei Stunden verwendet. Die Ölrot-O-Färbung wurde direkt in der 6 cm

Zellkulturschale vorgenommen. Nach Absaugen des Mediums und zweimaligem Waschen mit

2 ml HBSS wurden die Zellen für 10 Minuten in 4 %igem Formaldehyd in HBSS fixiert. Es

folgte ein Waschritt mit 2 x 2 ml HBSS und eine Vorbehandlung mit 1 ml 60 % Isopropanol

für 2 Minuten vor dem eigentlichen Färbevorgang. Zum Färben wurden die Zellen für 10

Minuten in 1 ml Ölrot-O-Lösung inkubiert, welche danach durch zweimaliges Spülen mit

3 ml HBSS wieder entfernt wurde. Die Kerngegenfärbung bestand aus einer 20 Sekunden

Behandlung mit 1 ml Hämalaun. Es folgten drei Waschschritte mit je 2 ml HBSS sowie das

Eindeckeln mittels Aquatex.

Tabelle 2.16: Material für Ölrot-O-Färbung
Material Hersteller
Ölrot-O Sigma
Formaldehyd Sigma
Aquatex Merck
Deckgläser Marienfeld
Objektträger Marienfeld
Hämalaun Sigma
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2.8 Häufig verwendete Materialien und Lösungen

Tabelle 2.17: Häufig verwendetes Material
Material Hersteller
Methanol Merck
Glycin Roth
Petrischalen Falcon
Phosphat gepufferte Salzlösung (PBS) Gibco
Zellkulturflaschen Sarstedt
Pippetten Costar
Zentrifugenröhrchen (50ml) Falcon
Hanks balancierte Salzlösung (HBSS) Gibco
Penicillin/Streptomycin Biochrom
Fetales Kälberserum (FCS) Biochrom
Eppendorfgefäße Eppendorf
Aqua ad injectabilia Braun
Isopropanol (60 % ) J.T. Baker
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3 Ergebnisse

Der vorliegenden Arbeit liegt die Hypothese zugrunde, dass das Immunoproteasom eine

wichtige Rolle in der Atherosklerose spielt. Jedoch ist die Expression immunoproteasomaler

Untereinheiten in vaskulären Zellen unzureichend charakterisiert. Ziel dieser Arbeit ist daher

die Untersuchung der Expression immunoproteasomaler Untereinheiten in für die Atheroskle-

rose relevanten Zellen. Dabei soll sowohl die Expression unter basalen Bedingungen als auch

unter proatherogener Stimulation im Zellkulturmodell untersucht werden.

3.1 Induzierbarkeit immunoproteasomaler Untereinheiten

in atheroskleroserelevanten Zellen

Es wurden HAoSMC und HUVEC als vaskulär residente Zellen und eine humane Monozyten-

zelllinie (THP1-Zellen) als Vertreter immunkompetenter Zellen ausgewählt. Zunächst wurden

alle drei Zelltypen auf ihre Grundexpression von immunoproteasomalen Untereinheiten hin

untersucht. Zusätzlich wurde die Induzierbarkeit von immunoproteasomalen Untereinheiten

durch IFNγ in diesen drei Zelltypen bestimmt. Als Methode wurde dazu der Western Blot

ausgewählt.

THP1-Makrophagen zeigen, anders als HUVEC und HAoSMC, basal eine hohe Expression

von LMP7, LMP2 und MECL1. Unter IFNγ-Einfluss kann die Expression immunoproteaso-

maler Untereinheiten in THP1-Makrophagen trotz der hohen Grundexpression noch deut-

lich gesteigert werden. Die Western Blot-Ergebnisse der HAoSMC und HUVEC zeigen eine

schwache Grundexpression von immunoproteasomalen Untereinheiten. Durch IFNγ sind in

HAoSMC und HUVEC alle drei Untereinheiten induzierbar (siehe Abb. 3.1).
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Abbildung 3.1: Basale Expression und Induzierbarkeit von immunoproteasoma-
len Untereinheiten in atheroskleroserelevanten Zellen im Western
Blot.

Gezeigt ist die basale Expression immunoproteasomaler Untereinheiten in HAoSMC,
HUVEC und THP1-Makrophagen sowie die Expression nach 24 h Stimulation mit IFNγ
(100 U/ml). Gezeigt sind repräsentative Western Blots aus zwei unabhängigen Experimenten.
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3.2 Immunoproteasomale Untereinheiten in Makrophagen

THP1-Zellen wurden verwendet, um im Zellkulturmodell die Expression und Stimulierbarkeit

immunoproteasomaler Untereinheiten in Makrophagen und Schaumzellen zu untersuchen.

3.2.1 Charakterisierung der verwendeten THP1-Zellen

Durchflusszytometrie

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete humane Zelllinie THP1 wurde durch 72 Stunden

Behandlung mit PMA zu adhärenten Makrophagen differenziert. Zur Charakterisierung des

Phänotyps der THP1-Zellen nach PMA-Differenzierung wurden flowzytometrische Analysen

durchgeführt.

Während unbehandelte THP1-Monozyten eine homogene Zellpopulation mit nur geringer

Variation in den lichtstreuenden Eigenschaften darstellen, zeichnen sich die durch PMA dif-

ferenzierten THP1-Makrophagen durch stärkere Lichtstreuung aus (siehe Abb. 3.2). Dies ist

ein Zeichen für eine größere Variabilität in der Zellgröße und das vorhandensein zytoplasma-

tischer Vesikel. Übereinstimmend mit diesen veränderten flowzytometrischen Eigenschaften

zeigen THP1-Makrophagen auch lichtmikroskopisch eine größere Heterogenität in der Zell-

form und eine erhöhte intrazelluläre Granularität.

Zur weiteren Charakterisierung der verwendeten THP1-Makrophagen wurde die Expres-

sion von CD11b und CD36, zwei für Makrophagen charakteristische Oberflächenmarker, vor

und nach PMA-Behandlung analysiert.

PMA-differenzierte, adhärente Makrophagen zeigen eine flowzytometrisch messbare, er-

höhte Expression von CD11b und CD36 (siehe Abb. 3.3).

Ölrot-O-Färbung

Zur Kontrolle der oxLDL-Internalisierung durch THP1-Makrophagen und zum Nachweis der

Entstehung von Schaumzellen wurden Ölrot-O-Lipidfärbungen durchgeführt und lichtmikro-

skopisch ausgewertet.

Es konnte gezeigt werden, dass die eingesetzten THP1-Makrophagen oxLDL internali-

sieren. Darüber hinaus konnte eine konzentrationsabhängige Aufnahme und intrazelluläre

Speicherung von oxLDL nachgewiesen werden. Dem Bild einer Schaumzelle entsprechend
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Abbildung 3.2: Flowzytometrische Darstellung der THP1-Monozyten und THP1-
Makrophagen.

A FS/SS Plot der THP1-Monozyten B FS/SS Plot nach PMA-Differenzierung in Makropha-
gen. Eine repräsentative Abbildung aus drei unabhängigen Experimenten wurde ausgewählt.

Abbildung 3.3: Flowzytometrische Bestimmung von CD11b und CD36 auf THP1-
Monozyten und THP1-Makrophagen.

A zeigt die Zunahme der Oberflächenexpression von CD11b während der Differenzierung
zu THP1-Makrophagen. B zeigt den Anstieg der CD36-Oberflächenexpression auf THP1-
Makrophagen. Durchgehende Linie: ungefärbte THP1-Zellen; gestrichelte Linie: ungefärbte
THP-1 abgeleitete Makrophagen Repräsentative Abbildung aus drei unabhängigen Experi-
menten.
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Abbildung 3.4: Aufnahme von oxLDL durch THP1-Makrophagen.
Die lichtmikroskopischen Abbildungen zeigen die konzentrationsabhängige Aufnahme und
zytosolische Speicherung von oxLDL in THP1-Makrophagen nach Anfärbung mit Ölrot-O
in 400-facher Vergrößerung; THP1-Makrophagen wurden über 24 h mit 50 µg/ml oder
100 µg/ml oxLDL inkubiert. Ko: Lösungsmittel; repräsentative Abbildungen aus drei
unabhängigen Experimenten.

zeigten die mit oxLDL inkubierten THP1-Makrophagen im mikroskopischen Bild eine Grö-

ßenzunahme, sowie eine Zunahme der Ölrot-O-positiven zytosolische Vakuolen (siehe Abb.

3.4). Bei vergleichbarer Lipidaufnahme durch die Makrophagen erfolgten die anschließenden

Untersuchungen zur Stimulierbarkeit immunoproteasomaler Untereinheiten durch oxLDL in

submaximaler Konzentration.

3.2.2 Stimulation von THP1-Makrophagen mit IFNγ

IFNγ wurde zur Zellstimulation eingesetzt, da es als potenter Induktor immunoproteasomaler

Untereinheiten gilt und als proinflammatorisches Zytokin in der Atherogenese von besonderer

Bedeutung ist.

In THP1-Makrophagen führt ein IFNγ-Stimulus zu einer deutlichen Steigerung der mRNA-

Expression immunoproteasomaler Untereinheiten. Durch 24 Stunden Behandlung mit IFNγ

werden in THP1-Makrophagen alle immunoproteasomalen Untereinheiten auf mRNA- und

Proteinebene induziert (siehe Tab. 3.1 und Abb. 3.5).

Stellvertretend für die konstitutiven proteasomalen Untereinheiten wurde die zu LMP2

homologe, konstitutive Untereinheit β1 untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die kon-
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Tabelle 3.1: Relative mRNA-Expression immunoproteasomaler Untereinheiten in
THP1-Makrophagen nach IFN γ-Stimulation.

Angegeben sind Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten +/- SEM.
LMP7 LMP2 MECL1 β1

Kontrolle 1,00 +/- 0,16 1,00 +/- 0,13 1,00 +/- 0,16 1,00 +/- 0,14
IFNγ 3,82 +/- 0,51 7,61 +/- 1,09 7,37 +/- 1,22 1,70 +/- 0,09

stitutive Untereinheit β1 anders als die immunoproteasomalen Untereinheiten durch IFNγ-

Stimulus auf mRNA-Ebene nur gering induziert wird, im Western Blot stellte sich sogar eine

Abnahme von β1-Protein dar (siehe Tab. 3.1 und Abb. 3.5D).

3.2.3 Stimulation von THP1-Makrophagen mit oxLDL

Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, nehmen THP1-Makrophagen oxLDL

konzentrationsabhängig nach intrazellulär auf und entwickeln sich dadurch zu Schaumzellen,

einem der wichtigsten Zelltypen im Rahmen der Atherogenese. Die generierten Schaumzellen

wurden nachfolgend auf die Expression immunoproteasomaler Untereinheiten untersucht.

Es wurde untersucht, ob oxLDL-Phagozytose zu einer vermehrten Expression von immu-

noproteasomalen Untereinheiten führt. Dazu wurden die THP1-Makrophagen für 24 Stunden

mit 10 µg/ml oder 50 µg/ml oxLDL inkubiert. Als Positivkontrolle für die Induktion der

immunoproteasomalen Untereinheiten diente eine Stimulation mit IFNγ.

Die relative mRNA-Expression von LMP7 zeigt sich nach oxLDL-Stimulation unverändert

zur Kontrollbehandlung. Die Western Blot-Ergebnisse für LMP7 zeigen übereinstimmend

mit den mRNA-Daten eine unveränderte Proteinexpression von LMP7. Auch die relative

mRNA-Expression von LMP2 wird durch oxLDL im Vergleich zur Kontrollbehandlung nicht

verändert. Dementsprechend kann eine gleichbleibene LMP2-Proteinexpression im Western

Blot gezeigt werden. MECL1 zeigt, ebenso wie die konstitutive Untereinheit β1 auf mRNA-

und Proteinebene ein unverändertes relatives Expressionsniveau nach oxLDL-Stimulation.

Es konnte gezeigt werden, dass THP1-Makrophagen nach oxLDL-Stimulation alle unter-

suchten immunoproteasomalen und proteasomalen Untereinheiten sowohl auf mRNA- als

auch auf Proteinebene unverändert exprimieren (siehe Tab. 3.2 und Abb. 3.5).
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Abbildung 3.5: Relative mRNA- und Proteinexpression immunoproteasomaler
Untereinheiten in Makrophagen nach Stimulation mit oxLDL.

THP1-Makrophagen wurden mit 10 µg/ml oxLDL und 50 µg/ml oxLDL über 24 Stun-
den inkubiert. A LMP7-Expression; B LMP2-Expression; C MECL1-Expression; D
β1-Expression. Ko: Lösungsmittelkontrolle; IFN: 100 U/ml IFNγ. Mittelwerte aus drei
unabhängigen Experimenten +/- SEM sind dargestellt. Die Proteinexpression ist im
Western Blot darunter abgebildet. Gezeigt sind repräsentative Western Blots aus drei
unabhängigen Experimenten.
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Tabelle 3.2: Relative mRNA-Expression immunoproteasomaler Untereinheiten in
THP1-Makrophagen nach oxLDL-Stimulation.

Angegeben sind Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten +/- SEM.
LMP7 LMP2 MECL1 β1

Kontrolle 1,00 +/- 0,16 1,00 +/- 0,13 1,00 +/- 0,16 1,00 +/- 0,14
10 µg/ml oxLDL 0,98 +/- 0,16 0,97 +/- 0,20 0,98 +/- 0,23 0,94 +/- 0,05
50 µg/ml oxLDL 0,91 +/- 0,14 0,97 +/- 0,22 0,93 +/- 0,21 1,19 +/- 0,11
IFN 3,02 +/- 0,07 8,91 +/- 0,11 5,08 +/- 0,27 1,75 +/- 0,22

3.2.4 Stimulation von THP1-Makrophagen mit IL-12 und IL-18

IL-12 und IL-18 gelten als proinflammatorische Zytokine, können IFNγ induzieren und sind

in der atherosklerotischen Plaque nachweisbar.

Um zu untersuchen, inwiefern die proinflammatorischen Zytokine IL-12 und IL-18 die

Expression immunoproteasomaler Untereinheiten in THP1-Makrophagen beeinflussen, wur-

den IL-12 und IL-18 entweder einzeln oder in Kombination für 24 Stunden mit THP1-

Makrophagen inkubiert. Als Positivkontrolle für die Induktion immunoproteasomaler Unter-

einheiten diente eine Stimulation mit IFNγ.

Stimulation von THP1-Makrophagen mit IL-12

Eine Stimulation von THP1-Makrophagen mit IL-12 führt nicht zu Änderungen in der

Expression der immunoproteasomalen Untereinheiten im Vergleich zur Lösungsmittelkon-

trolle. Sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene zeigt sich ein gleichbleibendes

Expressionsniveau. Auch die konstitutive proteasomale Untereinheit β1 zeigt sich nach IL-

12-Stimulation im Western Blot und in der relativen mRNA-Expression unverändert (siehe

Tabelle 3.3: Relative mRNA-Expression immunoproteasomaler Untereinheiten in
THP1-Makrophagen nach Stimulation mit IL-12 und IL-18.

Angegeben sind Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten +/- SEM.
LMP7 LMP2 MECL1 β1

Kontrolle 1,00 +/- 0,79 1,00 +/- 0,23 1,00 +/- 1,16 1,00 +/- 0,08
IL-12 (10 ng/ml) 1,19 +/- 0,22 1,21 +/- 0,16 1,71 +/- 0,28 1,21 +/- 0,33
IL-18 (100 ng/ml) 1,17 +/- 0,32 1,19 +/- 0,12 1,66 +/- 0,31 1,07 +/- 0,21
IL-12 + IL-18 1,04 +/- 0,34 1,22 +/- 0,11 1,53 +/- 0,35 1,25 +/- 0,00
IFNγ 4,79 +/- 0,40 5,44 +/- 0,74 9,78 +/- 0,17 1,15 +/- 0,24
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Abb. 3.6 und Tab. 3.3).

Stimulation von THP1-Makrophagen mit IL-18

Die relative mRNA-Expression von LMP7, LMP2 und MECL1 wird durch Stimulation

von THP1-Makrophagen mit IL-18 nicht verändert. Übereinstimmend mit diesen mRNA-

Ergebnissen ist auch im Western Blot die Proteinexpression der immunoproteasomalen Un-

tereinheiten nach IL-18-Stimulation gleichbleibend. Die konstitutive proteasomale Unterein-

heit β1 wird nach Inkubation von THP1-Makrophagen mit IL-18 auf mRNA- und Protein-

ebene unverändert zur Kontrollbehandlung exprimiert (siehe Abb. 3.6 und Tab. 3.3).

Ko-Stimulation von THP1-Makrophagen mit IL-12 und IL-18

Ko-Stimulation von THP1-Makrophagen mit IL-12 und IL-18 führt nicht zu Veränderungen

in der Expression immunoproteasomaler Untereinheiten. So zeigen sich LMP7, LMP2 und

MECL1 sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene in ihrer Expression unverändert

zur Kontrollbehandlung. Auch die konstitutive proteasomale Untereinheit β1 zeigt eine auf

mRNA- und Proteinebene unveränderte Expression (siehe Abb. 3.6 und Tab. 3.3).

3.2.5 Stimulation von THP1-Makrophagen mit IL-1β

IL-1β ist ein proinflammatorisches Zytokin, das von vielen in der atherosklerotischen Plaque

vorkommenden Zellen freigesetzt werden kann.

Um den IL-1β-Effekt auf die Expression immunoproteasomaler Untereinheiten in THP1-

Makrophagen zu analysieren, wurden die Zellen für 24 Stunden mit zwei verschiedenen Kon-

zentrationen von IL-1β (1 ng/ml und 10 ng/ml) stimuliert. Als Positivkontrolle für die In-

duktion immunoproteasomaler Untereinheiten diente eine Stimulation mit IFNγ.

Sowohl die Stimulation mit 1 ng/ml IL-1β als auch die Stimulation mit 10 ng/ml IL-1β zeigt

für alle immunoproteasomalen Untereinheiten eine zur Kontrollbehandlung unveränderte

relative mRNA-Expression. Dementsprechend zeigt sich auch eine gleichbleibende Protei-

nexpression im Western Blot. Durch IL-1β-Stimulation werden auch die relative mRNA-

Expression und Proteinexpression der konstitutiven Untereinheit β1 in THP1-Makrophagen

nicht verändert (siehe Abb. 3.7 und Tab. 3.4).

41



Abbildung 3.6: Relative mRNA- und Proteinexpression immunoproteasomaler
Untereinheiten in THP1-Makrophagen nach Stimulation mit IL-
12 und IL-18.

Die THP1-Makrophagen wurden mit 10 ng/ml IL-12 und/oder 100 ng/ml IL-18 über 24
Stunden inkubiert. A LMP7-Expression; B LMP2-Expression; C MECL1-Expression; D
β1-Expression. Ko: Lösungsmittelkontrolle; IFN: 100 U/ml IFNγ. Mittelwerte aus drei un-
abhängigen Experimenten +/- SEM sind dargestellt. Die Proteinexpression ist im Western
Blot darunter abgebildet. Gezeigt sind repräsentative Western Blots aus drei unabhängigen
Experimenten.
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Abbildung 3.7: Relative mRNA- und Proteinexpression immunoproteasomaler
Untereinheiten in THP1-Makrophagen nach Stimulation mit IL-
1β.

Die THP1-Makrophagen wurden mit 1 ng/ml IL-1β und 10 ng/ml IL-1β über 24 Stunden in-
kubiert.A LMP7-Expression;B LMP2-Expression;CMECL1-Expression;D β1-Expression.
Ko: Lösungsmittelkontrolle; IFN: 100 U/ml IFNγ. Mittelwerte aus drei unabhängigen Ex-
perimenten +/- SEM sind dargestellt. Die Proteinexpression ist im Western Blot darunter
abgebildet. gezeigt sind repräsentative Western Blots aus drei unabhängigen Experimenten.
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Tabelle 3.4: Relative mRNA-Expression immunoproteasomaler Untereinheiten in
Makrophagen nach Stimulation mit IL-1β.

Angegeben sind Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten +/- SEM.
LMP7 LMP2 MECL1 β1

Kontrolle 1,00 +/- 0,30 1,00 +/- 0,39 1,00 +/- 0,47 1,00 +/- 0,22
IL-1β (1 ng/ml) 1,05 +/- 2,31 0,71 +/- 0,32 0,78 +/- 0,20 1,16 +/- 0,18
IL-1β (10 ng/ml) 1,24 +/- 0,22 1,02 +/- 0,21 1,00 +/- 0,05 1,51 +/- 0,20
IFNγ 3,67 +/- 2,01 8,49 +/- 0,05 6,55 +/- 0,09 1,84 +/- 0,23

3.2.6 Stimulation von THP1-Makrophagen mit TNFα

TNFα kommt in der atherosklerotischen Plaque vor, wird vor allem von Makrophagen frei-

gesetzt und hat inflammatorische und zytotoxische Effekte.

Um zu untersuchen, ob TNFα in THP1-Makrophagen die Expression immunoproteaso-

maler Untereinheiten beeinflusst, wurde TNFα in einer Konzentration von 2 ng/ml und 5

ng/ml über 24 Stunden zur Stimulation eingesetzt. Als Positivkontrolle für die Induktion

immunoproteasomaler Untereinheiten diente eine Stimulation mit IFNγ.

Nach 24 Stunden Inkubation der THP1-Makrophagen mit 2 ng/ml oder 5 ng/ml TNFα

zeigt sich auf mRNA-Ebene ein zur Kontrollbehandlung unverändertes relatives Expressi-

onsniveau für die immunoproteasomalen Untereinheiten. Übereinstimmend zeigen auch die

Western Blot-Ergebnisse eine zur Kontrollbehandlung unveränderte Proteinexpression (siehe

Abb. 3.8 und Tab. 3.5).

Für die konstitutive Untereinheit β1 kann jedoch auf Proteinebene eine gesteigerte Expres-

sion nach 24 Stunden Stimulation mit 5 ng/ml TNFα gezeigt werden, während die relative

β1-mRNA-Expression zur Kontrolle unverändert ist (siehe Abb. 3.8 und Tab. 3.5). Dieser

Effekt trat bei Stimulation mit 2 ng/ml TNFα nicht auf.
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Abbildung 3.8: Relative mRNA- und Proteinexpression immunoproteasomaler
Untereinheiten in Makrophagen nach Stimulation mit TNFα.

Die THP1-Makrophagen wurden mit 2 ng/ml TNFα und 5 ng/ml TNFα über 24 Stunden in-
kubiert.A LMP7-Expression;B LMP2-Expression;CMECL1-Expression;D β1-Expression.
Ko: Lösungsmittelkontrolle; IFN: 100 U/ml IFNγ. Mittelwerte aus drei unabhängigen Ex-
perimenten +/- SEM sind dargestellt. Die Proteinexpression ist im Western Blot darunter
abgebildet. gezeigt sind repräsentative Western Blots aus drei unabhängigen Experimenten.
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3.3 Immunoproteasomale Untereinheiten in vaskulären

glatten Muskelzellen

3.3.1 Stimulation von HAoSMC mit IFNγ

IFNγ steigert, wie in den Vorversuchen zunächst auf Proteinebene gezeigt werden konnte

(siehe Abb. 3.1), auch auf mRNA-Ebene die Expression aller drei untersuchter immunopro-

teasomaler Untereinheiten in HAoSMC (siehe Abb. 3.9 und Tab. 3.6).

Die relative mRNA-Expression der konstitutiven Untereinheit β1 wird durch IFNγ-Stimulus

in HAoSMC nicht beeinflusst. Die Western Blot Daten zeigen jedoch eine Abnahme der kon-

stitutiven Untereinheit β1 auf Proteinebene (siehe Abb. 3.9 D).

3.3.2 Stimulation von HAoSMC mit IL-1β oder TNFα

Zur Untersuchung des Effektes von IL-1β und TNFα auf die immunoproteasomale Expression

in HAoSMC wurden diese Zellen mit 10 ng/ml IL-1β oder 5 ng/ml TNFα für 24 Stunden sti-

muliert. Als Positivkontrolle für die Induktion immunoproteasomaler Untereinheiten diente

eine Stimulation mit IFNγ, zur Kontrolle wurde das Lösungsmittel eingesetzt.

Stimulation von HAoSMC mit Interleukin-1β

Stimulation von HAoSMC mit IL-1β hat keinen Einfluss auf die relative mRNA-Expression

der immunoproteasomalen Untereinheiten. Auch die relative mRNA-Expression der konsti-

tutiven proteasomalen Untereinheit β1 ist nach IL-1β-Stimulation unverändert. Auch im

Western Blot zeigt sich die Proteinexpression der immunoproteasomalen Untereinheiten und

der konstitutiven proteasomalen Untereinheit β1 nach IL-1β-Stimulation unverändert zur

Lösungsmittelkontrolle (siehe Abb. 3.9 und Tab. 3.7).

Tabelle 3.5: Relative mRNA-Expression immunoproteasomaler Untereinheiten in
Makrophagen nach Stimulation mit TNFα.

Angegeben sind Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten +/- SEM.
LMP7 LMP2 MECL1 β1

Kontrolle 1,00 +/- 0,30 1,00 +/- 0,39 1,00 +/- 0,09 1,00 +/- 0,22
TNFα (2 ng/ml) 1,02 +/- 0,32 0,61 +/- 0,35 0,65 +/- 0,39 1,23 +/- 0,04
TNFα (5 ng/ml) 1,17 +/- 0,51 0,86 +/- 0,66 0,90 +/- 0,67 1,29 +/- 0,11
IFNγ 3,67 +/- 2,01 8,49 +/- 0,05 6,55 +/- 0,09 1,84 +/- 0,23
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Tabelle 3.6: Relative mRNA-Expression immunoproteasomaler Untereinheiten in
HAoSMC nach IFNγ -Stimulation.

Angegeben sind Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten +/- SEM.
LMP7 LMP2 MECL1 β1

Kontrolle 1.00 +/- 0,00 1,00 +/- 0,07 1,00 +/- 0,03 1,00 +/- 0,10
IFNγ 5,42 +/- 0,01 14,49 +/- 0,06 6,71 +/- 0,00 0,98 +/- 0,24

Tabelle 3.7: Relative mRNA-Expression immunoproteasomaler Untereinheiten in
HAoSMC nach Stimulation mit IL1β oder TNFα.

Angegeben sind Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten +/- SEM.
LMP7 LMP2 MECL1 β1

Kontrolle 1.00 +/- 0,00 1,00 +/- 0,07 1,00 +/- 0,03 1,00 +/- 0,10
IL-1β (10 ng/ml) 0,95 +/- 0,05 0,87 +/- 0,13 1,12 +/- 0,15 1,18 +/- 0,03
TNFα (5 ng/ml) 1,29 +/- 0,17 1,74 +/- 0,18 1,46 +/- 0,09 1,15 +/- 0,09
IFNγ 5,42 +/- 0,01 14,49 +/- 0,06 6,71 +/- 0,00 0,98 +/- 0,24

Stimulation von HAoSMC mit TNFα

Nach Stimulation mit TNFα konnte in HAoSMC eine diskrete Steigerung der relativen

mRNA-Expression für alle drei immunoproteasomalen Untereinheiten gezeigt werden. Im

Western Blot zeigt sich jedoch eine zur Lösungsmittelkontrolle unveränderte Proteinexpres-

sion. Die konstitutive Untereinheit β1 wird durch TNFα-Stimulation von HAoSMC auf

mRNA- und Proteinebene nicht induziert (siehe Tab. 3.7 und Abb. 3.9).
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Abbildung 3.9: Relative mRNA- und Proteinexpression immunoproteasomaler
Untereinheiten in HAoSMC nach Stimulation mit IL-1 β oder
TNFα.

HAoSMC wurden mit 10 ng/ml IL1β und 5 ng/ml TNFα über 24 Stunden inkubiert. A
LMP7-Expression; B LMP2-Expression; C MECL1-Expression; D β1-Expression. Ko: Lö-
sungsmittelkontrolle; IFN: 100 U/ml IFNγ. Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten
+/- SEM sind dargestellt. Die Proteinexpression ist im Western Blot darunter abgebildet.
gezeigt sind repräsentative Western Blots aus drei unabhängigen Experimenten.
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3.4 Immunoproteasomale Untereinheiten in Endothelzellen

3.4.1 Stimulation von HUVEC mit IFNγ

Eine Stimulation mit IFNγ über 24 Stunden induziert in HUVEC die relative mRNA-

Expression aller immunoproteasomaler Untereinheiten. Auch auf Proteinebene zeigt sich

nach IFNγ-Stimulation eine Steigerung der Expression von LMP2, LMP7 und MECL1 (sie-

he Abb. 3.1).

Die relative mRNA-Expression der konstitutiven Untereinheit β1 wird durch IFNγ-Stimulus

in HUVEC im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle nicht beeinflusst. Die Western Blot-

Daten für β1 zeigen eine im Vergleich zur Kontrollbehandlung geringere β1-Proteinexpression

nach IFNγ-Stimulation (siehe Tab. 3.8 und Abb. 3.10).

3.4.2 Stimulation von HUVEC mit oxLDL

Zur Untersuchung des oxLDL-Effektes auf die Expression immunoproteasomaler Unterein-

heiten in HUVEC wurden die Zellen für 24 Stunden mit 10 µg/ml oder 50 µg/ml oxLDL

inkubiert.

OxLDL führt nach Inkubation von HUVEC in beiden eingesetzen Konzentration nicht zu

Änderungen der relativen mRNA-Expression von LMP2, LMP7, MECL1 oder β1. Korre-

spondierend werden auch auf Proteinebene immunoproteasomale Untereinheiten und β1 in

HUVEC durch oxLDL-Stimulation nicht beeinflusst (siehe Tab. 3.9 und Abb.3.10).

3.4.3 Stimulation von HUVEC mit IL-1β oder TNFα

Zur Untersuchung des Effektes von IL-1β und TNFα auf die immunoproteasomale Expression

in HUVEC wurden diese Zellen mit 10 ng/ml IL-1β oder 5 ng/ml TNFα für 24 Stunden sti-

muliert. Als Positivkontrolle für die Induktion immunoproteasomaler Untereinheiten diente

eine Stimulation mit IFNγ, zur Kontrollbehandlung wurde das Lösungsmittel eingesetzt

Tabelle 3.8: Relative mRNA-Expression immunoproteasomaler Untereinheiten in
HUVEC nach IFNγ-Stimulation.

Angegeben sind Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten +/- SEM.
LMP7 LMP2 MECL1 β1

Kontrolle 1,00 +/- 0,85 1,00 +/- 1,20 1,00 +/- 0,85 1,00 +/- 0,26
IFNγ 6,57 +/- 0,79 92,02 +/- 73,96 6,04 +/- 1,60 0,87 +/- 0,19
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Abbildung 3.10: Relative mRNA- und Proteinexpression in HUVEC nach Stimu-
lation mit oxLDL.

HUVEC wurden mit 10 µg/ml oxLDL und 50 µg/ml oxLDL über 24 Stunden inkubiert. A
LMP7-Expression; B LMP2-Expression; C MECL1-Expression; D β1-Expression. Ko: Lö-
sungsmittelkontrolle; IFN: 100 U/ml IFNγ. Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten
+/- SEM sind dargestellt. Die Proteinexpression ist im Western Blot darunter abgebildet.
gezeigt sind repräsentative Western Blots aus drei unabhängigen Experimenten.
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Tabelle 3.9: Relative mRNA-Expression immunoproteasomaler Untereinheiten in
HUVEC nach oxLDL-Behandlung.

Angegeben sind Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten +/- SEM.
LMP7 LMP2 MECL1 β1

Kontrolle 1,00 +/- 0,85 1,00 +/- 1.20 1,00 +/- 0,85 1,00 +/- 0,26
10 µg/ml oxLDL 0,90 +/- 0,85 0,98 +/- 1,80 1,12 +/- 0,88 0,71 +/- 0,60
50 µg/ml oxLDL 0,73 +/- 0,85 0,92 +/- 1,61 1,07 +/- 0,69 0,85 +/-0,47
IFNγ 7,37 +/- 0,40 165,99 +/- 0,45 7,64 +/- 0,44 0,68 +/- 0,12

Tabelle 3.10: Relative mRNA-Expression immunoproteasomaler Untereinheiten
in HUVEC nach IL1β- oderTNF α-Behandlung.

Angegeben sind Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten +/- SEM.
LMP7 LMP2 MECL1 β1

Kontrolle 1,00 +/- 1,51 1,00 +/- 2,49 1,00 +/- 1,12 1,00 +/- 0,05
IL-1β (10 ng/ml) 1,06 +/- 0,50 1,13 +/- 0,87 0,79 +/- 0,50 0,99 +/- 0,10
TNFα (5 ng/ml) 1,48 +/- 0,55 2,28 +/- 0,68 0,95 +/- 0,55 0,94 +/- 0,13
IFN 5,78 +/- 0,45 18,06 +/- 1,06 4,44 +/- 0,41 1,06 +/- 0,19

Stimulation von HUVEC mit IL-1β

Die immunoproteasomalen Untereinheiten und die konstitutive Untereinheit β1 werden nach

IL-1β-Stimulation von HUVEC auf mRNA- und Proteinebene zur Lösungsmittelkontrolle

unverändert exprimiert (siehe Tab. 3.10 und Abb. 3.11).

Stimulation von HUVEC mit TNFα

Die Behandlung von HUVEC mit TNFα führt zu gesteigerter relativer mRNA-Expression

von LMP2 und LMP7. Die LMP7-Expression zeigt sich auch auf Proteinebene erhöht, eine

entsprechende Steigerung von LMP2-Protein kann nicht gezeigt werden. MECL1 und die

konstitutive Untereinheit β1 zeigen sich auf mRNA-Ebene und Proteinebene unverändert

exprimiert (siehe Tab. 3.10 und Abb. 3.11).
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Abbildung 3.11: Relative mRNA- und Proteinexpression immunoproteasomaler
Untereinheiten in HUVEC nach Stimulation mit IL-1β oder
TNFα.

HUVEC wurden mit 10 ng/ml IL1β und 5 ng/ml TNFα über 24 Stunden inkubiert. A
LMP7-Expression; B LMP2-Expression; C MECL1-Expression; D β1-Expression. Ko: Lö-
sungsmittelkontrolle; IFN: 100 U/ml IFNγ. Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten
+/- SEM sind dargestellt. Die Proteinexpression ist im Western Blot darunter abgebildet.
gezeigt sind repräsentative Western Blots aus drei unabhängigen Experimenten.
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3.5 Übersicht über alle Stimulationen in Tabellenform

Tabelle 3.11: Zellstimulationen im Überblick

THP1 P R HAoSMC P R HUVEC P R
IFNγ LMP2 ↑ ↑ LMP2 ↑ ↑ LMP2 ↑ ↑

LMP7 ↑ ↑ LMP7 ↑ ↑ LMP7 ↑ ↑
MECL1 ↑ ↑ MECL1 ↑ ↑ MECL1 ↑ ↑
β1 ↓ ↑ β1 ↓ = β1 ↓ =

TNFα LMP2 = = LMP2 = ↑ LMP2 = ↑
LMP7 = = LMP7 = ↑ LMP7 ↑ ↑
MECL1 = = MECL1 = ↑ MECL1 = =
β1 = ↑ β1 = = β1 = =

oxLDL LMP2 = = LMP2 = =
LMP7 = = nicht LMP7 = =
MECL1 = = bestimmt MECL1 = =
β1 = = β1 = =

IL-12 LMP2 = =
LMP7 = = nicht nicht
MECL1 = = bestimmt bestimmt
β1 = =

IL-18 LMP2 = =
LMP7 = = nicht nicht
MECL1 = = bestimmt bestimmt
β1 =

IL-12 LMP2 = =
+ LMP7 = = nicht nicht
IL-18 MECL1 = = bestimmt bestimmt

β1 = =
IL-1β LMP2 = = LMP2 = = LMP2 = =

LMP7 = = LMP7 = = LMP7 = =
MECL1 = = MECL1 = = MECL1 = =
β1 = ↑ β1 = = β1 = =

Proteingehalt: P, relativer mRNA-Gehalt: R, unveränderte Konzentration: =, erhöhte

Konzentration: ↑ , verminderte Konzentration: ↓
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4 Diskussion

Das UPS beeinflusst wichtige Prozesse der Atherogenese [104]. Eine Dysfunktion des UPS

könnte zur Krankheitsprogression der Atherosklerose beitragen. Fokus bisheriger Untersu-

chungen zum Proteasom in der Atherogenese war das konstitutive Proteasom mit seinen

katalytisch aktiven β-Untereinheiten (β1, β2, β5). Es ist jedoch bekannt, dass in Reaktion

auf proinflammatorische Zytokine wie zum Beispiel IFNγ alternative proteasomale Unter-

einheiten - sogenannte immunoproteasomale Untereinheiten (LMP7, LMP2, MECL1) - in

das Proteasom eingebaut werden. Die entstehenden Immunoproteasomen haben eine verän-

derte Peptidaseaktivität und Schnittstellenpräferenz. Derzeit wird diskutiert, ob Immuno-

proteasomen auch eine erhöhte proteolytische Aktivität besitzen, welche möglicherweise eine

verbesserte Clearance dysfunktionaler Proteine zur Folge hat [87]. Eine derartige Regulation

könnte auch für die Atherogenese relevant sein. Zur Rolle von Immunoproteasomen in der

Atherosklerose ist bisher wenig bekannt.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war zu untersuchen, inwiefern die Expression von Immu-

noproteasomen in für die Atherogenese relevanten Zellen durch proatherogene Stimuli indu-

zierbar ist. Hierzu wurden Endothelzellen, glatte Muskelzellen und Makrophagen/Schaum-

zellen untersucht.

Eine Inkubation mit IFNγ führte in allen untersuchten Zelltypen zu einer ausgeprägten

Zunahme der Expression immunoproteasomaler Untereinheiten. Darüber hinaus konnte nach

IFNγ-Stimulation eine verminderte Expression der konstitutiven proteasomalen Untereinheit

β1 gezeigt werden.

Für einen weiteren proinflammatorischer Mediator, TNFα, konnte gezeigt werden, dass

die Stimulation von Endothelzellen und vaskulären glatten Muskelzellen zur Steigerung der

mRNA-Expression immunoproteasomaler Untereinheiten führt. Auf die Immunoproteaso-

male Expression in Makrophagen hatte TNFα keinen Einfluss.
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Durch oxLDL-Beladung von THP1-Makrophagen konnte nachgewiesen werden, dass die

Transformation eines Makrophagen in eine mit oxLDL überladene Schaumzelle die Expres-

sion immunoproteasomaler Untereinheiten nicht beeinflusst.

Auch die Stimulation mit IL-1β, IL-12 und IL-18 führte in dem von mir gewählten Zell-

kulturmodell nicht zu einer veränderten Expression von Immunoproteasomen.

Nachfolgend werden diese Ergebnisse näher erläutert und in den Kontext der bisher pu-

blizierten Daten gesetzt.

4.1 Expression von immunoproteasomalen Untereinheiten

in der Plaque

Grundexpression und Induzierbarkeit von Immunoproteasomen in der atherosklero-

tischen Plaque sind abhängig vom Zelltyp

Makrophagen zeigen als Zellen des angeborenen Immunsystems eine, bereits unter Basalbe-

dingungen, vergleichsweise hohe Expression immunoproteasomaler Untereinheiten, wohinge-

gen in vaskulären Endothelzellen und vaskulären glatten Muskelzellen immunoproteasomale

Untereinheiten ohne Zytokinstimulation kaum detektierbar sind (siehe Abb. 3.1).

Publizierte Daten zeigen eine basal hohe, konstitutive Expression von Immunoproteaso-

men in immunologisch relevanten Zellen [75], während die meisten anderen Gewebe Im-

munoproteasomen konstitutiv auf einem sehr niedrigen Niveau exprimieren [91, 20]. In der

vorliegenden Arbeit konnte dies mittels des eingesetzten Zellkulturmodells auch für athero-

skleroserelevante Zellen bestätigt werden.

Durch Stimulation mit IFNγ konnte eine ausgeprägte Induktion von immunoproteasoma-

len Untereinheiten in allen untersuchten Zelltypen gezeigt werden. Der stimulationsabhängige

Konzentrationsanstieg von Immunoproteasomen in Endothelzellen und glatten Muskelzellen

war deutlich ausgeprägter als in Makrophagen. Interessanterweise konnte gezeigt werden,

dass auch die bereits hohe Grundexpression immunoproteasomaler Untereinheiten in Ma-

krophagen durch IFNγ zusätzlich stimulierbar ist.

In der Atherogenese sind die Zellen der Gefäßwand veränderten Umgebungsbedingungen

ausgesetzt. Eine Vielzahl von Zytokinen, Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
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und Zell-Zell-Interaktionen führen zu einer durch chronische Inflammation und oxidative

Belastung charakterisierten Mikroumgebung.

Dieser veränderten Mikroumgebung sind auch Endothelzellen und vaskuläre glatte Mus-

kelzellen im Rahmen der Atherogenese ausgesetzt. Durch Stimulationsuntersuchungen im

Zellkulturmodell wurde in der vorliegenden Arbeit exemplarisch und stark vereinfacht die

Mikroumgebung der atherosklerotischen Plaque imitiert, um die Effekte der einzelnen Me-

diatoren auf die Expression immunoproteasomaler Untereinheiten näher charakterisieren zu

können.

Die in meiner Arbeit gezeigte, durch proatherogene Mediatoren induzierte Hochregulation

immunoproteasomaler Untereinheiten könnte als primär stressinduzierte Zelladaptation auf

ein verändertes Umgebungsmilieu gedeutet werden. Immunoproteasomale Aktivität würde

in diesem Zusammenhang der Aufrechterhaltung der Proteinhomöostase unter gesteigerter

oxidativer Belastung dienen. Seifert et al. [87] konnten zeigen, dass Immunoproteasomen

oxidativ beschädigte Proteine schneller und effektiver abbauen können als konstitutive Pro-

teasomen. Vor diesem Hintergrund ist es möglich, dass Expression und katalytische Aktivität

von Immunoproteasomen vasoprotektiv und antiatherogen wirken.

4.2 IFNγ - potentester Induktor von immunoproteasoma-

len Untereinheiten in atheroskleroserelevanten Zellen

IFNγ spielt als proatherosklerotisches und proinflammatorisches Zytokin eine zentrale Rolle

in der Pathogenese der Atherosklerose.

In der vorliegenden Arbeit konnte durch in vitro-Stimulation eine ausgeprägte IFNγ-

vermittelte Steigerung der Expression von LMP7, LMP2 und MECL1 in Endothelzellen,

glatten Muskelzellen und Makrophagen gezeigt werden. Eine vergleichbar hohe Induktion

immunoproteasomaler Untereinheiten konnte mit keinem weiteren untersuchten Mediator

erreicht werden. IFNγ-Stimulation führte darüber hinaus nicht nur zur Steigerung immuno-

proteasomaler Untereinheiten, sondern auch zu vermindertem zellulärem Gehalt der konsti-

tutiven proteasomalen Untereinheit β1. Überraschenderweise zeigte sich auf mRNA-Ebene

eine gleichbleibende bis geringfügig erhöhte Expression von β1.

Publizierte Daten ergaben auch für humane Nierenzellen eine reziproke Regulation der

57



immunoproteasomalen und proteasomalen Untereinheiten nach IFNγ-Stimulation [2]. Dieses

Expressionsmuster konnte auch für Makrophagen, Endothelzellen und vaskuläre glatte Mus-

kelzellen in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden. In der erwähnten Studie zu humanen

Nierenzellen zeigte sich bei gleichbleibender mRNA-Expression nur die Proteinkonzentrati-

on verändert [2, 44]. Ursächlich wird hier eine posttranskriptionale Regulation diskutiert.

Dies könnte auch für die immunoproteasomale Regulation in den untersuchten Zelltypen der

vorliegenden Arbeit zutreffen.

In Makorophagen, Endothelzellen und vaskulären glatten Muskelzellen konnten wir eine

reziproke Regulation von LMP2 und β1 nachweisen. Dies macht eine entsprechende Regu-

lation auch der anderen immunoproteasomalen Untereinheiten LMP7 und MECL1 in den

atheroskleroserelevanten Zellen wahrscheinlich. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit nicht

näher untersucht, könnte jedoch Inhalt weiterführender Studien sein.

Durch die gezeigte reziproke Regulation von LMP2 und β1 ergeben sich Hinweise darauf,

dass es in der atherosklerotischen Plaque unter anhaltendem IFNγ-Einfluss möglicherwei-

se zu einem Austausch von konstitutiven Proteasomen durch Immunoproteasomen kommt.

Dem Immunoproteasom könnte somit in der Pathophysiologie der Atherosklerose größere

Bedeutung zukommen als bislang angenommen.

4.3 TNFα - Modulator der immunoproteasomalen Ex-

pression

In der vorliegende Arbeit konnte gezeigt werden, dass TNFα die Expression von LMP7 in

Endothelzellen steigert. In Makrophagen hatte TNFα-Stimulation keinen Einfluss auf die

Expression immunoproteasomaler Untereinheiten, führte jedoch konzentrationsabhängig zu

gesteigerter Expression der konstitutiven proteasomalen Unereinheit β1.

TNFα weist im Vergleich mit IFNγ eine deutlich geringere Potenz zur Induktion im-

munoproteasomaler Untereinheiten auf. Auch lassen sich TNFα-Effekte auf die immuno-

proteasomale Expression nur in Endothelzellen und glattmuskulären Zellen jedoch nicht in

Makrophagen nachweisen.

Insgesamt sind TNFα-Effekte auf die Expression immunoproteasomaler Untereinheiten
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differenzierter und weniger einheitlich als die durch IFNγ ausgelösten Effekte. Dies ist mit

der bislang veröffentlichten Literatur vereinbar und spiegelt sich auch in den Daten aktueller

Publikationen.

So zeigen mehrere Veröffentlichungen, dass TNFα-Monostimulation keinen Einfluss auf die

Expression immunoproteasomaler Untereinheiten in humanen Endothelzellen [20], Kolonkar-

zinomzellen und Monozyten [1] hat. Gavilan et al [23] konnten im Gegensatz dazu durch

TNFα-Stimulation eine gesteigerte immunoproteasomale Expression nachweisen. Allerdings

konnten sie auch eine eventuelle Verunreinigungen durch IFNγ nicht sicher ausschließen.

Bei uneinheitlichen Ergebnissen zu TNFα-Monostimulationen und Expression von Immu-

noproteasomen liegen jedoch eindeutige Daten über ko-stimulatorische Effekte von TNFα

vor. Stimulation von TNFα zusammen mit IFNγ oder IL-1β bewirkt eine deutlichere Zu-

nahme von immunoproteasomalen Untereinheiten als eine TNFα-Monostimulation [1, 3].

Da in der vorliegenden Arbeit keine Ko-Stimulationen mit TNFα und zusätzlichen Zyto-

kinen durchgeführt wurden, sind die Daten der vorliegenden Arbeit nur teilweise mit den

vorhandenen Veröffentlichungen vergleichbar.

TNFα könnte in der atherosklerotischen Gefäßläsion vor allem ko-stimulatorisch aktiv sein

und die Expression von immunoproteasomalen Untereinheiten abhängig von umgebendem

Zytokinmilieu und Aktivitätszustand der Zelle beeinflussen.

4.4 Immunoproteasomale Untereinheiten werden durch

IL-12, IL-18 und IL-1β nicht induziert

4.4.1 Interleukin-12 und Interleukin-18

IL-12 und IL-18 werden zu den proinflammatorischen Zytokinen gezählt und werden auch in

der atherosklerotischen Plaque exprimiert. Sie gelten als potente Induktoren der Freisetzung

von IFNγ durch T-Lymphozyten. Vor allem durch Ko-Stimulation können IL-12 und IL-18

eine starke IFNγ-Freisetzung in der Zielzelle bewirken [58, 77, 71].

Munder et al. [73] gelang der Nachweis, dass durch Ko-Stimulation von IL-12 und IL-18

Makrophagen zur Freisetzung von IFNγ angeregt werden, was wiederum über autokrine Sti-

mulation zu weiterer Makrophagenaktivierung führen kann.
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Ausgehend von diesen Publikationen sollte in der vorliegenden Arbeit überprüft werden,

ob in THP1-abgeleiteten Makrophagen durch IL-12 und/oder IL-18-Stimulation Immuno-

proteasomen induziert werden können.

IL-12 und IL-18 sind im gewählten Zellkulturmodell nicht in der Lage Immunoproteasomen

in Makrophagen zu induzieren, scheinen also auch durch Ko-Stimulation keine Freisetzung

von IFNγ durch die THP1-Makrophagen zu bewirken und über diesen Weg indirekt Immu-

noproteasomen zu induzieren.

Es bleibt zu diskutieren ob das gewählte Zellkulturmodell oder eventuell der gewählte

Stimulationszeitraum ursächlich für den ausbleibenden IL-12 und IL-18-Effekt sind.

4.4.2 Interleukin-1β

IL-1β kann von Makrophagen, glatten Muskelzellen und Endothelzellen produziert werden

und ist in der atherosklerotischen Plaque nachweisbar [54].

In der vorliegenden Arbeit wurde der IL-1β-Einfluss auf die Expression von immunopro-

teasomalen Untereinheiten im Zellkulturmodell an atheroskleroserelevanten Zellen systema-

tisch untersucht. Dabei zeigte sich, dass IL-1β-Stimulation keinen Einfluss auf die Expression

immunoproteasomaler Untereinheiten in den untersuchten Zelltypen hat.

Loukissa et al. [64], die verschiedene Mediatoren (u.a. IL-1, IL-10, IL-6, TNFα, IFNγ) auf

deren Potenz zur Induktion immunoproteasomaler Untereinheiten in HUVEC untersuchten,

konnten übereinstimmend mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit keinen Effekt von

IL-1 auf die Expression von LMP7 zeigen.

Somit scheint IL-1β nicht an der Regulation der Expression immunoproteasomaler Unter-

einheiten in Makrophagen, Endothelzellen und vaskulären, glatten Muskelzellen beteiligt zu

sein.

4.5 OxLDL hat keinen Einfluss auf die Expression

immunoproteasomaler Untereinheiten

OxLDL spielen in der Pathogenese der Atherosklerose eine wichtige Rolle (vgl. Abschnitt

1.4.1). OxLDL-Exposition von Monozyten und Makrophagen hat eine Reihe überwiegend

als proatherosklerotisch zu wertende biologische Konsequenzen, die sowohl durch spezifische
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Signaltransduktionswege als auch unspezifische Effekte wie zum Beispiel die Ausbildung

großer Proteinkonglomerate ausgelöst werden [33, 81, 24, 105, 74].

Durch oxLDL werden Genexpression und Proteom von Monozyten und Makrophagen mo-

duliert und reguliert und Signaltransduktionswege, inflammatorische Prozesse, Zellprolifera-

tion und Apoptose beeinflusst [74, 50, 88, 102, 31]. Die Effekte von oxLDL auf ausdifferen-

zierte Makrophagen sind dabei vielfältig und komplex und noch nicht vollständig verstanden.

Der Zusammenhang von oxLDL-Stimulation in Makrophagen und Expressionsniveau von

Genen und Proteinen des Immunoproteasoms wurde bislang kaum untersucht. Auch zu

oxLDL-Effekten auf die IFNγ-Expression, dem potenstesten Induktor von Immunoproteaso-

men lassen sich kaum veröffentlichte Daten finden.

Aufgrund der konstitutiv hohen Expression von Immunoproteasomen in Makrophagen,

der nachgewiesenen Expression in humanen Plaques (unpublizierte Daten, siehe Einleitung),

sowie den ausgeprägten morphologischen Veränderungen der Makrophagen nach oxLDL-

Phagozytose, war in der vorliegenden Arbeit ein nachweisbarer Effekt von oxLDL auf die Ex-

pression immunoproteasomaler Untereinheiten erwartet worden. Überraschenderweise konn-

te ein solcher Effekt nicht gezeigt werden.

Daten zur Beeinflussung der immunoproteasomalen Aktivität durch oxLDL liegen bislang

nicht vor. Für konstitutive Proteasomen ist jedoch bekannt, dass oxLDL einen bisphasischen

Effekt auf deren Aktivität ausüben kann [97]. Neben einer initialen Aktivitätsznahme des

UPS nach oxLDL-Exposition konnte gezeigt werden, dass anhaltende oxLDL-Exposition die

proteasomale Aktivität hemmt, wodurch es schließlich zu Proteinakkumulation und Apop-

tose kommt [97].

4.6 Ausblick

Im Zusammenhang mit der Atherosklerose stand bislang vor allem das konstitutive Pro-

teasom im Fokus der Untersuchungen. Daher liegen kaum Daten zur Rolle des Immunopro-

teasoms vor.

Die vorliegende Arbeit ist in ihrem systematischen und deskriptiven Ansatz eine der ersten

grundlegenden Untersuchungen zur Induzierbarkeit von Immunoproteasomen in atheroskle-
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roserelevanten Zellen. Zwei wichtige proatherosklerotische Mediatoren, TNFα und IFNγ,

konnten als potente Induktoren immunoproteasomaler Untereinheiten in kardiovaskulären

Zellen identifiziert werden. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass Stimulation mit wei-

teren proinflammatorischen Zytokinen (IL-12, IL-18, IL-1β) oder oxLDL keinen Einfluss auf

die Expression von Immunoproteasomen in Makrophagen, vaskulären glatten Muskelzellen

und Endothelzellen hat. Dies lässt den Schluss zu, dass die Expression von Immunoproteaso-

men in vaskulären Zellen spezifisch induziert wird.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen keine Aussage darüber zu, ob Vorhanden-

sein oder Aktivität des Immunoproteasoms als pro- oder antiatherogen zu werten ist. Jedoch

kann eine generelle Induzierbarkeit von Immunoproteasomen in an der Plaquebildung be-

teiligten Zellen auf proatherogene Stimuli hin gezeigt werden. Eine Publikation von Seifert

et al. [87] zeigte eine Hochregulation immunoproteasomaler Untereinheiten als Reaktion auf

oxidativen Stress. Gleichzeitig scheint das Immunoproteasom besser in der Lage zu sein die

Proteinhomöostase und damit das Zellüberleben aufrechtzuerhalten als das konstitutive Pro-

teasom. Auch wenn diesbezüglich aktuell noch widersprüchliche Daten bestehen [46] könnten

Immunoproteasomen im Rahmen der Atherogenese zu einer Reduktion der durch oxidativen

Stress modifizierten Proteine beitragen.

Vor diesem Hintergrund erscheinen weiterführende Untersuchungen sinnvoll. Aufgrund

der schwierigen Simulation der proatherogenen Verhältnisse in vitro erscheint der Schritt ins

Tiermodell sinnvoll. Hier könnten Mausmodelle der Atherosklerose, zum Beispiel die LDL-

Rezeptor-Knockout-Maus oder die Apo-E-Knockout-Maus mit immunoproteasomdefizienten

Tieren gekreuzt werden. Diese Modelle würden die Untersuchung der Expression immuno-

protesomaler Untereinheiten im Gefäß im Zeitverlauf ermöglichen. Ergänzt werden könnten

diese Daten mit Untersuchungen zur proteasomalen Aktivität in den verschiedenen Stadien

der Atherosklerose. Dabei könnten zunächst Untersuchungen zur enzymatischen Aktivität

des Immunoproteasoms in den verschiedenen Stadien der Atherosklerose weiteren Aufschluss

über funktionelle und pathophysiologische Zusammenhänge geben.
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