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1 Einleitung und Zielstellung

Konjugierte Linolsäure (CLA)-Isomere sind C18-Fettsäuren mit zwei Doppelbindungen,
d. h. Isomere der Linolsäure (LA) mit aufeinander folgenden (konjugierten) und nicht
isolierten Doppelbindungen. Die biologisch bedeutendsten Isomere sind die cis-9,
trans-11 CLA und die trans-10, cis-12 CLA. Cis-9, trans-11 CLA, als so genannte
»Pansensäure«, wird hauptsächlich aus Linolsäure (LA) im Pansen von Wiederkäuern
während der mikrobiellen Biohydrierung durch das Pansenbakterium Butyrivibrio
fibrisolvens isomerisiert. In wesentlich geringerer Konzentration wird auch trans-10, cis-
12 CLA bakteriell im Pansen gebildet. Ein Teil der CLA-Isomere wird absorbiert und ist
daher in Milch und Milchprodukten sowie Fleisch und Wurstwaren von Wiederkäuern
enthalten (Fritsche u. Steinhart 1998; McGuire et al. 1999; Sugano et al. 1999;
Martin u. Valeille 2002; Mathers 2003).

In den letzten Jahren ist das Interesse für CLAs gewachsen. Diesen Fettsäuren werden
physiologisch positive Eigenschaften, z. B. antikanzerogene, antiatherogene, antidia-
betogene und antiadipogene Effekte, zugesprochen (Ha et al. 1990; Ip et al. 1991;
Pich et al. 1993; Lee et al. 1994; Liew et al. 1995; Belury et al. 1996; Belury

u. Vanden Heuvel 1997; Chew et al. 1997; Nicolosi et al. 1997; Sugano et al.
1997; Cesano et al. 1998; Houseknecht et al. 1998; Park u. Pariza 1998; Sugano

et al. 1998; de Deckere et al. 1999; Ip et al. 1999a, b; Belury 2002; Yu et al. 2002;
Toomey et al. 2003; Cheng et al. 2004).

Derzeit sind Herz-Kreislauf-Erkrankungen, wie koronare Herzkrankheit (KHK), Herzin-
farkt, Schlaganfall, periphere Durchblutungsstörungen und Aneurysmen, die Hauptto-
desursachen in den Industrieländern. Diese Erkrankungen sind klinische Manifestationen
der Atherosklerose (Biesalski u. Grimm 1999; Leitzmann et al. 2001; Libby 2002;
Monaco u. Paleolog 2004). Das Atherosklerose-Risiko steht in enger Beziehung mit
der Ernährungs- und Lebensweise der Menschen, wobei die Ernährung der wichtigste
exogene Faktor ist. In den meisten westlichen Industrieländern ist eine hyperkalorische

1



1 Einleitung und Zielstellung

und fettreiche Kost mit einem hohen Anteil an gesättigten Fettsäuren üblich, die ent-
scheidend zur Entstehung der Risikofaktoren Übergewicht, Fettstoffwechselstörungen,
aber auch Bluthochdruck und Diabetes mellitus und somit zu hohen Herzinfarktraten
beiträgt (Biesalski u. Grimm 1999; Leitzmann et al. 2001).

Mehrere Studien deuten darauf hin, dass CLAs atherosklerotische Prozesse beeinflussen.
In einigen tierexperimentellen Versuchen mit Ratten, Kaninchen, Hamstern und Mäusen
wurde eine Verringerung von Plasma- oder Lipoprotein-Lipiden bzw. atherosklerotischen
Plaques beobachtet (Lee et al. 1994; Pich et al. 1993; Nicolosi et al. 1997; Stangl

2000a, b; Sher et al. 2003; Toomey et al. 2003). Wobei in Studien von Lee et al.
(1994) und Nicolosi et al. (1997) trotz verminderter Plasma- und Lipoproteine
keine signifikante Verminderung der Fettstreifenbildung in der Aorta von Kaninchen
und von Hamstern beobachtet wurde. Bei c57BL/6-Mäusen begünstigten CLAs sogar
die Bildung von Läsionen in arteriellen Blutgefäßen (Munday et al. 1999). Es gibt
bisher nur wenige Studien über die Wirkung der CLAs auf atherogene Parameter in
Blutgefäßzellen. Deshalb bildete die Untersuchung dieser Parameter die Grundlage für
die Zielstellung der vorliegenden Arbeit.

Laut Weltgesundheitsorganisation (WHO) ist die Atherosklerose bzw. Arteriosklerose
eine variable Kombination von Veränderungen der Intima, die mit einer herdförmigen
Anhäufung von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, von Blut und Blutbestandteilen,
ferner mit Bildung eines fibrösen Gewebes und mit Kalkablagerungen einhergeht sowie
mit Veränderungen der Media verbunden ist (Böcker et al. 2004; Riede et al. 2004).
Die Intima ist die luminale Auskleidung der Arterien und Venen und besteht aus einem
einschichtigen Endothel mit Basalmembran und subendothelialem Bindegewebe. Sie
wird von der Media durch die Membrana interna elastica abgegrenzt (Benninghoff u.
Drenckhahn 2004). Die Endothelzellen der Intima und die glatten Muskelzellen der
Media stehen in engem Kontakt. Das gesunde Endothel ist als dynamische Schnittstelle
zwischen Gefäßwand und zirkulierendem Blut bei der Aufrechterhaltung des vaskulären
Gleichgewichts der Gefäße durch die Produktion von Faktoren, die den Gefäßtonus,
die Koagulation, die Zellproliferation, die Adhäsion und die Migration von Leukozyten
regulieren, von zentraler Bedeutung (Vogel et al. 1997; Kunsch u. Medford 1999;
Price u. Loscalzo 1999; Toborek u. Kaiser 1999; Pearson 2000; Coen et al.
2004). Wiederholte oder kontinuierliche Schädigungen des Endothels durch chemische,
mechanische, immunologische oder toxische Einflüsse führen zu Dysfunktionen, unter
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anderem zu einem funktionellen Ungleichgewicht zwischen vasoaktiven (gefäßerweiternd
und -verengend) Substanzen, wie Eicosanoide, Stickstoffmonoxid (NO) und Endothelin-
1 (ET-1), und zu einer verstärkten Adhäsion von Leukozyten (Leitzmann et al. 2001;
Coen et al. 2004). Die erhöhte Rekrutierung und Adhäsion von Leukozyten zum Ort
der Endothelschädigung werden durch die Freisetzung von Chemokinen und Adhä-
sionsmolekülen, deren Expressionen durch proinflammatorische Transkriptionsfaktoren
wie den nuclear factor -κB (NF-κB) reguliert werden, vermittelt (Price u. Loscalzo

1999; Richter et al. 1999; Toborek u. Kaiser 1999; Coen et al. 2004; Reiterer

et al. 2004a, b).

Die Eicosanoide mit zwei Doppelbindungen, so genannte Eicosanoide der Serie 2, Pro-
staglandine (PG) wie PGI2 (Prostacyclin), PGE2 PGF2α und Thromboxane (TX) wie
TXA2, sind an der Regulierung des Gefäßtonus beteiligt (Toborek u. Kaiser 1999).
Vor allem das Verhältnis zwischen dem Vasodilatator PGI2 und dem Vasokonstriktor
TXA2 ist bei der Aufrechterhaltung des vaskulären Gleichgewichts von besonderer
Bedeutung (Bunting et al. 1983; Oates et al. 1988; Löffler u. Petrides 1997).
Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass CLAs die Bildung von Eicosanoiden in ver-
schiedenen Zellkultur- und Tiermodellen reduzieren (Li u. Watkins 1998; Liu u.
Belury 1998; Kavanaugh et al. 1999; Park et al. 2001; Wigham et al. 2001; Coen

et al. 2004). Auch in Studien mit humanen Endothelzellen verminderten CLA-Isomere
die Eicosanoid-Freisetzung konzentrations- und zeitabhängig (Urquhart et al. 2002;
Torres-Duarte u. Vanderhoek 2003). Ein Grund dafür ist die Reduzierung der
Konzentration des Eicosanoid-Präkursors Arachidonsäure (AA) in den Membranphos-
pholipiden durch die Behandlung von Zellen bzw. Fütterung von Tieren mit CLAs
(Oates et al. 1988; Belury u. Kempa-Steczko 1997; Sugano et al. 1999; Banni

et al. 2001; Park et al. 2001; Urquhart et al. 2002). Die AA wird durch Phos-
pholipasen A2 (PLA2) freigesetzt (Toborek u. Kaiser 1999) und führt über den
Cyclooxygenase-Weg (COX) der Enzyme COX-1 bzw. COX-2 in fast allen Körperzellen
zur Bildung der Eicosanoide der Serie 2 (Voet u. Voet 1994; Miralpeix et al. 1997;
Camacho et al. 1998; Forth et al. 1998; Michal 1998; Marks u. Fürstenberger

1999; Urquhart et al. 2001). Die reduzierte Aktivität der COX-1 bzw. eine Hem-
mung der COX-2-mRNA-Expression ist als eine mögliche Ursache für die verminderte
Eicosanoidsynthese durch CLAs zu betrachten. So wurde in einigen Studien ein sen-
kender Effekt der CLAs auf die Aktivität bzw. Genexpression der COX nachgewiesen
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(Bulgarella et al. 2001; Iwakiri et al. 2002; Yamasaki et al. 2002; Yu et al. 2002).
Jedoch fehlen bisher Untersuchungen zum Einfluss der CLAs auf die Aktivität des
AA-freisetzenden Enzyms PLA2 als limitierende Größe. Einen weiteren Aspekt bei
der Reduzierung der Eicosanoide und der verminderten AA-Konzentration nimmt der
Einfluss von CLA-Isomeren auf die Desaturierung der n-6-Fettsäuren ein. In vitro- und
in vivo-Untersuchungen zeigten, dass CLA-Isomere die Zusammensetzung der Lipide
bzw. das Fettsäuremuster über eine veränderte Desaturaseaktivität beeinflussten (Liu

u. Belury 1997; Bretillon et al. 1999; Sugano et al. 1999; Agatha et al. 2004).
Aufgrund ihrer ähnlichen Struktur zur LA werden CLAs analog zu dieser n-6-Fettsäure
metabolisiert, d. h. zu höher ungesättigten konjugierten Dien-Fettsäuren (CD) desatu-
riert und verlängert. Hierbei entstehen unter anderem konjugierte Octadecatriensäure
(CD18:3), Eicosatriensäure (CD20:3) und Eicosatetraensäure (CD20:4), was in ver-
schiedenen Untersuchungen am Tiermodell nachgewiesen wurde (Sebedio et al. 1997;
Banni et al. 1999a, b; Sugano et al. 1999; Banni et al. 2004). So konkurrieren ver-
mutlich CLAs mit der LA als Substrat um die ∆5- und ∆6-Desaturasen und hemmen
dadurch die Desaturierung der n-6-Fettsäure zu AA in den Phospholipiden (Banni

et al. 1999a; Sugano et al. 1999). Weiterhin wiesen Park et al. (2005) nach, dass
CLA-Metabolite wie CD20:2 und CD20:3 in Zellkultur ähnlich biologisch aktiv sind
wie CLAs. CLA-Isomere werden wahrscheinlich auch durch peroxisomale β-Oxidation
zu CD-Fettsäuren wie CD12:2, CD14:2 und CD16:2 verkürzt (Banni et al. 1999a, 2004;
Park et al. 2005). Bisher gibt es jedoch keine Studien über den Einfluss der CLAs auf
die ∆5- und ∆6-Desaturierung und die Bildung von CLA-Metaboliten in arteriellen
Endothelzellen.

Ein weiterer Vasodilatator, dem bei der Aufrechterhaltung des vaskulären Gleichge-
wichts im Endothel eine sehr bedeutende Rolle zukommt, ist das NO. Es wird durch
NO-Synthasen (NOS) aus L-Arginin gebildet (Forth et al. 1998; Toborek u. Kaiser

1999; Vassalle et al. 2003). Wie in Untersuchungen an Zellkultur- und Tiermodellen
nachgewiesen wurde, hemmten CLAs die Expression der induzierbaren NOS (iNOS)
und die Produktion von NO (Iwakiri et al. 2002; Yu et al. 2002; Cheng et al. 2004;
Shen et al. 2004; Corino et al. 2005). Die Behandlung von murinen Makrophagen
mit cis-9, trans-11 CLA führte hingegen zu einer erhöhten mRNA-Konzentration der
iNOS (Wang et al. 2004). Keinen Einfluss hatten die CLAs auf die Freisetzung des
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Nitrits als Indikator für NO und auf die Enzymaktivität der endothelialen NOS (eNOS)
in bovinen Endothelzellen der Aorta (Coen et al. 2004).

Trotz zahlreicher Studien fehlen bislang systematische Untersuchungen zur Wirkung
von CLAs auf die Eicosanoid- und die NO-Synthese in humanen arteriellen Endothel-
zellen. Der Einfluss von CLA-Isomeren auf das ET-1 wurde bisher nicht untersucht.
Deshalb nahm die Untersuchung zur Wirkung der CLAs auf die genannten vasoaktiven
Substanzen einen wichtigen Teilkomplex der vorliegenden Arbeit ein.

Die Schädigung des Endothels bedingt während der frühen Phase der Atherogenese die
verstärkte Bildung der Adhäsionsmoleküle intracellular adhesion molecule-1 (ICAM-
1), vascular cellular adhesion molecule-1 (VCAM-1) und E-Selektin, die Freisetzung
der Chemokine monocyte chemoattractant bzw. chemotactic protein-1 (MCP-1) und
Interleukin (IL)-8 und die Adhäsion von Leukozyten an Endothelzellen (Davies et al.
1993; Price u. Loscalzo 1999; Lusis 2000; Chen et al. 2002; Li u. Glass 2002; Libby

2002; Blankenberg et al. 2003; Liu et al. 2004; Yang et al. 2004). Erste Hinweise über
eine mögliche antiatherogene Schutzwirkung der CLAs auf die genannten Parameter
in Endothelzellen geben Farquharson et al. (1999). Die Autoren berichteten über
eine verminderte Expression der Adhäsionsmoleküle in CLA-behandelten humanen
Endothelzellen der Nabelschnurvene (HUVEC). In humanen Magenkrebszellen wurde
durch die Behandlung mit cis-9, trans-11 CLA eine schwächere Adhäsion an eine
extrazelluläre Matrix über die Reduzierung der Proteinexpression von VCAM-1 und
ICAM-1 beobachtet (Chen et al. 2004). Die mRNA-Konzentration des IL-8 war
in humanen Epithelzellen der Bronchien durch die Behandlung mit cis-9, trans-11
CLA vermindert (Jaudszus et al. 2005). Die Inkubation von Adipozyten mit trans-
10, cis-12 CLA führte hingegen zu einer Hypersekretion des IL-8 (Brown et al.
2004). Die Effekte der CLAs auf proatherogene Prozesse wie die Freisetzung der
Chemokine und die Expression der Adhäsionsmoleküle sind durch eine veränderte
Vermittlung des NF-κB-Signalweges erklärbar (Song et al. 2002a; Banni et al. 2003;
Cheng et al. 2004). Es wurde gezeigt, dass CLAs ihre inhibierende Wirkung auf
NF-κB-vermittelte Entzündungsreaktionen auch über die Aktivierung des Peroxisomen
Proliferator-aktivierter Rezeptor (PPAR) γ entfalten. In Versuchen mit Mäusen und
mit verschiedenen Zellmodellen, wie z.B. Makrophagen und Adipozyten, wurde eine
Aktivierung des PPARγ durch CLAs nachgewiesen (Choi et al. 2000; Kohno et al.
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2001; Clement et al. 2002; Yu et al. 2002; Toomey et al. 2003; Changhua et al.
2005; Wargent et al. 2005). In anderen Studien mit Makrophagen und Adipozyten
wurden hingegen keine bzw. negative Effekte der CLAs auf die Aktivierung des PPARγ

beobachtet (Weldon et al. 2004; Brandenbourg u. Hu 2005; Garlund et al.
2005).

Bislang gibt es jedoch keine systematischen Untersuchungen zum Einfluss der CLAs
auf die Transkriptionsfaktoren PPARγ und NF-κB sowie die Freisetzung von Che-
mokinen, die Expression von Adhäsionsmolekülen und die Leukozytenadhäsion in
humanen Endothelzellen. Deshalb bildete die Untersuchung zur Wirkung der CLAs
auf diese proinflammatorischen Parameter einen weiteren Teilkomplex der Zielstellung
der vorliegenden Arbeit.

Mehrere Studien untersuchten bereits den Einfluss der LA auf die genannten inflamma-
torischen Parameter in Endothelzellen. Dabei wurde beobachtet, dass diese Fettsäure in
der Lage ist, die Expression der Chemokine und der Adhäsionsmoleküle sowie die Ad-
häsion der Monozyten an Endothelzellen zu beeinflussen (Park et al. 2001; Toborek

et al. 2002; Chen et al. 2003; Reißig et al. 2003; Reiterer et al. 2004b; Saraswathi

et al. 2004). Aufgrund dieser Befunde wurde die LA in diesem Teilkomplex neben den
beiden CLA-Isomeren als Referenzsubstanz mitgeführt.

Obwohl in vivo-Studien eine Beziehung zwischen der CLA-Aufnahme und der Entste-
hung der Atherosklerose aufzeigen, ist bisher wenig über die Mechanismen, über die
die natürlich vorkommenden CLA-Isomere auf atheroskleroserelevante Parameter im
Endothel wirken, bekannt.

Aus den vorangegangenen Ausführungen ergab sich die Zielstellung der vorliegenden
Arbeit:

Untersuchung des Einflusses der CLA-Isomere cis-9, trans-11 CLA und
trans-10, cis-12 CLA auf atheroskleroserelevante Parameter in humanen
arteriellen Endothelzellen.
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Aus der Zielstellung wurden die beiden folgenden Teilfragen formuliert:

1. Wie beeinflussen die zwei CLA-Isomere die Bildung der vasoaktiven Substanzen
Eicosanoide der Serie 2, NO und ET-1 in humanen arteriellen Endothelzellen?

Im Einzelnen sollten dabei folgende Parameter untersucht werden:

• Inkorporierung der CLA-Isomere in Abhängigkeit von der Konzentration in
die Gesamtlipide und die Membranphospholipide Phosphatidylethanolamin
(PE) und -cholin (PC)

• Fettsäurezusammensetzung der Gesamtlipide und der Phospholipide unter
besonderer Berücksichtigung der LA und der AA (als Ausgangssubstanz für
die Eicosanoidsynthese)

• Ermittlung von CD-Fettsäuren als Metabolite der CLA-Isomere in den
Gesamtlipiden

• Aktivität bzw. Genexpression der für die Eicosanoidsynthese relevanten
Enzyme ∆5- und ∆6-Desaturase, sekretorische PLA2, COX-1 und COX-2

• Freisetzung der Eicosanoide PGI2, TXA2, PGE2 und PGF2α

• Freisetzung des NO und Genexpression des für die NO-Bildung relevanten
Enzyms eNOS

• Freisetzung des ET-1

2. Welchen Einfluss haben die beiden CLA-Isomere bzw. die LA, als Referenz-
substanz, auf proinflammatorische Parameter der frühen Entstehungsphase der
Atherosklerose in humanen Tumornekrosefakor α (TNFα)-stimulierten arteriellen
Endothelzellen?

Im Einzelnen sollten dabei folgende Parameter untersucht werden:

• Expression der Adhäsionsmoleküle ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin

• Freisetzung der Chemokine MCP-1 und IL-8

• Adhäsion von Monozyten an die Endothelzellen

• Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-κB und PPARγ

Für die Durchführung der Inkubationsversuche wurden entsprechend der Zielstellung
humane Endothelzellen der Aorta als Zellmodell gewählt.
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2.1 Kultivierung der humanen Endothelzellen der Aorta

(HAoEC)

Die humanen Endothelzellen der Aorta einer 28 Jahre alten Spenderin (PromoCell
GmbH, Heidelberg, Deutschland) wurden in endothelialem Wachstumsmedium bei
37 ℃, einer Atmosphäre von 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 kultiviert. Die Subkul-
tivierung der HAoEC erfolgte in 75 cm²-Kulturflaschen. Das Medium wurde alle 2 Tage
gewechselt. Die konfluenten Zellen wurden einmal mit Hepes Buffered Salt Solution
(HepesBSS) gewaschen und zum Ablösen mit Trypsin-EDTA für 2 min bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Anschließend wurde durch Zugabe von TNS die zytotoxische Wirkung
des Trypsins inaktiviert. Die Zellsuspension wurde in ein 50 ml Falcon-Tube überführt.
Die Kulturflasche wurde mit Medium nachgespült, um Zellverluste gering zu halten.
Die Zellsuspension wurde bei Raumtemperatur und 900 U/min für 5 min zentrifugiert.
Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet in 2 ml Medium resuspendiert. Es
erfolgte eine Zellzählung, bei der die Zellsuspension in 0,9 %igem NaCl im Verhältnis
1:10 verdünnt wurde. Aus der Verdünnung wurden 10 µl entnommen und in einer
Neubauer-Zellzählkammer (Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Deutschland) mit vier
großen Quadraten pipettiert. Die Zellen wurden pro Quadrat unter einem Lichtmi-
kroskop gezählt und der Mittelwert aus den Zellzahlen der vier Quadrate gebildet.
Die Gesamtzellzahl wurde durch Multiplikation des Mittelwertes mit dem Faktor 104

(Zellzahl pro ml) und dem Verdünnungsfaktor (1:10) sowie dem Suspensionvolumen
ermittelt.

Zellen der 3. bis 8. Passage wurden für die Versuche verwendet. Für die nachfolgenden
Versuche wurden die Zellen in 75 cm²-Kulturflaschen (750 000Zellen/15ml), 25 cm²-
Kulturflaschen (250 000 Zellen/5 ml), 24 Well Zellkultur-Mikroplatten (30 000 Zellen/ml)
bzw. 96Well Zellkultur-Mikroplatten (3 200 Zellen/0,25 ml) ausgesät.
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2.2 Konjugierte Linolsäure (CLA)- und Linolsäure-Lösungen

Die CLA-Isomere (cis-9, trans-11 CLA, trans-10, cis-12 CLA) von Cayman Chemical
und die LA von Sigma-Aldrich wurden als Stammlösungen mit einem Molekulargewicht
von je 100mmol/l in absolutem Ethanol (> 99,9 %) aufbewahrt. Für die Inkubations-
versuche der Zellen wurden definierte Mengen der jeweiligen Stammlösung von cis-9,
trans-11 CLA, trans-10, cis-12 CLA bzw. LA entnommen und mit Stickstoff eingeengt.
Die Fettsäuren wurden durch Zugabe einer äquimolaren Menge an NaOH (0,01N) in
ihre Salze überführt, das heißt in eine mediumlösliche Form gebracht und mit gleicher
Menge Reinstwasser gelöst.

2.3 Untersuchungen zum Einfluss von cis-9, trans-11 CLA und

trans-10, cis-12 CLA auf die Bildung vasoaktiver

Substanzen in HAoEC

2.3.1 Inkubation der Zellen

Die Zellen wurden in 25 cm²- bzw. 75 cm²-Kulturflaschen ausgesät. Bei einer Konfluenz
(Zelldichte) von 80–90% wurden die Zellen 24 h mit 5 bzw. 50 µmol/l cis-9, trans-11
CLA oder trans-10, cis-12 CLA (siehe Kapitel 2.2) inkubiert.

Um eine Endkonzentration von 5 bzw. 50 µmol/l CLA pro Kulturflasche mit HAoEC
zu erreichen, wurde das Kulturmedium entfernt und frisches Medium ohne (Kontrolle)
bzw. mit der jeweiligen CLA-Lösung hinzu gegeben.

2.3.2 Aufarbeitung der Zellen

Nach der Inkubation wurde das Medium abgenommen und gesammelt, die Zellen
abgelöst (siehe Kapitel 2.1 auf der vorherigen Seite), zentrifugiert und mit HBSS
gewaschen und nochmals zentrifugiert. Die Zellen wurden in 1 ml Hanks‘ Balanced Salt
Solution (HBSS) aufgenommen und gezählt. Die HAoEC wurden auf eine Zellzahl von
2×106 Zellen pro 1 ml HBSS eingestellt und für 1 h im Wasserbad bei 37 ℃ inkubiert.
Anschließend wurden die Zellen bei 5 000 U/min für 3 min zentrifugiert, der Überstand
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wurde abgenommen und gesammelt. Überstände (Medium bzw. HBSS) und Zellpellets
wurden bei –20 ℃ bis zu den Analysen gelagert.

2.3.3 Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalität mit Trypanblau

Um die Zellzahl (Zelldichte) und die Vitalität (Lebensfähigkeit) der Zellen nach der
CLA-Behandlung zu bestimmen, wurden 50 µl der Zellsuspension entnommen und
im Verhältnis 1:10 mit 0,9%igem NaCl und unter Zugabe von Trypanblau verdünnt.
Trypanblau konnte in defekte bzw. tote Zellen eindringen und diese blau färben. Durch
Auszählen der Gesamtzellzahl und der blauen bzw. toten Zellen wurde der prozentuale
Anteil der lebenden Zellen berechnet.

2.3.4 Proteinbestimmung

Neben der Zellzahl wurde als weitere Größe für die Zelldichte der Proteingehalt der
Zellen nach der Methode von Bradford (1976) gemessen. Die gesammelten Zellpellets
wurden mit 0,2 N NaOH über Nacht lysiert. Mit 1mg bovinem Serumalbumin (BSA)
pro 1 ml 0,2 N NaOH wurde eine Standardreihe (10–120 µg/ml) hergestellt. Die Proben
sowie die Standardreihe wurden auf eine 96 Well Mikroplatte aufgetragen. Die Zugabe
eines 1:5-verdünnten Protein Assay Farbstoff-Konzentrates führte aufgrund einer Pro-
teinbindung der Probe mit dem Farbstoff zu einer Blaufärbung. Die Absorption wurde
nach 5 min bei 595 nm im Plattenreader SpectroFluor Plus von TECAN gemessen.

Über die Photometersoftware WIN curvefitting Quantitativ wurde eine Standardkurve
berechnet, die zur Ermittlung der Proteingehalte der Zellen verwendet wurde [µg/ml].

2.3.5 Morphologie

Unmittelbar nach der 24 h-Inkubation mit den CLA-Isomeren wurden die Zellen unter
dem Lichtmikroskop bei einer 40fachen Vergrößerung fotografiert.
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2.3.6 Bestimmung des Fettsäuremusters in den Gesamtlipiden und den
Phospholipidfraktionen Phosphatidylethanolamin (PE) und -cholin (PC)

2.3.6.1 Extraktion von Gesamtlipiden

Die Gesamtlipide der Zellpellets bzw. Zellen wurden nach der Methode von Hara u.
Radin (1978), modifiziert nach Eder u. Kirchgessner (1994), extrahiert.

Für die Extraktion wurden 1ml Hexan:Isopropanol (3:2 v/v) zu jedem Zellpellet hin-
zugegeben. Das Gemisch wurde über Nacht im Schüttelinkubator bei Raumtemperatur
geschüttelt und anschließend bei 4℃ und 3 000U/min für 10min zentrifugiert. Das
Extrakt wurde vorsichtig abgenommen, gesammelt und unter Stickstoff eingeengt.

2.3.6.2 Trennung der Lipidfraktionen

Um aus den Lipiden die Phospholipidfraktionen PE und PC zu erhalten, wurden
die getrockneten Lipidextrakte mit der Festphasenextraktion nach der modifizierten
Methode von Suzuki et al. (1997) getrennt.

Die unpolare Fraktion der getrockneten Lipide wurde mit 0,2ml Aceton extrahiert.
Das Aceton wurde unter Stickstoff verdampft. Die unpolare Fraktion wurde in 0,2 ml n-
Hexan:Isopropanol (4:1 v/v) gelöst und auf eine SI-Phasen Säule gegeben und vier mal
mit 2 ml n-Hexan:Isopropanol (4:1 v/v) eluiert. Die polare Fraktion der getrockneten
Lipide wurde mit 0,2 ml Chloroform:Methanol (2:1 v/v) extrahiert und auf SI-Phasen-
Säule gegeben. PE wurde mit vier mal 2ml Chloroform:Methanol (2:1 v/v) und PC
wurde mit vier mal 2 ml Methanol eluiert. Die Eluate der Phospholipidfraktionen wurden
in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und anschließend in n-Hexan:Isopropanol (3:2
v/v) aufgenommen. Zur Überprüfung der Reinheit der einzelnen Fraktionen wurden
die Eluate auf eine mit Kieselgel beschichtete Dünnschichtplatte aufgetragen. Als
Laufmittel wurde ein Gemisch aus Chloroform, Methanol und Ammoniak verwendet.
Die Platte wurde nach der Trocknung in einer Jodkammer gefärbt, wobei die einzelnen
Phospholipidfraktionen PE und PC sichtbar wurden. Die Eluate der Fraktionen wurden
unter Stickstoff eingeengt.
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2.3.6.3 Analyse des Fettsäuremusters

Die Gesamtlipide und die Phospholipidfraktionen wurden nach der Methode von
Butte (1983) mit Trimethylsulfoniumhydroxid verestert. Die Fettsäuremethylester
(FAME) wurden gaschromatographisch (GC, HP 5890; Hewlett Packard, Waldbronn)
mit automatischem Injektionssystem durch polare FFAP-Fused-Silicia Trennsäule
(30 m×0,53 mm ID×1,0 µm, Macherey und Nagel, Düren) im Heliumstrom (Flussrate:
7,1 ml/min) getrennt. Die Detektion erfolgte mit einem Flammenionisationsdetektor.

Die FAME wurden über den Vergleich der Retentionszeiten mit den individuellen reinen
Standards identifiziert und deren Konzentrationen auf die Summe der Konzentrationen
der enthaltenen Fettsäuren bezogen [g/100 g].

2.3.7 Bestimmung konjugierter Dien-Fettsäuren in den Gesamtlipiden

Für die Bestimmung der CD-Fettsäuren wurden die Zellen wie in Kapitel 2.3.1 auf
Seite 9 beschrieben ausgesät und behandelt.

Nach der 24 h-Inkubation mit den CLA-Isomeren wurde das Medium abgenommen
und gesammelt, die Zellen abgelöst (siehe Kapitel 2.1 auf Seite 8), zentrifugiert und
gezählt. Die Zellen und das gesammelte Medium wurden zur Weiterbearbeitung und
Analyse an die Universität Hamburg, Institut für Biochemie und Lebensmittelchemie,
geschickt. Die Analysen wurden von der Arbeitsgruppe Fette und Fettbegleitstoffe von
Herrn Prof. H. Steinhart durchgeführt.

Die Zellen und die Überstände wurden lyophilisiert und nach der Methode von Bligh

u. Dyer (1959) extrahiert. Die Lipidextrakte wurden in FAME überführt und mit-
tels Silberionen-HPLC Diodenarray-Detektion auf Verbindungen mit konjugierten
Doppelbindungen untersucht.

2.3.8 Die Bestimmung der Freisetzung der Eicosanoide PGI2, TXA2, PGE2

und PGF2α

Die Eicosanoidmengen wurden im HBSS-Überstand (siehe Kapitel 2.3.2 auf Seite 9)
gemessen. Für die Bestimmung der Eicosanoide PGI2, TXA2, PGE2 und PGF2α wurden
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EIA-Kits von Cayman Chemical verwendet. Dabei wurden für das instabile PGI2 dessen
stabiles Derivat 6-keto PGF1α und für das instabile Thromboxan A2 dessen stabiles
Derivat TXB2 bestimmt.

Die Analysen wurden nach Anleitung der Kits durchgeführt. Die Kits basierten auf einer
kompetitiven Methodik, das heißt die mit einem Enzym (Acetylcholinesterase) markier-
ten Eicosanoide (Tracer) des Kits konkurrierten mit den unmarkierten Eicosanoiden
der Probe um eine begrenzte Zahl an Eicosanoid-spezifischen Bindungsstellen des
Kaninchen-Antiserums. Der entstandene Kaninchen-Antiserum-Eicosanoid-Komplex
band an das monoklonale Maus Anti-Kaninchen Immunglobulin G (IgG) (für 6-keto
PGF1α, TXB2, PGF2α) bzw. an das polyklonale Ziegen Anti-Maus IgG (für PGE2) auf
dem beschichteten Boden einer 96 Well Mikroplatte. Die mit Kaninchen-Antiserum-
Eicosanoid-Komplexen behandelte 96 Well Mikroplatte wurde nach 18 h Inkubation bei
Raumtemperatur (für TXA2, PGE2, PGF2α) bzw. 4 ℃ (für 6-keto PGF1α) gewaschen,
um ungebundene Reagenzien zu entfernen. Die Zugabe der Ellman’s Reagenz, die sich
aus Acetylthiocholin und 5,5-Dithiobis-[2-nitrobenzoesäure] (DNTB) zusammensetzte,
bewirkte eine Hydrolyse des Acetylthiocholins durch die Acetylcholinesterase (AChE)
des Tracers. Das entstandene Thiocholin reagierte unter Spaltung des DNTB zu einem
gemischten Disulfid (Richter 2003). Die freie 2-Nitro-5-Thiobenzoesäure zeichnet
sich durch eine deutliche Gelbfärbung aus. Die Intensität der Farbe, die spektralphoto-
metrisch bei einer Wellenlänge von 405 nm im Plattenreader von TECAN gemessen
wurde, verhielt sich proportional zur Menge der gebundenen Eicosanoide des Tracers
und umgekehrt proportional zur Menge der gebundenen Eicosanoide der Probe. Die
Messwerte, nach Abzug des Leerwertes, wurden prozentual zur maximalen Bindung
der enzymmarkierten Eicosanoide des Tracers ins Verhältnis gesetzt (Formel 2.1).

%B/Bo =
(x−NSB)

(Bo−NSB)
× 100 % (2.1)

%B/Bo Bindung des Standards bzw. der Probe
Bo Leerwert-korrigierter Messwert des Bindungsmaximums
x Leerwert-korrigierter Messwert der Probe bzw. des Standards
NSB Leerwert-korrigierter Messwert der nicht-spezifischen Bindung
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Mit Hilfe des Standards und der Photometersoftware WIN curvefitting Quantitativ
wurde eine Standardkurve erstellt, um die Mengen der Eicosanoide im HBSS-Überstand
[pg/ml] zu bestimmen. Die Ergebnisse wurden durch ihre Molekulargewichte dividiert
und auf eine Million Zellen [fmol/106 Zellen] bezogen.

2.3.9 Aktivitätsmessung der sekretorischen Phospholipase A2

Im HBSS-Überstand (siehe Kapitel 2.3.2 auf Seite 9) wurde die Aktivität der sekretori-
schen PLA2 (sPLA2) mit einem Test-Kit von Cayman Chemical gemessen.

Die Analysen wurden nach Anleitung des Kits durchgeführt. Der Test basierte auf
der Hydrolyse eines Phospholipids an der sn-2-Position (am C-Atom 2 des Glycerins),
katalysiert durch die sPLA2, unter Entstehung einer freien Fettsäure und eines Lyso-
phospholipids. Das eingesetzte Substrat Diheptanoyl Thio-Phosphatidylcholin wurde
an der sn-2-Position durch sPLA2 der Probe hydrolysiert, an die sich unter Spaltung
des DTNB ein freies Thiol anlagerte. Während das andere freie Thiol des DNTB,
wie in Kapitel 2.3.8 auf Seite 12 beschrieben, chromogen wirkt. Die Absorptionsände-
rung wurde in Intervallen von 10 min innerhalb 1 h bei einer Wellenlänge von 405 nm
gemessen.

Die Umsetzungsrate des Substrates bzw. die Aktivität der sPLA2 im HBSS-Überstand
wurde mit folgenden Formeln 2.2 bis 2.4 auf dieser Seite berechnet:

∆A =
A(t1)− A(t2)

t1− t2
(2.2)

A/min = ∆A(Probe)−∆A(Leerwert) (2.3)

sPLA2−Aktivität =
∆A/min

10, 035 Mm−1
× VG

VP

(2.4)

A Absorption
t Zeitpunkt der Messung [min]
VG Gesamtvolumen pro Kavität [ml]
VP Probenvolumen [ml]
10,035 Mm−1 Extinktionskoeffizient für DNTB bei 405 nm (für 0,784 cm Schichtdicke der Kavität)
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Die Aktivität der sPLA2 wurde auf eine Million Zellen bezogen [pmol/min/106 Zellen].

2.3.10 Bestimmung der Freisetzung des NO

Im HBSS-Überstand (siehe Kapitel 2.3.2 auf Seite 9) wurde die Freisetzung des NO
mit einem Test-Kit von Cayman Chemical gemessen. Dabei wurden für das instabile
NO die Mengen der stabilen Formen Nitrat und Nitrit bestimmt.

Die Analysen wurden nach Anleitung des Kits durchgeführt. Dem Test liegt die
etablierte Griess-Reaktion zugrunde, welche aus zwei Hauptschritten besteht. Zuerst
wurde das Nitrat in dem HBSS-Überstand durch Nitrit-Reduktase zu Nitrit umgesetzt.
Im zweiten Schritt reagierte Nitrit nach Zugabe der Reagenzien Griess 1 (Sulfanilamid)
und Griess 2 (N-(1-Naphtyl)ethylendiamin) zu einem Azoprodukt, dessen Absorption
nach 10 min Farbentwicklung bei einer Wellenlänge von 540 nm im Plattenreader von
TECAN gemessen wurde (Green et al. 1982).

Mit Hilfe eines Nitratstandards (0–10 µmol/l) und der Photometersoftware WIN cur-
vefitting Quantitativ konnte eine Standardkurve erstellt werden, um die Nitrat- und
Nitritmengen im Überstand [nmol/ml] zu bestimmen. Die Ergebnisse wurden auf eine
Million Zellen bezogen [nmol/106 Zellen].

2.3.11 Bestimmung der relativen mRNA-Konzentrationen der Enzyme ∆5-,
∆6-Desaturase, sekretorische Phospholipase A2, Cyclooxygenase-1, -2
und endotheliale NO-Synthase

Die relativen mRNA-Konzentrationen der zu untersuchenden Enzyme wurden mit
der Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) bestimmt. Dabei
wurde zunächst die Gesamt-RNA der Zellen mit der reversen Transkriptase in cDNA
umgeschrieben.
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2.3.11.1 RNA-Isolierung

Die Gesamt-RNA der HAoEC wurde mit TRIzol® Reagenz nach Anleitung für
Kulturzellen isoliert.

Die Zellpellets bzw. die Zellen (siehe Kapitel 2.3.2 auf Seite 9) wurden mit TRIzol®

Reagenz versetzt und nach Zugabe von Chloroform bei 13 000U/min für 15min bei
4℃ zentrifugiert. Die wässrige Phase mit der Gesamt-RNA wurde abgenommen und
mit Isopropanol gemischt. Das RNA-Pellet wurde mit 75%igen Ethanol gewaschen
und anschließend in 25 µl RNAse-freiem Wasser (DEPC-Wasser) gelöst.

Die Ausbeute der RNA wurde photometrisch bei 260 nm bestimmt (Formel 2.5). Die
Reinheit der isolierten RNA wurde über das Verhältnis der Absorption bei 260 nm zur
Absorption bei 280 nm überprüft. Die RNA wurde bis zur weiteren Aufarbeitung bei
–80 ℃ gelagert.

RNA[µg/ml] = A260nm × 40× V (2.5)

A260nm Absorption bei 260 nm
40 Multiplikationsfaktor (A260nm=1 bei RNA von 40 µg/ml)
V Verdünnungsfaktor (V=100)

2.3.11.2 cDNA-Synthese

Die Ein-Strang cDNA-Synthese wurde nach Anleitung der verwendeten reversen Tran-
skriptase von MBI Fermentas GmbH durchgeführt. Die RNA wurde entsprechend
der berechneten Konzentration anhand der Absorptionswerte bei 260 nm mit DEPC-
Wasser verdünnt (2 µg RNA/5 µl). Die verdünnte RNA wurde mit Oligo-(dT)18 Primer,
RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase in Reaktionspuffer von MBI Fermentas
GmbH, dNTP-Mix von GeneCraft und DEPC-Wasser auf ein Volumen von 25 µl auf-
gefüllt. Die cDNA-Synthese erfolgte im Thermocycler bei 42℃ für 1 h. Anschließend
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wurde die Reaktion bei 70 ℃ für 10min abgestoppt (Inaktivierung der reversen Tran-
skriptase). Die synthetisierte cDNA wurde bis zur Durchführung der PCR bei –20 ℃
gelagert.

2.3.11.3 RT-PCR

Die PCR basiert auf der Denaturierung einer doppelsträngigen DNA, an deren Rand-
bereichen des zu amplifizierenden Bereiches spezifische Oligonukleotide anlagern (An-
nealing). Durch eine thermostabile DNA-Polymerase werden die Oligonukleotide ver-
längert (Elongation) bis die Reaktion unterbrochen wird. Dieser Vorgang der Denatu-
rierung, des Annealing und der Elongation wird so lange zyklisch wiederholt bis das
gewünschte DNA-Fragment vervielfacht ist (Müller 2001).

a. Real-time RT-PCR

Bei der real-time RT-PCR wird die Quantität der amplifizierten Matrizen direkt durch
den Einsatz von fluoreszierenden Molekülen, die an sequenzspezifische Oligonukleotide
endständig gekoppelt werden, gemessen (Müller 2001).

∆5-Desaturase, ∆6-Desaturase, eNOS und COX-1: Die mRNA-Konzentrationen
für die ∆5-Desaturase, die ∆6-Desaturase, die eNOS, die COX-1 und die Glycerinaldehyd-
3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), als Referenzgen, der HAoEC wurden mit real-
time RT-PCR im MJ Research Opticon bestimmt. Der Reaktionsansatz für die PCR
setzte sich wie folgt nach Standardprotokoll zusammen:

Reagenzien: in 15 µl Reaktionsansatz:
DEPC-Wasser 4 µl
Brillant® SYBR®Green QPCR Master Mix 7,5 µl (1 x mit 2,5mM MgCl2)
Primermix 1,5 µl (10 pmol/l)
cDNA 2 µl (0,096 µg)

Nach der 10-minütigen Initialisierungsphase bei 95℃ wurden in 30–35 Zyklen die
Amplifikation mit der Denaturierung für 30 s bei 95 ℃, dem Annealing für 30 s bei der
dem eingesetzten Primer entsprechenden Temperatur (Tab. 2.1 auf der nächsten Seite)
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und der Elongation der cDNA für 1min bei 72℃ durchgeführt. Nach jedem Zyklus
wurde die Fluoreszenz gemessen.

Tab. 2.1: Verwendete Primer1 für die real-time RT-PCR im MJ Research Opticon

Enzym PCR Primer Temperatur bp

GAPDH (human) (fwd) 5’ - GACCACAGTCCATGCCATCAC - 3’ 60℃ 453
(rev) 5’ - TCCACCACCCTGTTGCTGTAG - 3’

COX-1 (human) (fwd) 5’ - CAGCTCCTGGCCCGCCGCTT - 3’ 65℃ 299
(rev) 5’ - GTGCATCAACACAGGCGCCTC - 3’

∆5-Desaturase (human) (fwd) 5’ - ACGTCCGCTTCTTCCTCACTTATG - 3’ 60 ℃ 448
(rev) 5’ - GGGGCTTGGACTGGTACTCTATGC - 3’

∆6-Desaturase (human) (fwd) 5’ - CCTACAATCACCAGCAGAA - 3’ 60 ℃ 460
(rev) 5’ - CCATGCTTGGCACATAGAGA - 3’

eNOS (human) (fwd) 5’ - CCAGCTAGCCAAAGTCACCAT - 3’ 55℃ 354
(rev) 5’ - GTCTCGGAGCCATACAGGATT - 3’

1forward (fwd) und reverse (rev)

sPLA2: Die mRNA-Konzentrationen für die sPLA2 der HAoEC wurden mit real-time
RT-PCR im RotorGene 2000 system bestimmt. Der Reaktionsansatz für die PCR mit
dem 10×Puffer, dem MgCl2, der Taq Polymerase von Promega und dem dNTP-Mix
von Roth setzte sich wie folgt nach Standardprotokoll zusammen:

Reagenzien: in 15 µl Reaktionsansatz:
DEPC-Wasser 6,087 µl
10×Puffer 1,5 µl (1 x)
MgCl2 (25 mM) 2,1 µl (3,5mM)
dNTP-Mix (10mM) 0,75 µl (0,125mM pro dNTP)
Primermix 2 µl (10 pmol/l)
10×SYBR®Green I 0,375 µl
Taq Polymerase (5 U/µl) 0,188 µl (0,0625 U/µl)
cDNA 2 µl (0,2 µg)
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Nach der 120 -Sekunden Initialisierungsphase bei 95℃ wurden in 40–50 Zyklen (für
sPLA2) bzw. 30–35 Zyklen (für GAPDH) die Amplifikation mit der Denaturierung für
20 s bei 95 ℃, dem Annealing für 30 s bei der dem eingesetzten Primer entsprechenden
Temperatur (Tab. 2.2) und der Elongation der cDNA für 40 s bei 72℃ durchgeführt.
Nach jedem Zyklus wurde die Fluoreszenz gemessen.

Tab. 2.2: Verwendete Primer für die real-time RT-PCR im RotorGene 2000

Enzyme PCR Primer Temperatur bp

GAPDH (human) (fwd) 5’ - GACCACAGTCCATGCCATCAC - 3’ 60℃ 453
(rev) 5’ - TCCACCACCCTGTTGCTGTAG - 3’

sPLA2 (human) (fwd) 5’ - CCAGGCCAAAGAGAACCCCAGAG - 3’ 59 ℃ 179
(rev) 5’ - GCCGCCCCAGCCGCAGTA - 3’

Um die DNA-Fragmente der real-time RT-PCR zu identifizieren, wurden die PCR-
Produkte mit Gelladepuffer gemischt und auf ein 1,5 %iges Agarosegel aufgetragen. Mit
Hilfe eines Leitermixes konnte die Größe (bp) der DNA-Fragmente bestimmt werden.

Die Ergebnisse wurden als Ratio des Ct-Wertes des spezifischen Zielgens zum Ct-Wert
des Referenzgens (GAPDH) dargestellt.

Mit verdünnten cDNA-Proben wurde eine real-time RT-PCR durchgeführt und ei-
ne Standardreihe erstellt (Formel 2.6 auf der nächsten Seite). Der Anstieg m der
Standardreihe diente als Grundlage für die Bestimmung der Effizienz der real-time
RT-PCR, modifiziert nach Pfaffl (2001) (Formel 2.7 auf der nächsten Seite), die die
Amplifikationsrate der cDNA darstellt.

Der Ratio des Ct-Wertes des spezifischen Zielgens und des Ct-Wertes der GAPDH bzw.
die relative mRNA-Konzentration des Zielgens der HAoEC wurde mit den Formeln 2.8
bis 2.9 auf der nächsten Seite, modifiziert nach Pfaffl (2001), berechnet:

19



2 Methoden und Material

y = m× lg(x) + n (2.6)

E = e(−1/m) (2.7)

∆Ct = CtGAPDH − CtZielgen (2.8)

Ratio = [EGAPDH + EZielgen/2]∆Ct (2.9)

m Steigung der Standardreihe
E Effizienz des bestimmten Gens der real-time RT-PCR (optimal= 2)
Ct Zyklenanzahl bis zum Erreichen eines konstanten Fluoreszenzsignals
Ratio relative mRNA-Konzentration

Die Messwerte der behandelten Zellen wurden zur Kontrolle (unbehandelte Zellen) ins
Verhältnis gesetzt.

b. Semiquantitative RT-PCR

COX-2: Die mRNA-Konzentrationen für die COX-2 und die GAPDH der HAoEC
wurden mit semiquantitativer RT-PCR bestimmt. Der Reaktionsansatz für die PCR
mit dem MgCl2-Puffer und den dNTPs von GeneCraft setzte sich wie folgt nach
Standardprotokoll zusammen:

Reagenzien: in 20 µl Reaktionsansatz:
DEPC-Wasser 11,4 µl
10×MgCl2-Puffer 2 µl (1×Puffer mit 1,5mM MgCl2)
dNTPs (100mM) 0,4 µl (0,5mM pro dNTP)
fwd Primer 2 µl (10 pmol/l)
rev Primer 2 µl (10 pmol/l)
Taq Polymerase (5 U/µl) 0,2 µl (0,05 U/µl)
cDNA 2 µl (0,096 µg)

Die Amplifikation wurde in einem Mastercycler personal von Eppendorf durchgeführt.
Der Initialisierungsphase von 10 min bei 95 ℃ folgte die Amplifikation von 30 Zyklen mit
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der Denaturierung für 30 s bei 95 ℃, dem Annealing für 30 s bei der dem eingesetzten
Primer entsprechenden Temperatur (Tab. 2.3) und der Elongation der cDNA für 1 min
bei 72 ℃ und dem finalen Extensionsschritt für 7 min bei 72 ℃.

Tab. 2.3: Verwendete Primer für die semiquantitative RT-PCR im Mastercycler personal von
Eppendorf

Enzym PCR Primer Temperatur bp

GAPDH (human) (fwd) 5’ - GACCACAGTCCATGCCATCAC - 3’ 60℃ 453
(rev) 5’ - TCCACCACCCTGTTGCTGTAG - 3’

COX-2 (human) (fwd) 5’ - ATGAGATTGTGGGAAAATTGCT - 3’ 55℃ 300
(rev) 5’ - GATCATCTCTGCCTGAGTATC - 3’

Nach der PCR wurden 10 µl des PCR-Reaktionsansatzes mit 2 µl Gelladepuffer ge-
mischt und über ein 1,5%iges Agarosegel getrennt. Die Banden wurden in einen
Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer) mit Ethidiumbromid gefärbt, mit einer UV-
Photoeinrichtung von SYNGENE identifiziert und deren Größe bestimmt. Die Größe
der Bande der COX-2 wurde ins Verhältnis zur Größe der Bande der GAPDH gesetzt.
Die Messwerte der behandelten Zellen wurden zur Kontrolle (unbehandelte Zellen)
relativiert.

2.3.12 Bestimmung der Freisetzung des Endothelin-1

Die ET-1-Freisetzung wurde im HBSS-Überstand (siehe Kapitel 2.3.2 auf Seite 9)
gemessen. Für die Bestimmung des ET-1 wurde ein EIA-Kit von Cayman Chemical
verwendet.

Die Analyse wurde nach Anleitung des Kits durchgeführt. Der verwendete Kit basierte
auf einer Doppel-Antikörper »Sandwich«-Technik. Der HBSS-Überstand wurde auf
96Well Mikroplatte, die mit einem spezifischen monoklonalen Antikörper gegen ET-1
beschichtet war, aufgetragen. Das ET-1 der Probe konnte an den Antikörper binden.
Ein AChE-Fab’Konjugat, das selektiv an ein anderes Epitop des ET-1 bindet, wurde
hinzugefügt. Diese zwei Antikörper formten eine Art »Sandwich« durch die Bindung
an entgegengesetzte Seiten des Endothelinmoleküls. Nach einer Inkubation über Nacht
bei 4℃ wurde die Platte gewaschen und die Menge des ET-1 durch Messung der
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Enzymaktivität der AChE bestimmt, indem Ellman’s Reagenz (siehe Kapitel 2.3.8
auf Seite 12) zugegeben wurde. Das entstandene Produkt war gelb gefärbt und wurde
spektralphotometrisch bei einer Wellenlänge von 405 nm im Plattenreader von TECAN
gemessen. Die Intensität der Farbe verhielt sich direkt proportional zur Menge der
gebundenen Konjugate, die mit der Menge des ET-1 korrelierte.

Mit Hilfe des Standards und der Photometersoftware WIN curvefitting Quantitativ
wurde eine Standardkurve erstellt, um die Menge des ET-1 im HBSS-Überstand [pg/ml]
zu bestimmen. Die Ergebnisse wurden auf eine Million Zellen bezogen [pg/106 Zellen].

2.4 Untersuchungen zum Einfluss von cis-9, trans-11 CLA,

trans-10, cis-12 CLA und Linolsäure auf

proinflammatorische Parameter in TNFα-stimulierten

HAoEC

2.4.1 Stimulation der Zellen mit TNFα

Nach der 20 h-Behandlung ohne CLA und LA (Kontrolle) oder mit 5 bzw. 50µmol/l
cis-9, trans-11 CLA, trans-10, cis-12 CLA oder LA (siehe Kapitel 2.3.1 auf Seite 9)
wurde ein Teil der HAoEC zusätzlich mit 2 ng/ml TNFα für 4 h stimuliert, um bei den
Zellen einen inflammatorischen Zustand hervorzurufen.

Für die Versuche wurde das Zytokin TNFα mit einer Ausgangskonzentration von
10 µg in 1ml PBS mit Medium verdünnt und zu den Zellen gegeben, so dass eine
Endkonzentration des Zytokins im gesamten Medium auf den Zellen von 2 ng/ml vorlag.
Der unstimulierten Kontrolle wurde nur Medium zugegeben.

2.4.2 Bestimmung der Zellvitalität mit dem MTT-Test

Um die Vitalität (Lebensfähigkeit) der Zellen in 96Well Zellkultur-Mikroplatten zu
bestimmen, wurde der MTT-Test nach Mosmann (1983) und Vistica et al. (1991)
durchgeführt.
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Konfluente Zellen wurden, wie in Kapitel 2.1 auf Seite 8 beschrieben, abgelöst 3 200
Zellen pro Vertiefung in 96 Well Zellkultur-Mikroplatten ausgesät. Bei einer Konfluenz
von 80–90% wurden die Zellen 24 h ohne (Kontrolle) oder mit den CLA-Isomeren
bzw. der LA inkubiert. Dafür wurde das Kulturmedium entfernt und frisches Medium
ohne bzw. mit der jeweiligen CLA-Lösung oder der LA-Lösung hinzugegeben, um eine
Endkonzentration von 5 bzw. 50 µmol/l der CLA-Isomere bzw. der LA zu erreichen.
Nach einer Inkubationszeit von 20 h wurden die Zellen ohne bzw. mit 2 ng/ml TNFα

für 4 h stimuliert.

Nach dem Ende der Inkubationszeit wurde das Kulturmedium abgezogen und frisches
Medium mit MTT (5 mg/ml PBS) zugefügt. Die Platte wurde 2,5 h bei 37 ℃ inkubiert.
Während der Inkubationszeit konnten die aktiven mitochondrialen Dehydrogenasen
der lebenden Zellen aus der gelben MTT-Lösung unlösliche violette Formazankristalle
bilden. Nach einer deutlichen Kristallbildung wurde das MTT-Medium abgezogen und
Isopropanol zugegeben, um die Kristalle zu lösen. Nach 10-minütigem Schütteln der
Platte wurde die Absorption bei Wellenlänge von 595 nm im TECAN-Plattenreader
gemessen.

Die Messwerte der behandelten Zellen wurden zur Kontrolle (unbehandelte Zellen)
ohne TNFα ins Verhältnis gesetzt.

2.4.3 Proteinbestimmung

Zur Kontrolle einer gleichmäßigen Zelldichte auf den Platten wurde die Proteinmenge
der Zellen nach der Methode von Bradford (1976) gemessen. Dafür wurden Zellen
in 96Well Zellkultur-Mikroplatten ausgesät und behandelt (siehe Kapitel 2.4.2 auf
der vorherigen Seite). Die Zellen wurden mit 0,2 N NaOH über Nacht lysiert und der
Proteingehalt, wie bereits in Kapitel 2.3.4 auf Seite 10 beschrieben, durchgeführt.

Über die Photometersoftware WIN curvefitting Quantitativ wurde eine Standardkur-
ve berechnet, die zur Ermittlung der Proteingehalte der Zellen verwendet wurden
[µg/ml].
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2.4.4 Bestimmung der Expression der Adhäsionsmoleküle ICAM-1, VCAM-1
und E-Selektin

Konfluente Zellen wurden wie in Kapitel 2.1 auf Seite 8 beschrieben abgelöst. Für die
Bestimmung der Expression der Adhäsionsmoleküle wurden 3 200 Zellen pro Vertiefung
in 96Well Zellkultur-Mikroplatten ausgesät und wie in Kapitel 2.4.2 auf Seite 22
beschrieben behandelt.

Die Adhäsionsmoleküle ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin der Endothelzellen wurden
mit einem Zelloberflächen-ELISA, modifiziert nach Rothlein et al. (1988) und nach
Lemaire et al. (1998), bestimmt. Dieser ELISA beruht auf einer Antigen-Antikörper-
Reaktion, bei der das Antigen das jeweils zu bestimmende Oberflächenmolekül darstellt
und als Antikörper ein monoklonaler Antikörper gegen das jeweilige Adhäsionsmolekül
verwendet wurde. Zunächst wurden die behandelten Zellen mit 4% Formaldehyd in
PBS für 5 min fixiert und danach für 1 h bei 37 ℃ mit 2 % BSA in PBS inkubiert, um
freie Bindungsstellen zu blockieren. Anschließend wurde der entsprechende monoklonale
Antikörper in 1 % BSA in PBS hinzugegeben, der spezifisch gegen das jeweilige Adhä-
sionsmolekül (anti-ICAM-1 1:500, anti-VCAM-1 1:300 bzw. anti-E-Selektin 1:250) war,
und die Platte für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Waschen mit 1 % BSA
in PBS wurde die Platte zusätzlich mit einer 1:10 000 Verdünnung eines sekundären
monoklonalen anti-Maus-IgG in 1 % BSA in PBS, markiert mit Peroxidase (POD), für
1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte wurde anschließend mit PBS gewaschen.
Durch Zugabe des farblosen 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB) wurde eine Reaktion
katalysiert, bei der dieses Substrat durch die POD zu einem blauen Produkt reagieren
konnte. Um die Reaktion zu stoppen, wurde kommerzielle Stopp-Lösung hinzupipettiert.
Aufgrund des niedrigen pH-Wertes kam es zum Farbumschlag von blau nach gelb. Die
Absorption des gelb gefärbten Endprodukts wurde bei einer Wellenlänge von 450 nm
im TECAN-Plattenreader gemessen.

Die Messwerte der behandelten Zellen wurden zur Kontrolle (unbehandelte Zellen) mit
TNFα ins Verhältnis gesetzt.
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2.4.5 Bestimmung der Freisetzung der Chemokine MCP-1 und Interleukin-8

Konfluente Zellen wurden, wie in Kapitel 2.1 auf Seite 8 beschrieben, abgelöst. Für die
Bestimmung der Chemokinfreisetzung wurden 25 000 Zellen pro Vertiefung in 24 Well
Zellkultur-Mikroplatten ausgesät und wie in Kapitel 2.4.2 auf Seite 22 beschrieben
inkubiert und stimuliert. Nach der 24-stündigen Inkubationszeit wurde das Medium
abgenommen, gesammelt und bis zur Analyse bei –80 ℃ gelagert. Die Platten wurden
für die Proteinbestimmung ebenfalls eingefroren.

Für die Bestimmung der Freisetzung der Chemokine MCP-1 und IL-8 im Medium-
Überstand wurden kommerzielle Instant-ELISA-Kits von Bender MedSystems verwen-
det.

Die Analysen wurden nach Anleitung der Instant-ELISAs durchgeführt. Die verwen-
deten Instant-ELISAs basierten wie der ET-1-EIA-Kit auf der Doppel-Antikörper
»Sandwich«-Technik, wie in Kapitel 2.3.12 auf Seite 21 beschrieben. Der Medium-
Überstand wurde auf eine 96 Well Mikroplatte, die mit einem spezifischen monoklonalen
Antikörper gegen das jeweilige Chemokin beschichtet war, aufgetragen. Das MCP-1 bzw.
IL-8 der Probe konnte an den Antikörper binden. Ein Horseradish-Peroxidase (HRP)-
konjugierter polyklonaler Antikörper, der selektiv an ein anderes Epitop des MCP-1
bzw. IL-8 bindet, wurde hinzugefügt. Nach einer Inkubation von 2 h bei Raumtempe-
ratur wurde die Platte gewaschen, um ungebundene HRP-konjugierte monoklonale
Antikörper zu entfernen. Es schloss sich nach dem Spülen mit Waschpuffer die Farbent-
wicklung mit dem TMB, wie in Kapitel 2.4.4 auf der vorherigen Seite beschrieben, an.
Um die Reaktion zu stoppen, wurde 1 M Phosphorsäure hinzupipettiert. Die Absorption
konnte bei einer Wellenlänge von 450 nm gemessen werden. Die Intensität der Farbe
verhielt sich direkt proportional zur Menge der gebundenen Konjugate, die mit der
Menge des Chemokins korrelierte.

Mit Hilfe des Standards und der Photometersoftware WIN curvefitting Quantitativ wur-
de eine Standardkurve erstellt, um die Mengen der Chemokine im Medium-Überstand
[pg/ml] zu bestimmen. Die Ergebnisse wurden auf 1mg Protein der Probe bezogen
[ng/mg Protein].
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2.4.6 Bestimmung der Adhäsion der Monozyten U937 an die HAoEC

Konfluente Zellen wurden, wie bereits in Kapitel 2.1 auf Seite 8 beschrieben, abgelöst.
Für die Bestimmung der Adhäsion von Monozyten an die Endothelzellen wurden 25 000
Zellen pro Vertiefung in 24Well Zellkultur-Mikroplatten ausgesät und, wie bereits in
Kapitel 2.4.2 auf Seite 22 beschrieben, behandelt.

Die Bestimmung der Adhäsion der Monozyten an die Endothelzellen wurde nach der
Methode von Vaporciyan et al. (1993) bestimmt. Das Prinzip des Tests beruht auf
der Interaktion bzw. der Adhäsion zwischen Monozyten und Endothelzellen, die unter
inflammatorischen Bedingungen Oberflächenmoleküle ausbilden, die eine Anheftung
der Monozyten ermöglichen.

In Vorbereitung auf die Adhäsionsmessung wurden Monozyten U937 von LGC Promo-
chem (Wesel, Deutschland) mit 5 µmol/l BCECF-AM in RPMI-1640 für 30min bei
37 ℃ und 5 % CO2 markiert. Während der Inkubationszeit wurde die Esterbindung des
nicht-fluoreszierenden BCECF-AM durch die intrazelluläre Esterase aufgespalten und es
entstand das hoch-fluoreszierende BCECF, das von lebenden Monozyten aufgenommen
werden konnte.

Die markierten Monozyten wurden mit 1 % BSA in PBS gewaschen und anschließend
in endothelialem Wachstumsmedium bei einer Zelldichte von 5×106 Zellen/10ml
resuspendiert.

Nach der 24-stündigen Inkubationszeit wurde das Kulturmedium von den HAoEC ab-
gezogen und die BCECF-markierten U937-Zellen (2,5×105 Zellen pro Well) zugegeben.
Nach einer 30-minütigen Inkubation bei 37 ℃ wurden die nicht-adhärenten Monozyten
entfernt, die Endothelzellen mit 1% BSA in PBS gewaschen und anschließend mit
Lysispuffer (50mM Tris mit 0,1% SDS, pH 7,6) lysiert. Das Zelllysat wurde in eine
96 Well Mikroplatte für Fluoreszenzmessungen überführt und die Extinktion bei 495 nm
sowie die Emission bei 535 nm gemessen.

Die Messwerte der behandelten Zellen wurden zur Kontrolle (unbehandelte Zellen) mit
TNFα ins Verhältnis gesetzt.
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2.4.7 Bestimmung der DNA-Bindungsaktivität der Transkriptionfaktoren
NF-κB und PPARγ

Die Aktivität der Transkriptionsfaktoren NF-κB und PPARγ wurden im Nuklear-
extrakt gemessen. Für die Gewinnung der Zellkernfraktion und die Bestimmung der
Aktivität der Transkriptionsfaktoren wurden kommerzielle Kits (Nuclear Extract Kit
und TransAM™ Kits) von Active Motif verwendet.

Konfluente Zellen wurden, wie in Kapitel 2.1 auf Seite 8 beschrieben, abgelöst. Für
die Bestimmung der Aktivität der Transkriptionsfaktoren wurden 250 000Zellen in
25 cm²-Kulturflaschen ausgesät und, wie in Kapitel 2.4.2 auf Seite 22 beschrieben,
behandelt. Als Positivkontrolle für die Messung der PPARγ-Aktivität wurde je Versuch
zusätzlich eine Kulturflasche mit 10 µmol/l Troglitazon, ein synthetischer PPARγ-
Ligand, behandelt.

2.4.7.1 Nuklearextraktion

Nach der 24-stündigen Inkubation wurde die Zellkernextraktion der Zellen nach Anlei-
tung des Kits durchgeführt.

Bei der Methode des Kits wurden auf einfachem Weg die Proteine des Zytoplasma und
des Zellkern gewonnen. Zuerst wurden die Zellen in eiskaltem PBS mit Phosphatase-
Inhibitoren gesammelt, um weitere Veränderungen der Proteine (Expression, Proteolyse,
Dephosphorylierung etc.) zu begrenzen. Nach einer Zentrifugation wurden die Zellen
in hypotonischem Puffer resuspendiert, damit die Zellmembranen anschwellen und
brüchig werden konnten. Die Zugabe des Detergenten Nonidet P-40 führte zu einem
Austreten der Zytoplasmaproteine in den Überstand. Nach dem Sammeln der Zyto-
plasmafraktion wurde der Zellkern lysiert und die Nuklearproteine im Lysispuffer mit
Protease-Inhibitoren gelöst. Der Lysispuffer mit den Proteinen wurde zentrifugiert und
der Überstand (Zellkernextrakt) wurde abgenommen. Die Zellkernextrakte wurden bis
zur Analyse bei –80 ℃ gelagert.
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2.4.7.2 Proteinbestimmung des Nuklearextrakts

Der Proteingehalt der Nuklearextrakte wurde mit der Methode nach Bradford (1976)
bestimmt. Da einige Detergenzien zu Interferenzen bei der Proteinmessung führen
konnten, wurde die Standardreihe mit BSA in einer 1:100-Verdünnung des Lysispuffers
mit destilliertem Wasser hergestellt. Die Zellkernfraktionen wurden ebenfalls mit
destilliertem Wasser im Verhältnis 1:100 verdünnt. Die Proteinbestimmung wurde, wie
bereits in Kapitel 2.3.4 auf Seite 10 beschrieben, durchgeführt.

Über die Photometersoftware WIN curvefitting Quantitativ wurde eine Standardkurve
berechnet, die zur Ermittlung der Proteingehalte der Zellkernextrakte verwendet wurde
[µg/ml].

2.4.7.3 DNA-Bindungsaktivität der Transkriptionsfaktoren p50 und p65 der
NF-κB-Familie und PPARγ

Die DNA-Bindungsaktivitäten der Transkriptionsfaktoren NF-κB und PPARγ wurden
im Nuklearextrakt gemessen. Für die Bestimmung der Aktivität von PPARγ und von
p50 und p65 der NF-κB-Familie wurden TransAM™ Kits (ELISA) von Active Motif
verwendet.

Die Analysen wurden nach Anleitung der Kits durchgeführt. Grundlage der ELISAs
war die Antigen-Antikörper-Reaktion, die spezifische Bindung eines zu bestimmenden
Moleküls durch Antikörper. Die Kits enthielten eine 96 Well Mikroplatte, die mit einem
immobilisierten Oligonukleotid mit entsprechender Promotorstelle beschichtet war.
Eine definierte Proteinmenge Nuklearextrakt je Probe wurde auf die Platte aufgetragen
und die aktive Form des zu untersuchenden Transkriptionsfaktors konnte an das
immobilisierte Oligonukleotid binden. Danach wurde die Platte mit dem primären
Antikörper, der spezifisch gegen die aktive Form des gebundenen Transkriptionsfaktors
der Probe gerichtet war, inkubiert. Die Zugabe eines HRP-konjugierten, sekundären
Antikörpers ermöglichte über eine Farbentwicklung, wie in Kapitel 2.4.5 auf Seite 25
beschrieben, ein photometrisches Auslesen der Platte bei einer Wellenlänge von 450 nm
im Plattenreader von TECAN.
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Die Messwerte der behandelten Zellen wurden zur Kontrolle (unbehandelte Zellen) mit
TNFα ins Verhältnis gesetzt.

2.5 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der Studien sind als Mittelwerte mit Standardabweichung (SD) darge-
stellt. Für die statistische Auswertung wurde die Software MINITAB Release 13 für
Windows (MINITAB Ltd., Coventry, UK) verwendet. Die Auswertung der Ergebnisse
erfolgte mit der einfaktoriellen (one-way) Varianzanalyse (ANOVA). Die Prüfung der
signifikanten Unterschiede der Mittelwerte wurde mit dem Fisher-Test durchgeführt.
Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant voneinander verschieden
mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von P<0,05.

2.6 Geräte und Hilfsmittel

24 mm Transwell® mit Corning B.V. Life Sciences,
0,4 µm Poren Polycarbonat Membran Insert, Schiphol-Rijk, Niederlande
6 Wells mit 6 Inserts

Cellstar® Gewebekulturflaschen, Greiner Bio-One GmbH,
25 cm2, steril, mit Filter Frickenhausen, Deutschland

Cellstar® Gewebekulturflaschen, Greiner Bio-One GmbH,
75 cm2, steril, mit Filter Frickenhausen, Deutschland

Cellstar® Zellkultur Mikroplatten, Greiner Bio-One GmbH,
24 Well, steril, mit Abdeckpl. Frickenhausen, Deutschland

Cellstar® Zellkultur Mikroplatten, Greiner Bio-One GmbH,
96 Well, F-Form, TC, steril, mit Abdeckpl. Frickenhausen, Deutschland

Elektrophoresekammer (für Agarosegele) Owl Separation Systems, Inc.,
Portsmouth (NH), USA

Eppendorf Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
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FFAP fused Siliziumkapillarsäule Macharey und Nagel,
(30 m × 0,53 mm i.d.) Düren, Deutschland

Gaschromatograph HP 5890 Hewlett Packard,
Waldbronn, Deutschland

GeneGenius Gel Documentation Analysis systems SYNGENE,
Cambridge, Großbritannien

HPTLC-Platten 5 cm×5 cm, Kieselgel 60 Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland

Inkubator (Heraeus Heracell) Kendro Laboratory Products GmbH,
Langenselbold, Deutschland

PS-Mikroplatten, 96 Well, Greiner Bio-One GmbH,
Kaminform, schwarz, transp. Boden Frickenhausen, Deutschland

PS-Mikroplatten, 96 Well, Greiner Bio-One GmbH,
F-Form Frickenhausen, Deutschland

Mikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss
Göttingen, Deutschland

MJ Research Opticon™ system Biozym Diagnostik GmbH,
Oldendorf, Deutschland

0,1 ml Tubes/4er Strips -lft- Labortechnik GmbH & Co.KG,
mit Deckel für RotorGene Karlsruhe, Deutschland

SpectroFluor Plus Plattenreader TECAN Deutschland GmbH,
Crailsheim, Deutschland

RotorGene 2000 system Corbett Research,
Mortlake, Australien

SI-Phasen Säule, Supelclean™, Supelco, Bellfonte (PA),
LC-Si SPE-Tubes 3 ml USA

Sterilwerkbank (Heraeus Herasafe) Kendro Laboratory Products GmbH,
Langenselbold, Deutschland
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Thermocycler (Mastercycler® personal) Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

Tischzentrifuge (Heraeus Biofuge fresco) Kendro Laboratory Products GmbH,
Langenselbold, Deutschland

UVStar® Mikroplatten, Greiner Bio-One GmbH,
96 Well, F-Form, TC, µClear® Frickenhausen, Deutschland

Waagen Sartorius AG,
Göttingen, Deutschland

Wasserbad Julabo Shake Temp SW 22 Julabo Labortechnik GmbH,
Seelbach/Schwarzwald, Deutschland

Zentrifuge (Heraeus Megafuge 1.0R) Kendro Laboratory Products GmbH,
Langenselbold, Deutschland

2.7 Chemikalien und Lösungen

10×SYBR® Green I Sigma-Aldrich Chemicals,
Taufkirchen, Deutschland

100 bp-DNA-Leiter Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe, Deutschland

200 U RevertAid™ M-MuLV Reverse MBI Fermentas GmbH,
Transcriptase in 5×Reaktionspuffer St.Leon-Rot, Deutschland

5 U Taq Polymerase Promega GmbH,
Mannheim, Deutschland

Aceton Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe, Deutschland
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Agarose Serva Premium SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

BCECF, AM (2‘,7‘-bis-(2-carboxyethyl)-5- Molecular Probes Europe BV,
(and-6)-carboxyfluorescein), B1170 Leiden, Niederlande

Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich Chemicals,
Deisenhofen, Deutschland

Bio-Rad Protein Assay Farbstoff-Konzentrat Bio-Rad Laboratories GmbH,
München, Deutschland

Brillant SYBR® Green QPCR Master Mix Stratagene,
Amsterdam, Niederlande

Chloroform Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe, Deutschland

cis-9, trans-11 CLA (> 96 %) Cayman Chemicals,
Ann Arbor, USA

DEPC (Diethylpyrocarbonat) Sigma-Aldrich Chemicals,
Taufkirchen, Deutschland

DMSO (Dimethylsulfoxid) Hybri Max® Sigma-Aldrich Chemicals,
Taufkirchen, Deutschland

dNTPs GeneCraft,
Münster, Deutschland

dNTP-Mix Roti®-Mix Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe, Deutschland

Endotheliales Zellwachstumsmedium MV PromoCell GmbH,
mit SupplementMix Heidelberg, Deutschland

Ethanol 99,9% Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe, Deutschland

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich Chemicals,
Taufkirchen, Deutschland
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Formaldehyd-Lösung 35 % Heidinger Chemikalen-Lehrmittel,
Stuttgart, Deutschland

Fötales Bovines Serum Biochrom KG,
Berlin, Deutschland

Gelladepuffer Roti®-Load DNA, Carl Roth GmbH & Co.,
(mit Saccharose) DNAse-frei Karlsruhe, Deutschland

Gibco® Gentamicin, 10 mg/ml, flüssig Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, Deutschland

Gibco® Hanks‘ Balanced Salt Solution (HBSS); Invitrogen GmbH,
ohne Phenolrot Karlsruhe, Deutschland

Gibco® RPMI 1640-Medium Invitrogen GmbH,
mit 25 mM Hepes Buffer, L-Glutamin Karlsruhe, Deutschland

HepesBSS PromoCell GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Hexan Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe, Deutschland

Isopropanol Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe, Deutschland

Linolsäure (99 %) Sigma-Aldrich Chemicals,
Taufkirchen, Deutschland

Methanol Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe, Deutschland

MTT Sigma-Aldrich Chemicals,
Taufkirchen, Deutschland

SDS (Natriumdodesulfat) Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland
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Stop Reagenz Sigma-Aldrich Chemicals,
Taufkirchen, Deutschland

TMB Sigma-Aldrich Chemicals,
Taufkirchen, Deutschland

TNFα, human, recombinant Sigma-Aldrich Chemicals,
Taufkirchen, Deutschland

TNS (Trypsin-Neutralisierungslösung) PromoCell GmbH,
Heidelberg, Deutschland

trans-10, cis-12 CLA (> 98 %) Cayman Chemicals,
Ann Arbor, USA

Tris, > 99,9 % Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe, Deutschland

TRIzol® Reagenz Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland

Troglitazon Calbiochem/Merck,
Darmstadt, Deutschland

Trypsin/EDTA 2 PromoCell GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Kits

6-keto Prostaglandin F1α EIA Kit (515211) Cayman Chemicals,
Ann Arbor, USA

Endothelin-1 EIA Kit (583151) Cayman Chemicals,
Ann Arbor, USA

human IL-8 Instant ELISA (BMS204INST) Bender MedSystems GmbH,
Wien, Österreich

human MCP-1 Instant ELISA (BMS281INST) Bender MedSystems GmbH,
Wien, Österreich
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MinElute Gel Extraktion Kit Qiagen GmbH,
Hilden, Deutschland

Nitrat/Nitrit Colorimetric Assay Kit (780001) Cayman Chemicals,
Ann Arbor, USA

Nuclear Extract Kit (40010) Active Motif,
Rixensart, Belgien

Prostaglandin E2 EIA Kit (514010) Cayman Chemicals,
Ann Arbor, USA

Prostaglandin F2α EIA Kit (516011) Cayman Chemicals,
Ann Arbor, USA

sPLA2 Assay Kit (765001) Cayman Chemicals,
Ann Arbor, USA

Omniscript™ Reverse Transcriptase Kit Qiagen GmbH,
Hilden, Deutschland

Thromboxane B2 EIA Kit (519031) Cayman Chemicals,
Ann Arbor, USA

TransAM™ NF-κB Family Kit (43296) Active Motif,
Rixensart, Belgien

TransAM™ PPARγ Kit (47496) Active Motif,
Rixensart, Belgien

Primer

Oligo (dT)18 Primer MBI Fermentas GmbH,
St. Leon-Rot, Deutschland

fwd und rev Primer für COX-1, COX-2, Qiagen GmbH,
∆5- und ∆6-Desaturase Hilden, Deutschland

fwd und rev Primer für eNOS metabion GmbH
Martinsried, Deutschland
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fwd und rev Primer für GAPDH und sPLA2 Carl Roth GmbH
Karlsruhe, Deutschland

Antikörper

Anti-human E-Selektin Bender MedSystems GmbH,
Wien, Österreich

Anti-ICAM-1 (Anti-CD54, human (mouse)) Calbiochem/Merck,
Darmstadt, Deutschland

Anti-mouse IgG mit POD Calbiochem/Merck,
Darmstadt, Deutschland

Anti-VCAM-1 (Anti-CD106, human (mouse)) Calbiochem/Merck,
Darmstadt, Deutschland

Zusammensetzung der Puffer

PBS 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,15 g Na2HPO4,
0,2 g KH2PO4 für 1l, pH 7,4

Agarose Gel 0,6 g Agarose, 30ml 0,5×TBE

5×Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer 54 g Tris Base, 27,5 g Borsäure,
3,72 g EDTA für 1 l

Lysispuffer (50mM Tris mit 0,1 % SDS) 0,6057 g Tris und 0,1 g SDS für 100 ml,
pH 7,6 einstellen
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von cis-9, trans-11 CLA und trans-10, cis-12 CLA

auf die Bildung vasoaktiver Substanzen in HAoEC

3.1.1 Zellzahl und Zellvitalität

Die 24 h Inkubation der Endothelzellen mit den CLA-Isomeren, wie in Tabelle 3.1
dargestellt, hatte keinen Einfluss sowohl auf die Zellzahl als auch auf die Zellvitalität,
die sich aus der Gesamtzellzahl und der Anzahl der blauen bzw. toten Zellen ergab.

Tab. 3.1: Zellzahl und Zellvitalität der HAoEC.1,2

Kontrolle cis-9, trans-11 CLA trans-10, cis-12 CLA

5 µmol/l 50 µmol/l 5 µmol/l 50 µmol/l

10 6 Zellen/Flasche

Zellzahl 2,45 ± 0,47 2,44 ± 0,24 2,85 ± 0,49 2,55 ± 0,39 2,48 ± 0,35

%

Zellvitalität 96 ± 3 95 ± 1 98 ± 1 95 ± 2 97 ± 2

1Die Endothelzellen wurden in Medium ohne CLA (Kontrolle) oder mit 5 bzw. 50 µmol/l cis-9, trans-11
CLA oder trans-10, cis-12 CLA für 24 h inkubiert.

2Mittelwerte ±SD für mindestens sechs unabhängige Experimente.

3.1.2 Proteingehalt

In Tabelle 3.2 auf der nächsten Seite ist der Einfluss von cis-9, trans-11 CLA und
trans-10, cis-12 CLA auf den Proteingehalt der Endothelzellen dargestellt.

Durch die Behandlung mit 5 bzw. 50 µmol/l der CLA-Isomere kam es zu keiner
signifikanten Veränderung des Proteingehaltes in den Zellen.
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Tab. 3.2: Proteingehalt der HAoEC.1,2

Kontrolle cis-9, trans-11 CLA trans-10, cis-12 CLA

5 µmol/l 50 µmol/l 5 µmol/l 50 µmol/l

mg/10 6 Zellen

Proteingehalt 0,50 ± 0,14 0,48± 0,11 0,55± 0,21 0,52± 0,14 0,63± 0,21

1Die Endothelzellen wurden in Medium ohne CLA (Kontrolle) oder mit 5 bzw. 50 µmol/l cis-9, trans-11
CLA oder trans-10, cis-12 CLA für 24 h inkubiert.

2Mittelwerte ±SD für mindestens sechs unabhängige Experimente.

3.1.3 Morphologie der Zellen

Die Abbildungen 3.1 auf der nächsten Seite (A–C) zeigen die unbehandelten Endo-
thelzellen (Kontrolle) und die mit 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA bzw. trans-10, cis-12
CLA behandelten Endothelzellen.

Die Zellen wurden nach der 24 h-Inkubation in ihren Kulturgefäßen mit dem Lichtmikro-
skop bei einer 40fachen Vergrößerung fotografiert. Dabei waren in den Endothelzellen,
die mit 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA bzw. trans-10, cis-12 CLA inkubiert wurden,
verglichen mit den unbehandelten Endothelzellen viele Punkte (Pfeile Abbildung 3.1 B
und C auf der nächsten Seite), kleinen Körnchen ähnlich, zu erkennen. Es waren keine
weiteren morphologischen Veränderungen bei den mit 50 µmol/l der CLA-Isomeren
behandelten HAoEC sichtbar. Die Endothelzellen (nicht abgebildet), die mit 5 µmol/l
cis-9, trans-11 CLA bzw. trans-10, cis-12 CLA inkubiert wurden, unterschieden sich
morphologisch nicht von den unbehandelten Zellen.
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A

B

C

Abb. 3.1: Lichtmikroskopische Aufnahmen der HAoEC mit 40facher Vergrößerung.
Die Endothelzellen wurden in Medium ohne CLA (A), mit 50 µmol cis-9 trans-11 CLA (B)
oder mit 50 µmol trans-10 cis-12 CLA (C) für 24 h inkubiert.
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3.1.4 Anteile der verwendeten CLA-Isomere in den Gesamtlipiden und den
Phospholipidfraktionen PE und PC

Die Anteile der verwendeten CLA-Isomere in den Gesamtlipiden und den Phospholipid-
fraktionen der Endothelzellen sind in Tabelle 3.3 auf der nächsten Seite dargestellt.

Die Inkubation der HAoEC mit cis-9, trans-11 CLA bzw. trans-10, cis-12 CLA führte
in Abhängigkeit von deren Konzentrationen im Medium zu einer Inkorporierung des
jeweiligen CLA-Isomers in die Gesamtlipide der Zellen. In den Gesamtlipiden der Zellen,
die mit 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA bzw. trans-10, cis-12 CLA für 24 h inkubiert
wurden, waren die Anteile des jeweiligen Isomers, verglichen mit den Gesamtlipiden
der Zellen, die mit 5µmol/l der CLA-Isomere behandelt wurden, um ein vielfaches
höher.

Beide CLA-Isomere wurden ebenfalls dosisabhängig in die Phospholipidfraktionen
PE und PC der Endothelzellen inkorporiert. Nach der Inkubation der Zellen mit
5 µmol/l beider CLA-Isomere waren die Konzentrationen der jeweiligen CLA in beiden
Phospholipidfraktionen annähernd gleich. Nach Behandlung der HAoEC mit 50 µmol/l
der CLA-Isomere war die Konzentration von cis-9, trans-11 CLA in der PC-Fraktion
doppelt so hoch und die Konzentration von trans-10, cis-12 CLA sogar dreifach höher
als in der PE-Fraktion.
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Tab. 3.3: Anteile der verwendeten CLA-Isomere in den Gesamtlipiden und den Phospholipidfrak-
tionen PE und PC der HAoEC.1,2,3

Kontrolle cis-9, trans-11 CLA trans-10, cis-12 CLA

5 µmol/l 50 µmol/l 5 µmol/l 50 µmol/l

g/100 g Gesamtfettsäuren
Gesamtlipide

cis-9, trans-11 CLA < 0,1 5,33± 0,42b 35,24 ± 0,80a < 0,1 < 0,1
trans-10, cis-12 CLA < 0,1 < 0,1 < 0,1 7,35± 1,05b 47,03 ± 0,73a

PE

cis-9, trans-11 CLA < 0,1 1,82± 0,90b 10,35 ± 2,81a < 0,1 < 0,1
trans-10, cis-12 CLA < 0,1 < 0,1 < 0,1 1,46± 1,21b 9,74 ± 5,34a

PC

cis-9, trans-11 CLA < 0,1 2,10± 1,37b 20,17 ± 6,96a < 0,1 < 0,1
trans-10, cis-12 CLA < 0,1 < 0,1 < 0,1 1,56± 0,88b 29,09 ± 4,51a

1Die Endothelzellen wurden in Medium ohne CLA (Kontrolle) oder mit 5 bzw. 50 µmol/l cis-9, trans-11
CLA oder trans-10, cis-12 CLA für 24 h inkubiert.

2Mittelwerte ±SD für mindestens drei unabhängige Experimente.
3Ergebnisse in einer Reihe mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden mit P< 0,05.

3.1.5 Anteile der Linolsäure und Arachidonsäure in den Gesamtlipiden und
den Phospholipidfraktionen PE und PC

Die Anteile der n-6-Fettsäuren LA und AA in den Gesamtlipiden und Phospholipid-
fraktionen der Endothelzellen ist in Tabelle 3.4 auf der nächsten Seite abgebildet.

In den Gesamtlipiden der Zellen, die mit 50 µmol/l trans-10, cis-12 CLA inkubiert
wurden, war die Konzentration an LA niedriger, während die Anteile dieser Fettsäure
in den Gesamtlipiden der mit 50µmol/l cis-9, trans-11 CLA bzw. 5µmol/l trans-10,
cis-12 CLA behandelten Endothelzellen im Vergleich zu den Kontrollzellen höher waren.
Die Konzentrationen der AA waren in den Gesamtlipiden der CLA-behandelten Zellen,
verglichen mit der Konzentration der AA in den Gesamtlipiden der unbehandelten
Zellen, dosisabhängig vermindert.

Die Konzentrationen an LA und AA in der PC-Fraktion waren generell niedriger als in
der PE-Fraktion. Die Konzentrationen der LA in der PE-Fraktion der mit 50 µmol/l cis-
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9, trans-11 CLA inkubierten Zellen waren signifikant höher als jene Konzentrationen
in den unbehandelten Endothelzellen. In beiden Phospholipidfraktionen waren die
Anteile der AA in den Endothelzellen, die mit 50 µmol/l cis-9, trans-11 bzw. trans-10,
cis-12 CLA inkubiert wurden, im Vergleich zu jenem Anteil in den unbehandelten
Zellen signifikant kleiner. In der PE-Fraktion der CLA-behandelten HAoEC waren
die Anteile der AA gegenüber dem Anteil in der PE-Fraktion der Kontrollzellen sogar
konzentrationsabhängig vermindert.

Tab. 3.4: Anteile der Linolsäure (LA) und der Arachidonsäure (AA) in den Gesamtlipiden und
den Phospholipidfraktionen PE und PC der HAoEC.1,2,3

Kontrolle cis-9, trans-11 CLA trans-10, cis-12 CLA

5 µmol/l 50 µmol/l 5 µmol/l 50 µmol/l

g/100 g Gesamtfettsäuren
Gesamtlipide

LA 1,56± 0,15c 1,61 ± 0,06bc 1,76 ± 0,05ab 1,85 ± 0,12a 0,70 ± 0,04d

AA 6,37± 0,19a 5,89 ± 0,05b 3,42 ± 0,06c 5,75 ± 0,09b 3,41 ± 0,07c

PE

LA 1,76± 0,61b 1,90 ± 0,33ab 2,38 ± 1,08a 2,09 ± 0,16ab 1,90 ± 0,26ab

AA 7,88± 1,67a 5,30 ± 1,70b 4,32 ± 1,39b 5,54 ± 2,16b 3,82 ± 0,93b

PC

LA 1,41± 0,29b 1,43 ± 0,27b 1,58 ± 0,28ab 1,81 ± 0,37a 1,27 ± 0,24b

AA 2,14± 0,71a 2,30 ± 0,64a 1,49 ± 0,28b 1,58 ± 0,53b 1,34 ± 0,13b

1Die Endothelzellen wurden in Medium ohne CLA (Kontrolle) oder mit 5 bzw. 50 µmol/l cis-9, trans-11
CLA oder trans-10, cis-12 CLA für 24 h inkubiert.

2Mittelwerte ±SD für mindestens drei unabhängige Experimente.
3Ergebnisse in einer Reihe mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden mit P< 0,05.

Da für die Zielstellung der vorliegenden Arbeit nicht das gesamte gemessene Fett-
säurespektrum relevant war, sind die Anteile der anderen bestimmten Fettsäuren in
den Gesamtlipiden und den Phospholipidfraktionen der Endothelzellen ergänzend im
Anhang aufgeführt. Vor allem die Konzentrationen der gesättigten Fettsäuren (SFA)
und der einfach ungesättigten Fettsäuren (MUFA) waren konzentrationsabhängig durch
die Behandlung mit den CLA-Isomeren im Vergleich zu denen der unbehandelten Zellen
signifikant vermindert.
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3.1.6 Arachidonsäure/Linolsäure-Quotient und relative
mRNA-Konzentrationen der ∆5- und ∆6-Desaturase

Der Quotient aus den Anteilen der AA und LA, Indikator für die ∆5- und ∆6-
Desaturierung, ist in Tabelle 3.5 dargestellt.

Der AA/LA-Quotient in den Gesamtlipiden der Endothelzellen, die mit 5 bzw. 50 µmol/l
cis-9, trans-11 CLA oder 5 µmol/l trans-10, cis-12 CLA inkubiert wurden, war im
Vergleich zum AA/LA-Quotienten in den Gesamtlipiden der Kontrollzellen vermin-
dert. Lediglich der AA/LA-Quotient den Gesamtlipiden der mit 50µmol/l trans-10,
cis-12 CLA behandelten Zellen war verglichen mit dem AA/LA-Quotient in den Ge-
samtlipiden der Kontrollzellen erhöht. Der Quotient aus AA und LA war ebenfalls in
beiden Phospholipidfraktionen der CLA-behandelten Endothelzellen geringer als in
den Phospholipidfraktionen der unbehandelten Zellen.

Tab. 3.5: Quotient aus den Anteilen der Arachidonsäure (AA) und Linolsäure (LA) in den
Gesamtlipiden und den Phospholipidfraktionen PE und PC der HAoEC.1,2,3

Kontrolle cis-9, trans-11 CLA trans-10, cis-12 CLA

5 µmol/l 50 µmol/l 5 µmol/l 50 µmol/l

Gesamtlipide 4,12 ± 0,37b 3,67 ± 0,18c 1,94 ± 0,05e 3,11 ± 0,16d 4,85 ± 0,17a

PE 4,60 ± 1,55a 2,88 ± 1,02b 2,12 ± 1,07b 2,69 ± 1,10b 2,08 ± 0,74b

PC 1,50 ± 0,30ab 1,65 ± 0,66a 0,95 ± 0,15c 0,92 ± 0,35c 1,10 ± 0,58bc

1Die Endothelzellen wurden in Medium ohne CLA (Kontrolle) oder mit 5 bzw. 50 µmol/l cis-9, trans-11
CLA oder trans-10, cis-12 CLA für 24 h inkubiert.

2Mittelwerte ±SD für mindestens drei unabhängige Experimente.
3Ergebnisse in einer Reihe mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden mit P< 0,05.

In den Abbildungen 3.2 auf der nächsten Seite sind die relativen mRNA-Konzentrationen
der ∆5- und ∆6-Desaturase dargestellt.

Die mRNA-Konzentration der ∆6-Desaturase war signifikant geringer in den Zellen, die
mit 50 µmol/l trans-10, cis-12 CLA behandelt wurden, als die mRNA-Konzentration
in den unbehandelten Zellen. Eine ähnliche Tendenz war bei den Zellen, die mit
50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA inkubiert wurden, zu beobachten (P < 0,1). Die relative
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mRNA-Konzentration der ∆6-Desaturase in den mit 5 µmol/l cis-9, trans-11 bzw.
trans-10, cis-12 CLA inkubierten Zellen war nicht signifikant verschieden von der
Konzentration der mRNA in den Kontrollzellen. Zwischen den Kontrollzellen und den
mit CLA-Isomeren behandelten Zellen gab es keinen Unterschied in den relativen
mRNA-Konzentrationen der ∆5-Desaturase.
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Abb. 3.2: Relative mRNA-Konzentrationen der ∆6-Desaturase (A) und ∆5-Desaturase (B) in
den HAoEC.
Die Endothelzellen wurden nach der Behandlung in Medium ohne CLA (Kontrolle) bzw. mit
5 oder 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA bzw. trans-10, cis-12 CLA für 24 h in HBSS für 1 h
inkubiert. Mittelwerte ± SD für mindestens sechs unabhängige Experimente. Kontrolle = 100 %.
Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden mit P< 0,05.
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3.1.7 Anteile konjugierter Dien-Fettsäuren in den Gesamtlipiden

Die Konzentrationen von CD-Fettsäuren in den Gesamtlipiden der Endothelzellen sind
in Tabelle 3.6 abgebildet.

Durch die Behandlung der Endothelzellen mit cis-9, trans-11 CLA waren in Abhängig-
keit von deren Konzentration die Anteile der cis-7, trans-9 CD16:2, der cis-11, trans-13
CD20:2 und der trans-11, trans-13 CD20:2 in den Gesamtlipiden, verglichen mit den
Anteilen dieser konjugierten Fettsäuren in den Gesamtlipiden der unbehandelten Zellen,
erhöht. In den Gesamtlipiden der HAoEC, die mit trans-10, cis-12 CLA inkubiert
wurden, waren hingegen die Anteile der CD-Fettsäuren trans-8, cis-10 CD16:2, cis-7,
trans-9 CD16:2, trans-12, cis-14 CD20:2 und trans-11, trans-13 CD20:2 gegenüber den
Gesamtlipiden der Kontrollzellen erhöht. In den Gesamtlipiden der mit 50 µmol/l cis-9,
trans-11 CLA bzw. trans-10, cis-12 CLA behandelten Endothelzellen war der Anteil
der trans-7, trans-9 CD16:2 höher als in den unbehandelten Endothelzellen.

Tab. 3.6: Anteile konjugierter Dien-Fettsäuren in den Gesamtlipiden der HAoEC.1,2,3

Kontrolle cis-9, trans-11 CLA trans-10, cis-12 CLA

5 µmol/l 50 µmol/l 5 µmol/l 50 µmol/l

g/100 g Gesamtfettsäuren

CD16:2
cis-7, trans-9 < 0,1 0,61 ± 0,07b 1,29 ± 0,08a < 0,1 0,29± 0,03c

trans-8, cis-10 < 0,1 < 0,1 < 0,1 0,29 ± 0,25b 1,77 ± 0,17a

trans-7, trans-9 < 0,1 < 0,1 0,37± 0,05a < 0,1 0,17± 0,04b

CD20:2
cis-11, trans-13 < 0,1 0,10 ± 0,03b 0,98 ± 0,13a < 0,1 < 0,1
trans-12, cis-14 < 0,1 < 0,1 < 0,1 0,16 ± 0,01b 1,04 ± 0,13a

trans-11, trans-13 0,11± 0,19c 0,35 ± 0,14bc 0,97 ± 0,15a 0,33 ± 0,09bc 0,38 ± 0,04b

1Die Endothelzellen wurden in Medium ohne CLA (Kontrolle) oder mit 5 bzw. 50 µmol/l cis-9, trans-11
CLA oder trans-10, cis-12 CLA für 24 h inkubiert.

2Mittelwerte ±SD für mindestens drei unabhängige Experimente.
3Ergebnisse in einer Reihe mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden mit P< 0,05.
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3.1.8 Aktivität und relative mRNA-Konzentration der sekretorischen
Phospholipase A2

In der Abbildung 3.3 ist die Aktivität der sPLA2 und in der Abbildung 3.4 auf der
nächsten Seite ist die relative mRNA-Konzentration der sPLA2 dargestellt.

Die sPLA2-Aktivität der Zellen, die 24 h mit 5 bzw. 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA
inkubiert wurden, war signifikant niedriger als die sPLA2-Aktivität der Kontrollzellen.
Die Aktivität der sPLA2 der mit 50 µmol/l trans-10, cis-12 CLA inkubierten Endothel-
zellen war tendenziell (P<0,1) niedriger als die sPLA2-Aktivität der unbehandelten
Zellen.
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Abb. 3.3: Aktivität der sekretorischen Phospholipase A2 in den HAoEC.
Die Endothelzellen wurden nach der Behandlung in Medium ohne CLA (Kontrolle) bzw. mit
5 oder 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA bzw. trans-10, cis-12 CLA für 24 h in HBSS für 1 h
inkubiert. Mittelwerte±SD für mindestens sechs unabhängige Experimente. Mittelwerte mit
unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden mit P< 0,05.

Die Zellen, die mit 50 µmol/l der CLA-Isomere behandelt wurden, hatten im Vergleich
zu den Kontrollzellen eine geringere relative mRNA-Konzentration der sPLA2. Die
mit 5 µmol/l der CLA-Isomere behandelten Zellen unterschieden sich in der mRNA-
Konzentration der sPLA2 nicht signifikant von den unbehandelten Endothelzellen.
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Abb. 3.4: Relative mRNA-Konzentration der sekretorischen Phospholipase A2 in den HAoEC.
Die Endothelzellen wurden nach der Behandlung in Medium ohne CLA (Kontrolle) bzw. mit
5 oder 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA bzw. trans-10, cis-12 CLA für 24 h in HBSS für 1 h
inkubiert. Mittelwerte ± SD für mindestens sechs unabhängige Experimente. Kontrolle = 100 %.
Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden mit P< 0,05.

3.1.9 Eicosanoidbildung

3.1.9.1 Freisetzung der Eicosanoide 6-keto PGF1α, TXB2, PGE2 und PGF2α

In Tabelle 3.7 auf der nächsten Seite sind die Mengen der Eicosanoide 6-keto PGF1α

(Index für PGI2), TXB2 (Index für TXA2), PGE2 und PGF2α im HBSS-Überstand
abgebildet.

Die Zellen, die mit 5 µmol/l cis-9, trans-11 CLA behandelt wurden, unterschieden
sich in den Mengen der gemessenen Eicosanoide nicht von den Kontrollzellen. Nur die
Menge des 6-keto PGF1α war im Überstand der mit 5µmol/l trans-10, cis-12 CLA
inkubierten Zellen etwas geringer als im Überstand der unbehandelten Zellen. Die
mit 50µmol/l cis-9, trans-11 bzw. trans-10, cis-12 CLA inkubierten Zellen zeigten
gegenüber den Kontrollzellen eine verminderte Bildung aller gemessenen Eicosanoide.

Es kam jedoch zu keiner signifikanten Veränderung des Verhältnisses von 6-keto PGF1α

zu TXB2 bzw. PGI2 zu TXA2.
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Tab. 3.7: Mengen der freigesetzten Eicosanoide aus den HAoEC in HBSS.1,2,3

Kontrolle cis-9, trans-11 CLA trans-10, cis-12 CLA

5 µmol/l 50 µmol/l 5 µmol/l 50 µmol/l

fmol/106 Zellen

6-keto-PGF1α 227± 99a 216± 88a 48± 19b 99± 50b 60± 17b

TXB2 241± 137a 275± 132a 53± 23b 176± 89ab 100± 49b

PGE2 1218± 446a 1022± 465a 312± 101c 862± 563ab 489± 227bc

PGF2α 1342± 236a 1363± 409a 654± 296c 1111± 501ab 694± 331bc

6-keto-PGF1α/TXB2 0,92 ± 0,40 0,82± 0,30 1,05 ± 0,51 0,60± 0,35 0,86 ± 0,11

1Die Endothelzellen wurden nach der Behandlung in Medium ohne CLA (Kontrolle) oder mit 5 bzw.
50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA- bzw. trans-10, cis-12 CLA für 24 h in HBSS für 1 h inkubiert.

2Mittelwerte ±SD für mindestens vier unabhängige Experimente.
3Ergebnisse in einer Reihe mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden mit P< 0,05.

3.1.9.2 Relative mRNA-Konzentrationen der Cyclooxygenase-1 und -2

In den Abbildungen 3.5 auf der nächsten Seite sind die mRNA-Konzentrationen der
COX-1 und COX-2 dargestellt.

Die Zellen, die mit 5 µmol/l cis-9, trans-11 CLA behandelt wurden, hatten eine
signifikant höhere relative mRNA-Konzentration der COX-1 als die Kontrollzellen.
Die relative mRNA-Konzentration dieses Enzyms war in den Endothelzellen, die mit
50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA, 5 und 50 µmol/l trans-10, cis-12 CLA inkubiert wurden,
nicht signifikant verschieden von der mRNA-Konzentration in den unbehandelten
Zellen.

Die relative mRNA-Konzentration der COX-2 der Endothelzellen, die mit 50 µmol/l
cis-9, trans-11 CLA behandelt wurden, waren signifikant niedriger als jene in den
unbehandelten Zellen. Eine ähnliche Tendenz war bei den Zellen, die mit 50 µmol/l
trans-10, cis-12 CLA behandelt wurden, zu beobachten (P< 0,1). Keine Unterschiede
in der mRNA-Konzentration des Enzyms zeigten sich zwischen den mit 5µmol/l der
CLA-Isomere inkubierten Zellen und den Kontrollzellen.
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Abb. 3.5: Relative mRNA-Konzentrationen der Cyclooxygenase-1 (A) und Cyclooxygenase-2 (B)
in den HAoEC.
Die Endothelzellen wurden nach der Behandlung in Medium ohne CLA (Kontrolle) bzw. mit
5 oder 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA bzw. trans-10, cis-12 CLA für 24 h in HBSS für 1 h
inkubiert. Mittelwerte ± SD für mindestens sechs unabhängige Experimente. Kontrolle = 100 %.
Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden mit P< 0,05.
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3.1.10 Bildung des NO

3.1.10.1 Freisetzung von Nitrat und Nitrit

In Abbildung 3.6 ist die Menge von Nitrat und Nitrit, die für das NO gemessen wurden,
dargestellt.

Die Zellen, die 24 h mit 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA, 5 bzw. 50 µmol/l trans-10, cis-12
CLA behandelt wurden, setzten während einer 1 h Inkubation weniger Nitrat und Nitrit
in HBSS frei als die Kontrollzellen. Kein Unterschied der Nitrat- und Nitritmenge
zeigte sich zwischen den mit 5 µmol/l cis-9, trans-11 CLA inkubierten Zellen und den
unbehandelten Zellen.
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Abb. 3.6: Menge des freigesetzten Nitrat und Nitrit aus den HAoEC in HBSS.
Die Endothelzellen wurden nach der Behandlung in Medium ohne CLA (Kontrolle) bzw. mit 5
oder 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA bzw. trans-10, cis-12 CLA für 1 h in HBSS inkubiert. Mittel-
werte ± SD für sechs unabhängige Experimente. Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben
sind signifikant verschieden mit P< 0,05.
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3.1.10.2 Relative mRNA-Konzentration der endothelialen NO-Synthase

In Abbildung 3.7 ist die relative mRNA-Konzentration der eNOS dargestellt.

Zwischen den Kontrollzellen und den mit 5 bzw. 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA oder
50 µmol/l trans-10, cis-12 CLA behandelten Zellen gab es keinen signifikanten Un-
terschied in der relativen mRNA-Konzentration der eNOS. Lediglich in den Endo-
thelzellen, die mit 5µmol/l trans-10, cis-12 CLA inkubiert wurden, war die relative
mRNA-Konzentration der eNOS höher als in den unbehandelten Endothelzellen.
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Abb. 3.7: Relative mRNA-Konzentration der der endothelialen NO-Synthase in den HAoEC.
Die Endothelzellen wurden nach der Behandlung in Medium ohne CLA (Kontrolle) bzw. mit
5 oder 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA bzw. trans-10, cis-12 CLA für 24 h in HBSS für 1 h
inkubiert. Mittelwerte ± SD für mindestens sechs unabhängige Experimente, Kontrolle = 100 %.
Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden mit P< 0,05.

3.1.11 Freisetzung des Endothelin-1

Die Menge des ET-1 im HBSS der HAoEC ist in Abbildung 3.8 auf der nächsten Seite
dargestellt.

Generell waren die Mengen des freigesetzten ET-1 aus den HAoEC in HBSS nach einer
1-stündigen Inkubation sehr gering. Die Zellen, die mit 50µmol/l cis-9, trans-11 CLA
behandelt wurden, setzten signifikant weniger ET-1 als die Kontrollzellen frei; eine
ähnliche Tendenz wurde für die mit trans-10, cis-12 CLA inkubierten Zellen beobachtet
(P< 0,1).
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Abb. 3.8: Menge des freigesetzten Endothelin-1 aus den HAoEC in HBSS.
Die Endothelzellen wurden nach der Behandlung in Medium ohne CLA (Kontrolle) bzw.
mit 5 oder 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA bzw. trans-10, cis-12 CLA für 24 h in HBSS
für 1 h inkubiert. Mittelwerte±SD für sechs unabhängige Experimente. Mittelwerte mit
unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden mit P< 0,05.

3.2 Einfluss von cis-9, trans-11 CLA, trans-10, cis-12 CLA und

Linolsäure auf proinflammatorische Parameter in

TNFα-stimulierten HAoEC

3.2.1 Zellvitalität und Proteingehalt

In Tabelle 3.8 auf der nächsten Seite ist der Einfluss der CLA-Isomere, der LA und des
TNFα auf die Vitalität und den Proteingehalt der Endothelzellen abgebildet.

Die 24-stündige Inkubation der Endothelzellen mit cis-9, trans-11 CLA, trans-10,
cis-12 CLA sowie LA und die 4 h-Stimulation mit TNFα hatte keinen Einfluss auf die
Zellvitalität, die mit dem MTT-Test bestimmt wurde.

Für die Untersuchung der PPARγ-DNA-Bindungsaktivität wurde die Zellvitalität der
mit Troglitazon behandelten Endothelzellen gemessen. Die Vitalität der HAoEC, die
mit 10 µmol/l Troglitazon für 24 h inkubiert wurden, unterschied sich nicht von den
Kontrollzellen und der Vehikelkontrolle (0,1 % DMSO).
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Zwischen den HAoEC, die in Medium ohne (Kontrolle mit TNFα) bzw. mit cis-9,
trans-11 CLA, trans-10, cis-12 CLA oder LA inkubiert und anschließend mit TNFα

stimuliert wurden, und den nicht behandelten Zellen (Kontrolle ohne TNFα) gab es
keinen Unterschied im Proteingehalt.

Tab. 3.8: Zellvitalität und Proteingehalt der TNFα-stimulierten HAoEC.1,2

Kontrolle cis-9, trans-11 CLA trans-10, cis-12 CLA LA

5 µmol/l 50 µmol/l 5 µmol/l 50 µmol/l 5 µmol/l 50 µmol/l

% der unstimulierten Kontrolle

Zellvitalität3 112± 13 94 ± 7 98± 23 102± 7 95± 2 107± 16 103± 13
Proteingehalt3 112± 10 104 ± 8 111± 6 113± 11 111± 9 110± 16 102± 10

1Die Endothelzellen wurden in Medium ohne CLA und LA (Kontrolle) oder mit 5 bzw. 50 µmol/l cis-9,
trans-11 CLA, trans-10, cis-12 CLA und LA für 20 h inkubiert und für 4 h ohne (Kontrolle ohne TNFα)
bzw. mit 2 ng/ml TNFα stimuliert.

2Mittelwerte ±SD für mindestens drei unabhängige Experimente.
3Kontrolle ohne TNFα =100± 0 %

3.2.2 Expression der Adhäsionsmoleküle ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin

Die Wirkung von TNFα und den verwendeten Fettsäuren auf die Oberflächenexpression
von ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin ist in den Abbildungen 3.9 auf Seite 55 (A–C)
dargestellt.

Die Stimulation der HAoEC mit 2 ng/ml TNFα für 4 h bewirkte im Vergleich zu den
unstimulierten Kontrollzellen einen Anstieg der Expression aller gemessenen Adhäsions-
moleküle. Zwischen den stimulierten Endothelzellen, die mit 50 µmol/l cis-9, trans-11
CLA, 5 oder 50 µmol/l trans-10, cis-12 CLA behandelt wurden, gab es im Vergleich
zu den stimulierten Kontrollzellen keinen Unterschied in der Expression von ICAM-1
und VCAM-1. Die Expression des ICAM-1 war bei den TNFα-stimulierten Zellen, die
mit 5 bzw. 50µmol/l LA inkubiert wurden, signifikant höher als die Expression dieses
Adhäsionsmoleküls in den TNFα-stimulierten Kontrollzellen. Die Zytokin-stimulierten
Endothelzellen, die mit 5 µmol/l cis-9, trans-11 CLA behandelt wurden, exprimierten
im Vergleich zu den Zytokin-stimulierten Kontrollzellen signifikant weniger VCAM-
1. Die TNFα-stimulierten Kontrollzellen unterschieden sich nicht signifikant in der
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Expression des Adhäsionsmoleküls E-Selektin von den TNFα-stimulierten CLA- bzw.
LA-behandelten HAoEC.
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(Fortsetzung Abbildungen 3.9 auf der nächsten Seite)
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Abb. 3.9: Expression der Adhäsionsmoleküle ICAM-1(A), VCAM-1 (B) und E-Selektin (C) auf
den HAoEC.
Die Endothelzellen wurden in Medium ohne CLA und LA (Kontrolle) oder mit 5 bzw. 50 µmol/l
cis-9, trans-11 CLA, trans-10, cis-12 CLA oder LA für 20 h inkubiert und anschließend ohne
(Kontrolle ohne TNFα) bzw. mit 2 ng/ml TNFα für 4 h stimuliert. Mittelwerte±SD für vier
unabhängige Experimente. Kontrolle (+TNFα) = 100 ± 0 %. Mittelwerte mit unterschiedlichen
Buchstaben sind signifikant verschieden mit P< 0,05.

3.2.3 Freisetzung der Chemokine MCP-1 und Interleukin-8

Die Wirkung von TNFα und den Fettsäuren auf die Freisetzung der Chemokine MCP-1
und IL-8 ist in den Abbildungen 3.10 auf der nächsten Seite (A und B) dargestellt.

Die Zellen, die mit 2 ng/ml TNFα für 4 h behandelt wurden, zeigten im Vergleich zu
den unstimulierten Kontrollzellen eine signifikant höhere Freisetzung von MCP-1 und
IL-8. Die Menge des aus den HAoEC freigesetzten IL-8 war allgemein höher als die
Menge des aus den HAoEC freigesetzten MCP-1.

Die stimulierten Endothelzellen, die mit 5 oder 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA, trans-10,
cis-12 CLA bzw. LA behandelt wurden, unterschieden sich in der Freisetzung der
beiden Chemokine kaum von den stimulierten Kontrollzellen. Lediglich die Menge an
freigesetztem MCP-1 aus den Zellen, die mit 5 µmol/l cis-9, trans-11 CLA behandelt
wurden, war im Vergleich zu jener Menge der TNFα-stimulierten Kontrollzellen erhöht.
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Die TNFα-stimulierten CLA- bzw. LA-behandelten Zellen unterschieden sich nicht
signifikant in der IL-8-Freisetzung von den Zytokin-stimulierten Kontrollzellen.
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Abb. 3.10: Mengen der freigesetzten Chemokine MCP-1 (A) und Interleukin-8 (B) aus den
HAoEC.
Die Endothelzellen wurden in Medium ohne CLA und LA (Kontrolle) oder mit 5 bzw 50 µmol/l
cis-9, trans-11 CLA, trans-10, cis-12 CLA oder LA für 20 h inkubiert und anschließend ohne
(Kontrolle ohne TNFα) bzw. mit 2 ng/ml TNFα für 4 h stimuliert. Mittelwerte±SD für
mindestens vier unabhängige Experimente. Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben
sind signifikant verschieden mit P< 0,05.
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3.2.4 Adhäsion der Monozyten U937 an die HAoEC

Der Effekt von TNFα und den verschiedenen Fettsäuren auf die Adhäsion von U937
Monozyten an die HAoEC ist in Abbildung 3.11 dargestellt.

Die Adhäsion der Monozyten an die Zellen, die mit 2 ng/ml TNFα für 4 h behandelt
wurden, war höher als die Monozytenadhäsion an die unstimulierten Kontrollzellen. Es
gab jedoch zwischen den stimulierten Kontrollzellen und den stimulierten Zellen, die
mit 5 bzw. 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA, trans-10, cis-12 CLA oder LA behandelt
wurden, keinen signifikanten Unterschied in der Monozytenadhäsion.
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Abb. 3.11: Adhäsion der Monozyten U937 an die HAoEC.
Die Endothelzellen wurden im Medium ohne CLA und LA (Kontrolle) oder mit 5 bzw. 50 µmol/l
cis-9, trans-11 CLA, trans-10, cis-12 CLA oder LA für 20 h inkubiert und anschließend ohne
(Kontrolle ohne TNFα) bzw. mit 2 ng/ml TNFα für 4 h stimuliert stimuliert. Mittelwerte ± SD
für mindestens vier unabhängige Experimente. Kontrolle (+TNFα) = 100 ± 0 %. Mittelwerte
mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden mit P< 0,05.
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3.2.5 DNA-Bindungsaktivität der Untereinheiten p50 und p65 des
Transkriptionsfaktors NF-κB

In den Abbildungen 3.12 auf der nächsten Seite (A und B) ist der Effekt von TNFα

und den verschiedenen Fettsäuren auf die DNA-Bindungsaktivität von p50 und p65
der NF-κB-Familie in den HAoEC dargestellt.

Die Aktivitäten der Untereinheiten p50 und p65 waren durch die Behandlung der Zellen
mit 2 ng/ml TNFα im Vergleich zu den Aktivitäten der unstimulierten Kontrollzellen
erhöht. Jedoch unterschieden sich die TNFα-stimulierten Kontrollzellen in der Aktivität
der NF-κB-Untereinheiten p50 und p65, mit einer Ausnahme, nicht von der Aktivität
der Zellen, die mit 5 bzw. 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA, trans-10, cis-12 CLA oder
LA behandelt wurden. Nur die Aktivität des p50 der Zellen, die mit 50µmol/l cis-
9, trans-11 CLA inkubiert wurden, war signifikant höher als die Aktivität dieser
NF-κB-Untereinheit der stimulierten Kontrollzellen.
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Abb. 3.12: DNA-Bindungsaktivität des p50 (A) und des p65 (B) der NF-κB-Familie in den
HAoEC.
Die Endothelzellen wurden in Medium ohne CLA und LA (Kontrolle) oder mit 5 bzw. 50 µmol/l
cis-9, trans-11 CLA, trans-10, cis-12 CLA oder LA für 20 h inkubiert und anschließend ohne
(Kontrolle ohne TNFα) bzw. mit 2 ng/ml TNFα für 4 h stimuliert. Mittelwerte ± SD für vier
unabhängige Experimente. Kontrolle (+TNFα) = 100 ± 0 %. Mittelwerte mit unterschiedlichen
Buchstaben sind signifikant verschieden mit P< 0,05.
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3.2.6 DNA-Bindungsaktivität des Transkriptionfaktors PPARγ

In Abbildung 3.13 ist der Effekt von TNFα und den verschiedenen Fettsäuren auf die
DNA-Bindungsaktivität von PPARγ in den HAoEC dargestellt.

Die Behandlung der HAoEC mit 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA, trans-10, cis-12
CLA, LA bzw. 10 µmol/l des PPARγ-Liganden Troglitazon führte im Vergleich zu
den unstimulierten und den TNFα-stimulierten Kontrollzellen zu einer leichten, aber
signifikanten, Erhöhung der DNA-Bindungsaktivität des PPARγ.
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Abb. 3.13: DNA-Bindungsaktivität des PPARγ in den HAoEC.
Die Endothelzellen wurden in Medium ohne CLA und LA (Kontrolle) oder mit 5 bzw.
50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA, trans-10, cis-12 CLA, LA oder 10 µmol/l Troglitazon (TRO)
für 20 h inkubiert und anschließend ohne (Kontrolle ohne TNFα) bzw. mit 2 ng/ml TNFα
für 4 h stimuliert. Mittelwerte±SD für mindestens drei unabhängige Experimente. Kon-
trolle (+TNFα) = 100 ± 0 %. Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant
verschieden mit P< 0,05.
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Den CLAs werden viele physiologisch positive Eigenschaften zugesprochen, unter ande-
rem dass sie Prozesse, die im Zusammenhang mit Atherosklerose stehen, beeinflussen
(Lee et al. 1994; Nicolosi et al. 1997; Kritchevsky et al. 2000; Stangl 2000a, b;
Sher et al. 2003; Toomey et al. 2003). Die Atherosklerose ist die grundlegende
Ursache für kardiovaskuläre Erkrankungen, derzeit die Haupttodesursachen in den
meisten Industrieländern. Die Entstehung der Atherosklerose-Risikofaktoren Überge-
wicht, Fettstoffwechselstörungen, Bluthochdruck und Diabetes mellitus werden durch
die Ernährung entscheidend beeinflusst (Biesalski u. Grimm 1999; Leitzmann et al.
2001; Libby 2002; Monaco u. Paleolog 2004).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, den Einfluss der CLA-Isomere cis-9, trans-
11 CLA und trans-10, cis-12 CLA auf atheroskleroserelevante Parameter, vasoaktive
Substanzen und proinflammatorische Parameter, in humanen arteriellen Endothellzellen
zu untersuchen.

Für die Untersuchungen der Wirkung der CLAs auf die Freisetzung vasoaktiver Sub-
stanzen wurden die HAoEC mit 5 bzw. 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA bzw. trans-10,
cis-12 CLA für 24 h bei 37 ℃ inkubiert. Zellzahl, Zellvitalität und Proteingehalt wurden
bestimmt, um Aussagen über den Einfluss der CLA-Isomere auf die Lebensfähigkeit
und das Wachstumsverhalten der Endothelzellen treffen zu können. Zudem wurden die
unbehandelten und die CLA-behandelten Zellen mikroskopisch miteinander nach Form
und Größe verglichen. Für die Untersuchungen der proinflammatorischen Parameter
wurden die Endothelzellen mit 5 bzw. 50 µmol/l der beiden CLA-Isomere bzw. der
LA für 20 h bei 37℃ inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit 2 ng/ml TNFα

für 4 h bei 37℃ stimuliert, um eine inflammatorische Situation hervorzurufen. Auch
hier wurden die Zellvitalität und der Proteingehalt gemessen, um neben dem Einfluss
der beiden CLA-Isomere und der LA auch einen möglichen Einfluss des TNFα, das in
höheren Konzentrationen zytotoxisch wirken kann, zu untersuchen.
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Bei beiden untersuchten Teilfragen wurden keine signifikanten Veränderungen der Le-
bensfähigkeit und des Wachstumsverhaltens (Zellvitalität, Zellzahl und Proteingehalt)
zwischen Kontrollzellen und den mit CLA-, LA- und bzw. oder TNFα-behandelten
Endothelzellen beobachtet. Bezüglich der morphologischen Eigenschaften (Form, Grö-
ße) unterschieden sich die unbehandelten nicht von den Fettsäure- und bzw. oder
Zytokin-behandelten HAoEC. Es wurde aber festgestellt, dass in den Endothelzellen,
die mit 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA bzw. trans-10, cis-12 CLA inkubiert wurden,
im Vergleich zu den Kontrollzellen vermehrt kleine Einschlüsse, dunklen Körnchen
ähnlich, erkennbar waren. Ähnliche Beobachtungen wurden bereits in Studien mit
verschiedenen Zellmodellen, die mit unterschiedlichen Fettsäuren behandelt wurden,
gemacht (Schneeberger et al. 1971; Spector et al. 1981; Simon et al. 1982). In
bovinen Endothelzellen der Aorta (BAEC) wurden kleine Einschlüsse nachgewiesen,
nachdem die Zellen mit AA inkubiert wurden. Bei diesen Einschlüssen handelte es
sich möglicherweise um Triglyceridtröpfchen im Zytoplasma, in denen die zugegebe-
ne Fettsäure akkumulierte. Denn nach dem Entfernen des fettsäurereichen Mediums
sank die zelluläre Triglyceridkonzentration und die Tröpfchen im Zytoplasma waren
zurückgebildet. Wie in der vorliegenden Studie beobachteten die Autoren keine wei-
teren Veränderungen der morphologischen Eigenschaften, des Zellwachstums und der
Zellvitalität der Fettsäure-behandelten Endothelzellen (Denning et al. 1983).

Daher lässt sich schlussfolgern, dass die im Folgenden diskutierten Effekte der Fettsäure-
und bzw. oder Zytokin-Behandlung auf die atheroskleroserelevanten Parameter nicht
Folge einer veränderten Zellvitalität bzw. eines veränderten Zellwachstums waren.

4.1 Einfluss der cis-9, trans-11 CLA und trans-10, cis-12 CLA

auf die Bildung vasoaktiver Substanzen in HAoEC

Der Endothelschicht, als dynamische Schnittstelle zwischen Gefäßwand und zirkulieren-
dem Blut, kommt bei der Aufrechterhaltung des vaskulären Gleichgewichts der Gefäße
aufgrund der Produktion und der Freisetzung von Vasodilatatoren bzw. -konstriktoren
wie den Eicosanoiden, dem NO und dem ET-1 eine bedeutende Rolle zu (Vogel et al.
1997; Kunsch u. Medford 1999; Price u. Loscalzo 1999; Toborek u. Kaiser

1999; Pearson 2000; Coen et al. 2004). Im gesunden Endothel überwiegt die Vasodi-
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latation gegenüber der Vasokonstriktion (Toborek u. Kaiser 1999). Störungen der
vaskulären Homöostase sind stark verbunden mit der Pathogenese der Atherosklerose.
Zum einen kann eine verstärkte Vasokonstriktion, als ein bedeutender Faktor bei der
Entstehung von Atherosklerose, zu einer erhöhten Beanspruchung und dadurch zu
Verletzungen der Gefäßwand führen. Zum anderen kommt es während der Entwicklung
der Atherosklerose durch die Inaktivierung der vasodilatatorischen Substanzen zu einer
Abschwächung der endothelialen Relaxation der Gefäßwand (Lüscher u. Noll 1995;
Pearson 2000).

4.1.1 Anteile der verwendeten CLA-Isomere in den Gesamtlipiden und den
Phospholipidfraktionen PE und PC

Die Bestimmung der Anteile der beiden CLA-Isomere in den Gesamtlipiden und
den Phospholipidfraktionen gab Aufschluss über das Ausmaß der Inkorporierung des
jeweiligen CLA-Isomeres in die Lipide der Endothelzellen.

Bei Fütterungsversuchen mit Ratten und Mäusen wurde nachgewiesen, dass durch
eine CLA-angereicherte Diät die CLAs konzentrationsabhängig in die Gesamtlipide
verschiedener Gewebe eingebaut wurden (Banni et al. 1999b; Kavanaugh et al. 1999).
Auch in vitro-Studien mit HepG2-Zellen und RAW264.7 Makrophagen zeigten eine
dosisabhängige Inkorporierung an CLAs in die Lipide der Zellen (Eder et al. 2002;
Cheng et al. 2004).

In den Versuchen der vorliegenden Arbeit führte die Inkubation der HAoEC für 24 h
mit beiden CLA-Isomeren auch zu einer konzentrationsabhängigen Inkorporierung des
jeweiligen CLA-Isomers in die Gesamtlipide und die beiden Phospholipidfraktionen PC
und PE. Dabei waren die Konzentrationen der CLAs in den beiden Phospholipidfraktio-
nen der Endothelzellen, die mit 5 µmol/l beider CLA-Isomere für 24 h inkubiert wurden,
annähernd gleich. Die nachgewiesenen CLA-Konzentrationen in den Gesamtlipiden
sowie in den Phospholipiden der mit 5 µmol/l CLA-behandelten Endothelzellen lagen
in einem Bereich, wie er auch in Gesamtlipiden bzw. Phospholipiden von verschiedenen
Tiergeweben nach CLA-Fütterung nachgewiesen wurde (zwischen 0,7 und 2 g/100 g
Gesamtfettsäuren) (Banni et al. 1999a, b; Hayek et al. 1999; Kavanaugh et al. 1999;
Poulos et al. 2001; Lin et al. 2004).
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Die Inkubation der HAoEC mit 50 µmol/l beider CLA-Isomere für 24 h führte zu sehr
hohen Konzentrationen der CLAs in den Gesamtlipiden der Zellen, die jenen Anteilen
in den Gesamtlipiden muriner Makrophagen nach der Behandlung mit 200 µmol/l CLA
entsprach (Cheng et al. 2004). Jedoch zeigten Studien mit anderen Zellmodellen trotz
höherer Inkubationskonzentrationen an cis-9, trans-11 CLA bzw. trans-10, cis-12 CLA,
im Vergleich zu den Ergebnissen der eigenen Untersuchung, geringere Aufnahmen des
jeweiligen CLA-Isomeres in die Gesamtlipide der Zellen (Eder et al. 2002; Weldon

et al. 2004). So ist zu vermuten, dass die Inkorporierung der CLA-Isomere zelltyp-
spezifisch ist und HAoEC effektiv mehr CLAs in ihre Zelllipide einbauen können als
andere Zellen. Durch die Behandlung der HAoEC mit 50 µmol/l beider CLA-Isomere
kam es weiterhin zu hohen Konzentrationen an cis-9, trans-11 CLA und trans-10,
cis-12 CLA in der PC-Fraktion, die doppelt so hoch bzw. dreifach höher waren als
in der PE-Fraktion. Dies geht mit den Beobachtungen der Studie von Banni et al.
(2001) konform, bei der Ratten eine Diät mit CLA-angereicherter Butter erhielten.
Dabei wurden in der PC-Fraktion der Leber 2,5 mal höhere CLA-Konzentrationen als
in der PE-Fraktion der Leber nachgewiesen. Die bevorzugte Aufnahme der CLAs in PC
zeigen, dass die Höhe der Inkorporierung der CLAs von den einzelnen Phospholipiden
abhängig ist. Darüber wurde bereits in verschiedenen Studien berichtet (Du et al. 1999;
Stangl 2000b; Lee et al. 2005). Weiterhin ist das Ausmaß der Aufnahme der CLAs
in die Zelllipide, neben deren Konzentration und der Inkubationszeit, möglicherweise
auch von dem eingesetzten CLA-Isomer bzw. -Gemisch und der Darreichungsform der
CLAs (Albumin-gebunden oder als Na+-Salz, frei oder verestert) abhängig (Eder et al.
2002; Cheng et al. 2004).

Zudem ist anzumerken, dass solch hohe CLA-Konzentrationen, wie sie in den Zelllipiden
der HAoEC der vorliegenden Arbeit gemessen wurde, bisher nicht in Human- und
Tierstudien nachgewiesen wurden. Zum Beispiel lagen im Fettgewebe und im Serum
von Männern, die als cis-9, trans-11 CLA-Quelle eine milchfettreiche Kost erhielten,
die mittleren Konzentrationen dieses CLA-Isomers bei 0,5 g bzw. 0,25 g pro 100 g
Gesamtfettsäuren (Jiang et al. 1999). In den Lebern von Mäusen, deren Diät 10 g
CLAs pro kg enthielt, waren die CLA-Konzentrationen in den Neutrallipiden und
Phospholipiden kleiner als 2 g pro 100 g der Gesamtfettsäuren (Hayek et al. 1999).

Die Literaturbefunde und die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen vermuten,
dass die Inkubation der Endothelzellen mit 5µmol/l beider CLA-Isomere zu phy-
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siologisch relevanten CLA-Konzentrationen in Gewebelipiden führt, die auch durch
CLA-Supplementierung bzw. -angereicherte Diäten in in vivo-Studien erreicht werden
können. Die Anteile der beiden CLA-Isomere in den Gesamtlipiden und den Phospholi-
piden durch die Behandlung der HAoEC mit 50 µmol/l waren sehr viel höher als bisher
im Gewebe bei in vivo-Versuchen nachgewiesen wurde. Jedoch können im Blut von
Nicht-Vegetariern durchaus CLA-Konzentrationen von 20–70µmol/l erreicht werden
(Forgerty et al. 1988). Dies zeigt, dass auch die verwendete CLA-Konzentration von
50 µmol/l in einem physiologisch relevanten Bereich liegt.

4.1.2 Die Eicosanoidsynthese

Untersuchungen deuten darauf hin, dass CLAs durch die Inkorporierung in die Zelllipide
senkend auf die AA-Konzentration wirken, was zu einer Verminderung der Eicosanoid-
synthese führt (Agatha et al. 2004; Cheng et al. 2004). Die vorliegende Studie
zeigte erstmalig, dass die CLA-Isomere cis-9, trans-11 CLA bzw. trans-10, cis-12
CLA in HAoEC auf verschiedene Faktoren, die für die Eicosanoidsynthese bedeutend
sind, wirken. Welchen Einfluss die Aufnahme der CLA-Isomere in die Zelllipide der
Endothelzellen auf diese Faktoren im Einzelnen ausübte, wird in diesem Kapitel
diskutiert.

Die Endothelzellen regulieren den Gefäßtonus durch die Produktion und die Freisetzung
von Relaxations- und Konstriktionsfaktoren, z. B. den Eicosanoiden. Eicosanoide sind
biologische Signalmoleküle, die als lokale Botenstoffe in unmittelbarer Umgebung der
sie erzeugenden Zellen wirken. Sie sind Derivate mehrfach ungesättigter C20-Fettsäuren,
insbesondere von AA (C20:4 n-6). Durch hormonelle und andere Signale wird AA durch
PLA2 aus den Membranphospholipiden freigesetzt. AA wird unter dem Einfluss von
COX zu Prostaglandinen und Thromboxanen der Serie 2 metabolisiert (Koolman u.
Röhm 1998; Lehninger et al. 1998; Toborek u. Kaiser 1999; Rehner u. Daniel

2002; Kasper 2004) (siehe Abb. 4.1 auf Seite 77).

Im Endothel wirken die Eicosanoide PGI2 und TXA2 bei der Regulierung des Ge-
fäßtonus als Antagonisten. PGI2 ist einer der wichtigsten Vasodilatatoren, dessen
bedeutendster Gegenspieler das TXA2, ein Vasokonstriktor, ist. Weiterhin hemmt
PGI2 die Blutplättchenaggregation, während TXA2 diese fördert. Auch die Eicosanoide
PGE2 und PGF2α wurden bereits in verschiedenen Endothelzelltypen nachgewiesen
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(Schrör 1985; Karlson et al. 1994; Löffler u. Petrides 1997; Urquhart et al.
2001). PGE2 ist ein schwächerer Vasodilatator des Endothels (Moncada u. Vane

1984; Maclouf et al. 1998). PGF2α hingegen ist ein schwacher Vasokonstriktor, der
nur in höheren Dosen wirksam ist und teilweise antagonistisch auf PGE2 wirkt (Forth

et al. 1998).

Diverse Studien an Zellsystemen, wie murinen Makrophagen, Hepatomazellen von
Ratten und mononukleäre Zellen des peripheren Bluts vom Schwein, die mit einzelnen
CLA-Isomeren bzw. CLA-Gemischen inkubiert wurden, setzten gegenüber den unbehan-
delten Zellen weniger PGE2 frei (Iwakiri et al. 2002; Yamasaki et al. 2002; Yu et al.
2002; Cheng et al. 2004; Changhua et al. 2005). Aber auch in tierexperimentellen
Studien mit Ratten, Schweinen und Mäusen, die CLA-Diäten erhielten, wurde eine
Reduzierung der PGE2- bzw. PGF2α-Freisetzung nachgewiesen (Sugano et al. 1998;
Hayek et al. 1999; Kavanaugh et al. 1999; Harris et al. 2001; Yamasaki et al.
2002; Changhua et al. 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der beiden CLA-Isomere cis-9, trans-11
CLA und trans-10, cis-12 CLA auf die Freisetzung der Eicosanoide PGI2, PGE2, PGF2α

und TXA2 aus den HAoEC untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass die Endothelzel-
len, die mit 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA oder trans-10, cis-12 CLA inkubiert wurden,
deutlich weniger Eicosanoide freisetzten als die unbehandelten Endothelzellen. In frühe-
ren Studien mit CLA behandelten humanen venösen Endothelzellen wurde bereits ein
Effekt dieser konjugierten Fettsäuren auf die Freisetzung verschiedener Eicosanoide aus
den Zellen beobachtet (Urquhart et al. 2002; Torres-Duarte u. Vanderhoek

2003). Der Versuch von Torres-Duarte u. Vanderhoek (2003) zeigte eine Reduzie-
rung der Thrombin-stimulierten Freisetzung von PGI2 aus den Endothelzellen durch die
Isomere cis-9, trans-11 CLA und trans-10, cis-12 CLA, während die Zellen, die nicht
mit Thrombin stimuliert wurden, mehr PGI2 freisetzten. Dies lässt vermuten, dass
die Effekte der CLAs für stimulierte und unstimulierte Zellen verschieden sein können.
Jedoch verminderte die Behandlung mit 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA bzw. trans-10,
cis-12 CLA sowohl die mit Calcium-Ionophor A23187 stimulierte als auch die basale
Bildung verschiedener Eicosanoide in humanen venösen Endothelzellen (Urquhart

et al. 2002). Auch in einer Studie mit BAEC hatten CLAs einen senkenden Effekt
auf die 6-keto PGF1α-Menge im Medium (Coen et al. 2004). Die Ergebnisse dieser
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beiden Studien sind mit den Befunden der eigenen Arbeit vergleichbar (Urquhart

et al. 2002; Coen et al. 2004).

Wie bereits beschrieben, sind PGI2, PGE2, PGF2α und TXA2 Mitglieder der Eicosa-
noidfamilie der Serie 2 und werden aus der AA in den Endothelzellen gebildet (Voet u.
Voet 1994; Michal 1998). Studien mit verschiedenen Zellsystemen und Tiermodellen
zeigen, dass CLAs senkend auf die AA-Konzentration in Zell- und Gewebelipiden
wirken (Stangl 2000a; Poulos et al. 2001; Raes et al. 2002; Yang et al. 2002;
Agatha et al. 2004; Cheng et al. 2004). Auch in der vorliegenden Arbeit war die
AA-Konzentration in den Phospholipiden und den Gesamtlipiden der CLA-behandelten
Endothelzellen dosisabhängig vermindert. Urquhart et al. (2002) fanden heraus, dass
die CLA-Isomere die AA-Inkorporierung in die Phospholipide von humanen Endo-
thelzellen reduzierten. Dies lässt darauf schließen, dass die verminderte Bildung der
Eicosanoide auf eine geringere Verfügbarkeit der AA, als Vorstufe der Eicosanoide, aus
den Phospholipiden der Endothelzellen zurückgeführt werden kann.

Die AA wird, wie bereits erwähnt, für die Eicosanoidsynthese aus den Membranphos-
pholipiden durch PLA2 freigesetzt (Toborek u. Kaiser 1999). PLA2 katalysieren
die Hydrolyse von Esterbindungen an der sn-2-Position der Membranphospholipide
(Dennis 1994; Yuan et al. 1995; Cupillard et al. 1997; Öst et al. 1998; Rizzo

et al. 2000). Abhängig von ihrem Molekulargewicht werden die PLA2 in zwei Grup-
pen untergliedert, die niedermolekulare Form, die hier untersuchte sPLA2, und die
hochmolekulare Form bzw. zytosolische PLA2 (cPLA2), welche kooperativ die AA-
Freisetzung regulieren können (Houliston u. Wheeler-Jones 2001). Die sPLA2

wird konstitutiv in humanem Gewebe, unter anderem im kardiovaskulären System sowie
in Endothelzellen, exprimiert. Durch proinflammatorische Stimuli kann die Expression
des Enzyms verstärkt induziert werden (Lyons-Giordano et al. 1989; Oka u. Arita

1991; Balsinde et al. 1999; Bernatchez et al. 2001; Murakami u. Kudo 2002;
Niessen et al. 2003).

Studien über den Einfluss der CLAs auf die sPLA2-Aktivität bzw. -Genexpression gibt
es bisher nicht. Frühere Untersuchungen zeigten aber, dass ungesättigten Fettsäuren
hemmend auf die Aktivität der sPLA2 wirken (Lister et al. 1988; Raghupathi

u. Franson 1992; Alaoui-El-Azher et al. 2000). So führte die Behandlung von
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Alveolarmakrophagen von Meerschweinchen mit AA, Ölsäure (OA) bzw. Eicosapen-
taensäure (EPA) zu einer Verminderung der sPLA2-Aktivität und -Genexpression
(Alaoui-El-Azher et al. 2000).

Auch in der vorliegenden Arbeit wurde eine signifikant verminderte sPLA2-Aktivität im
Überstand der HAoEC, die mit 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA behandelt wurden, sowie
eine tendenzielle Inhibierung (P< 0,1) der Aktivität des Enzyms in den mit trans-10,
cis-12 CLA inkubierten Zellen beobachtet. Diese Ergebnisse wurden durch verminderte
mRNA-Konzentrationen der sPLA2 in den mit 50 µmol/l CLA behandelten Zellen
bestätigt. Die Ergebnisse der eigenen Studie zeigen, dass die CLA-Isomere in der Lage
sind, wie nicht-konjugierte Fettsäuren, die Aktivität und die mRNA-Konzentration
der sPLA2 zu vermindern. Dies deutet darauf hin, dass der hemmende Effekt auf die
sPLA2-Aktivität nicht CLA-spezifisch ist.

Es wird berichtet, dass die ungesättigten Fettsäuren die sPLA2-Genexpression durch
eine veränderte Aktivität der Transkriptionsfaktoren bzw. Stabilität der mRNA be-
einflussen (Long u. Pekala 1996; Raclot et al. 1997). Zudem kann die Expression
des induzierbaren sPLA2-Gens in Abhängigkeit von der Spezies über verschiedene
Transkriptionsfaktoren wie PPARs, NF-κB und CCAAT/Enhancer-Bindungsprotein
(C/EBP) reguliert werden (Touqui u. Alaoui-El-Azher 2001; Murakami u. Kudo

2002; Niessen et al. 2003). Vermutlich lässt sich die in der eigenen Studie beobachtete
hemmende Wirkung der CLAs auf die Genexpression der sPLA2 und deren Aktivität
durch eine Veränderung der Aktivität der Transkriptionsfaktoren, wie PPARs, NF-κB
und C/EBP, in den HAoEC erklären.

Aus der freigesetzten AA werden, wie bereits erwähnt, über den COX-Weg die Ei-
cosanoide gebildet. Dabei wird die AA durch COX (COX-1, COX-2) zu PGH2 als
so genannte Muttersubstanz umgesetzt, aus der anschließend organspezifisch durch
die Reduktion und Isomerisierung unter dem Einfluss verschiedener Synthasen und
Isomerasen die PGs und TXs gebildet werden (Miralpeix et al. 1997; Camacho et al.
1998; Marks u. Fürstenberger 1999). Die COX-1 gilt als konstitutiv exprimiertes
Enzym, das ein konstantes Expressionsniveau aufweist. Die COX-2 hingegen wird unter
basalen Bedingungen in den meisten Geweben nur in sehr geringen Mengen exprimiert
und durch viele endogene und exogene Stimuli einschließlich proinflammatorischer
Stimuli verstärkt induziert (Karim et al. 1996; Miralpeix et al. 1997; Camacho
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et al. 1998; Marks u. Fürstenberger 1999; Caughey et al. 2001; Urquhart

et al. 2001). Jedoch wurde die COX-2 bereits auch in unstimulierten Endothelzellen
nachgewiesen (Camacho et al. 1998).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestätigten diese Befunde, denn in den un-
behandelten HAoEC (Kontrolle) war die mRNA der COX-2 meßbar. In den HAoEC,
die mit 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA behandelt wurden, war die Genexpression des
induzierbaren Enzyms COX-2 vermindert. Die mit 50 µmol/l trans-10, cis-12 CLA
inkubierten HAoEC zeigten eine ähnliche Tendenz (P < 0,1). Bereits in früheren Studien
an murinen Makrophagen und Hepatomazellen wurde eine reduzierte Genexpression der
COX-2 durch die Behandlung mit verschiedenen CLA-Isomeren beobachtet (Yamasaki

et al. 2002; Yu et al. 2002; Cheng et al. 2004). Die beiden Isomere cis-9, trans-11
CLA und trans-10, cis-12 CLA hatten aber keinen Einfluss auf die Genexpression der
COX-1.

Im Gegensatz zum COX-1-Gen, als so genanntes Haushaltsgen, besitzt der Promotor
des induzierbaren COX-2-Gens eine TATA-Box und Bindungsstellen für verschiedene
Transkriptionsfaktoren, wie z. B. NF-κB, Ets und C/EBP. Deshalb wird die Genexpres-
sion der COX-2 durch ein breites Spektrum von zellulären Signalen reguliert (Hinz

u. Brune 2002). Vermutlich wirken die CLA-Isomere in höheren Konzentrationen
inhibierend auf Transkriptionsfaktoren, die an Promotorstellen des COX-2-Gens binden
können (Marks u. Fürstenberger 1999; Hinz u. Brune 2002). Yu et al. (2002), die
nicht nur eine Verminderung der Genexpression der COX-2 sondern auch eine geringere
COX-2 Promotoraktivität in CLA-behandelten Makrophagen beobachteten, erklärten
dies sogar mit der Aktivierung des Transkriptionsfaktors PPARγ, der inhibierend auf
die Aktivität von NF-κB, AP-1 und STAT wirkt (Nugteren u. Christ-Hazelhof

1987; Belury 2002; Yu et al. 2002). Die Autoren stellten darüber hinaus eine direkte
Korrelation zwischen der Genexpression der COX und der Bildung der Eicosanoide in
Zellen, die mit CLAs behandelt wurden, fest (Iwakiri et al. 2002; Yamasaki et al.
2002; Yu et al. 2002).

Die Literaturbefunde und die eigenen Ergebnisse lassen darauf schließen, dass die
CLA-Isomere auf die Genexpression der COX-2 über die Aktivierung des PPARγ und
dadurch senkend auf die Aktivität des Isoenzyms bzw. die Umsetzung von AA zu
PGH2 wirken.
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Die AA wird durch ∆5- und ∆6-Desaturierung aus LA in den Endothelzellen gebildet
(Rosenthal u. Whitehurst 1983). Dabei ist die ∆6-Desaturase bei der Bildung von
AA aus LA das limitierende Enzym. Vermutlich können geringere Konzentrationen an
AA in den Phospholipiden und den Gesamtlipiden der CLA-behandelten Endothelzellen,
neben der verminderten Inkorporierung dieser n-6-Fettsäure, auch auf eine reduzierte
Aktivität der ∆6-Desaturase zurückgeführt werden (Sugano et al. 1999; Lin et al.
2004). Die Ergebnisse der eigenen Studie bestätigten diese Hypothese. Der Quotient
aus AA und LA, ein Index für die ∆5- und ∆6-Desaturase-Aktivitäten, war durch
die Behandlung der Endothelzellen mit den CLA-Isomeren in den Phospholipiden
konzentrationsabhängig reduziert. In vitro- und in vivo-Studien zeigten ebenfalls, dass
verschiedene CLA-Isomere die ∆6-Desaturierung von LA unterdrückten, was zu einer
verminderten AA-Konzentration in Zell- oder Gewebelipiden führte (Bretillon et al.
1999; Chuang et al. 2001; Eder et al. 2002; Agatha et al. 2004). Als eine mögliche
Ursache für diese Beobachtungen ist die Konkurrenz zwischen CLAs und LA um die ∆6-
Desaturase zu nennen. Aufgrund ihrer ähnlichen Struktur zu LA werden CLAs, analog
zu LA, über das gleiche Enzymsystem metabolisiert. Sie werden zu höher ungesättigten
Molekülen, wie konjugierte Octadecatriensäure (CD18:3), Eicosatriensäure (CD20:3)
und Eicosatetraensäure (CD20:4), desaturiert und verlängert (Sebedio et al. 1997;
Banni et al. 1999a, b; Sugano et al. 1999; Lee et al. 2001; Raes et al. 2002; Banni

et al. 2004). Die verschiedenen CLA-Metabolite haben an Bedeutung gewonnen, seit
gezeigt wurde, dass sie wie CLA-Isomere selbst biologisch aktiv sind (Sebedio et al.
1997; Bulgarella et al. 2001; Sebedio et al. 2001). So wirkte CD20:2, wie CLAs,
reduzierend auf den Körperfettanteil in Ratten (Park et al. 2005). In einer anderen
Studie hemmten CD18- und CD20-Fettsäuren die Aktivität der COX (Nugteren u.
Christ-Hazelhof 1987).

Auch in der eigenen Studie waren die Anteile bestimmter CD-Fettsäuren, verglichen mit
denen der unbehandelten Zellen, durch die Inkubation der Zellen mit den CLA-Isomeren
konzentrationsabhängig erhöht. Jedoch wurden nur CD16:2- und CD20:2-Fettsäuren
in den CLA-behandelten HAoEC nachgewiesen. Durch peroxisomale β-Oxidation
können CLA-Isomere zu CD-Fettsäuren wie CD12:2, CD14:2 und CD16:2 metabolisiert
bzw. verkürzt werden (Banni et al. 1999a, 2004; Park et al. 2005). CD16-Fettsäuren
repräsentieren in den meisten Geweben etwa 20 % der gesamten CLA-Metabolite (Cook

et al. 2000). Die Elongation der CLA-Isomere zu CD20:2 Fettsäuren erfolgt vermutlich
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enzymatisch (Park et al. 2005). Andere CD-Fettsäuren wie CD20:3 und CD20:4, ty-
pische Elongation-Desaturationsprodukte der CLAs, waren in den Endothelzellen nicht
meßbar. In verschiedenen CLA-behandelten Leukämie-Zelllinien und im Lebergewebe
von CLA-gefütterten Ratten wurden hingegen Elongation-Desaturationsprodukte der
CLAs nachgewiesen (Banni et al. 2001; Sebedio et al. 2001; Agatha et al. 2004;
Banni et al. 2004). Dieser Gegensatz ist durch die Tatsache zu erklären, dass vaskuläre
Endothelzellen, verglichen mit anderen Zell- und Gewebetypen, möglicherweise eine
geringere Kapazität haben, Fettsäuren zu enlongieren und zu desaturieren.

Es darf auch nicht außer Acht gelassen werden, dass in der vorliegenden Arbeit
die mRNA-Konzentration der ∆6-Desaturase durch die Behandlung mit den CLA-
Isomeren vermindert wurde; wobei es in den mit 50µmol/l trans-10, cis-12 CLA
behandelten HAoEC zu einer stärkeren Reduzierung der mRNA-Konzentration des
Enzyms (signifikant) als in den mit 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA inkubierten HAoEC
(tendenziell mit P< 0,1) kam. Unverändert blieb jedoch die mRNA-Konzentration
der ∆5-Desaturase durch die CLA-Inkubation. So scheint die verminderte mRNA-
Konzentration der ∆6-Desaturase eine weitere mögliche Erklärung zu sein, weshalb
in der eigenen Studie in den Lipiden der CLA-behandelten Endothelzellen auf der
einen Seite keine Elongation-Desaturationsprodukte der CLA-Isomere, wie CD20:3
und CD20:4, und auf der anderen Seite geringere AA-Konzentrationen nachgewiesen
wurden. Hinweise über die Regulierung dieses Enzyms geben Untersuchungen an
Zellsystemen wie HepG2-Zellen. Hier wurde die Expression der ∆6-Desaturasen durch
n-6- und n-3-Fettsäuren transkriptionell über einen Feedback-Mechanismus gehemmt
(Nakamura u. Nara 2002; Nara et al. 2002; Song et al. 2002b; Tang et al. 2003).
In der eigenen Studie könnten die CLA-Isomere möglicherweise auf die gleiche Weise
wie n-6- und n-3-Fettsäuren auf die Expression und die Aktivität der ∆6-Desaturase in
den Endothelzellen gewirkt haben.

Die Literaturbefunde und die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen darauf schließen,
dass HAoEC in der Lage sind, CLA-Isomere durch Elongation bzw. Verkürzung
in geringem Umfang zu metabolisieren. Der verminderte AA/LA-Quotient und die
reduzierte mRNA-Konzentration der ∆6-Desaturase durch die CLAs deuten darauf hin,
dass die CLA-Isomere in den Endothelzellen nicht nur mit der LA um dieses Enzym
konkurrierten, sondern dessen Expression und Aktivität sogar hemmten. Denn auch
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typische Elongation-Desaturationsprodukte der CLA-Isomere wurden in den HAoEC
nicht nachgewiesen.

Basierend auf den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ist zu vermuten, dass die
akkumulierten CLA-Isomere in den HAoEC die AA-Inkorporierung reduzierten und
die Metabolisierung der LA zu AA hemmten, da es zu einer verminderten Konzen-
tration der AA in den Gesamtlipiden und den Phospholipiden kam. Die reduzierte
AA-Konzentration, die verminderte mRNA-Konzentration der sPLA2 und deren Akti-
vität in den mit 50 µmol/l CLA behandelten Endothelzellen führten wahrscheinlich zu
einer verminderten Verfügbarkeit der AA, als Substrat für die Synthese der Eicosanoide,
aus den Phospholipiden. Daraus folgend lässt sich die verminderte Freisetzung aller
untersuchten Eicosanoide der Endothelzellen erklären, die wahrscheinlich zum Teil
transkriptionell durch die reduzierte mRNA-Expression der COX-2 blockiert wurde.
An dieser Stelle sei angemerkt, dass durch die Behandlung der HAoEC mit den CLA-
Isomeren nur die Genexpressionen der durch proinflammatorische Stimuli-induzierbaren
Enzyme sPLA2 und COX-2, nicht aber die Genexpression des konstitutiven Isoenzyms
COX-1, negativ beeinflußt waren. Auch Ringseis et al. (2006) weisen auf einen sen-
kenden Effekt der CLA-Isomere auf die Expression proinflammatorischer Gene, wie die
der COX-2 oder cPLA2, hin. Die Autoren konnten ebenfalls keinen Einfluss der beiden
CLA-Isomere auf die COX-1 nachweisen.

Es bleibt jedoch festzuhalten, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen un-
behandelten und den mit CLA behandelten Endothelzellen im Verhältnis von PGI2
zu TXA2 bzw. 6-keto PGF1α zu TXB2, das für die Aufrechterhaltung der vaskulären
Homöostase entscheidend ist, gab. Ein Verschieben des Verhältnisses zwischen PGI2
und TXA2 zugunsten des TXA2 führt zu einer verstärkten Vasokonstriktion, die, wie
in Kapitel 4.1 auf Seite 62 beschrieben, ein bedeutender Faktor bei der Entstehung der
Atherosklerose ist (Bunting et al. 1983; Oates et al. 1988; Löffler u. Petrides

1997). Die Befunde der eigenen Studie zeigen, dass die beiden CLA-Isomere cis-9,
trans-11 CLA und trans-10, cis-12 CLA auf das Verhältnis zwischen PGI2 und TXA2

in den HAoEC weder einen positiven noch einen negativen Effekt hatten.
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4.1.3 Die NO-Synthese

Der Vasodilatator NO des Endothels, auch bekannt als endothelium derived relaxing
factor (EDRF), trägt ebenfalls entscheidend zur Aufrechterhaltung des vaskulären
Gleichgewichts bei (Forth et al. 1998; Toborek u. Kaiser 1999; Vassalle et al.
2003). Weiterhin verhindert NO die Neutrophilen- bzw. Blutplättchenadhäsion zu den
Endothelzellen und deren Aggregation, kontrolliert die Proliferation und Migration
der glatten Muskelzellen, hält die Endothelzellbarrierenfunktion aufrecht und reguliert
den programmierten Zelltod (Wang et al. 2003). Es ist ein lokal wirkender Mediator
und das kleinste endogen gebildete bioaktive Molekül – ein freies Radikal, das innerhalb
von Sekunden (t1/2 = 5–30 sec) in seine stabilen Oxidationsprodukte Nitrat und Nitrit
umgewandelt wird (Knowles u. Moncada 1992; Butler et al. 1995; Soini et al.
2001).

Studien an Makrophagen zeigten, dass CLAs die NO-Bildung beeinflussen. Hier wurde
eine verminderte Nitritmenge in CLA-behandelten murinen Makrophagen nachgewiesen
(Iwakiri et al. 2002; Yu et al. 2002; Cheng et al. 2004). Systematische Untersuchungen
zur Wirkung von CLAs auf die NO-Synthese in humanen vaskulären Endothelzellen
fehlen bislang. In der vorliegenden Studie wurde erstmals dieser Einfluss der CLAs auf
die Bildung des NO über die Mengenbestimmung an freigesetzten Nitrat und Nitrit
aus humanen arteriellen Endothelzellen untersucht. Es zeigte sich, dass die HAoEC,
die mit 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA bzw. mit 5 oder 50 µmol/l trans-10, cis-12
CLA inkubiert wurden, im Vergleich zu den unbehandelten Endothelzellen weniger
Nitrat und Nitrit freisetzten. In einer neueren Studie mit BAEC wurden hingegen
keine Veränderungen der Nitritbildung durch die Behandlung mit CLAs beobachtet,
was möglicherweise mit den geringeren Konzentrationen (< 4 µmol/l) der verwendeten
CLAs zu erklären ist (Coen et al. 2004).

Für die NO-Synthese werden viele Cofaktoren, wie molekularer Sauerstoff, NADPH,
Flavin-Mononucleotid, Flavin-Adeninnucleotid, Tetrahydrobiopterin und Calmodulin,
benötigt. Zudem hängt die Bildung von NO aus der Aminosäure L-Arginin von der
Aktivität der NOS ab (siehe Abb. 4.1 auf Seite 77), von denen bisher 3 Isoformen
identifiziert wurden. Die eNOS und die neuronale (nNOS) sind konstitutiv exprimierte
NOS. Die Synthese der iNOS wird von Zytokinen und Wachstumsfaktoren beeinflusst
(Forth et al. 1998; Toborek u. Kaiser 1999; Soini et al. 2001; Noh et al. 2002;
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Wang et al. 2003). Es ist bekannt, dass auch die Expression der eNOS und der nNOS
durch verschiedene Stimuli (z. B. Östrogene, Glukokortikoide) induziert werden kann.
Für die Regulierung der endothelialen NO-Synthese unter natürlichen physiologischen
Bedingungen ist die eNOS das entscheidende Enzym. Als so genanntes konstitutiv
exprimiertes (Haushaltsgen) Enzym wird die Expression der eNOS vor allem über
posttranskriptionelle Modifikationen reguliert (Harrison et al. 1996; Fleming u.
Busse 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurde die mRNA-Konzentration der eNOS in den Endothel-
zellen bestimmt, um möglicherweise Rückschlüsse auf die verminderte NO-Freisetzung
ziehen zu können. Dabei zeigte sich in der relativen mRNA-Konzentration der eNOS zwi-
schen den Kontrollzellen und den CLA-behandelten Zellen kein signifikanter Unterschied.
Dies deutet darauf hin, dass die Inkubation der Endothelzellen mit CLA-Isomeren zu
keiner Veränderung der Transkriptionsrate des eNOS-Gens führte. Vermutlich hemm-
ten die CLAs die NO-Produktion durch Modifikationen der Aktivität der eNOS auf
co- und/oder posttranslationaler Ebene. Denn die NO-Synthese wird, wie bereits be-
schrieben, durch eine Reihe von Cofaktoren und Ereignissen, wie dem intrazellulären
Calciumspiegel, deren Phosphorylierung, der intrazellulären Lokalisation der eNOS
sowie verschiedenen Interaktionen des eNOS-Proteins mit anderen Proteinen bestimmt
(Rösen 2002; Chisaki et al. 2003; Saraswathi et al. 2004). Jedoch muss ebenfalls
ein möglicher Einfluss der iNOS auf die NO-Produktion berücksichtigt werden, da auch
dieses Isoenzym in unstimulierten Endothelzellen nachgewiesen wurde (Iwashina et al.
1996; Binion et al. 1998; Hoffmann et al. 1999). In verschiedenen Studien wurde
durch die Behandlung von murinen Makrophagen mit CLAs eine Verminderung der
Expression der iNOS (mRNA, Protein) beobachtet (Iwakiri et al. 2002; Yu et al. 2002;
Cheng et al. 2004). Deshalb ist zu vermuten, dass der hemmende Effekt der CLA-
Isomere auf die NO-Freisetzung auch auf einer Veränderung der iNOS-Genexpression
bzw. -Aktivität zurückzuführen ist.

Die eigenen Beobachtungen und die Befunde aus der Literatur lassen darauf schließen,
dass die CLA-Isomere nicht über eine veränderte Genexpression der eNOS auf die NO-
Freisetzung, vermutlich aber auf eine modifizierte Expression und Aktivität des Enzyms
wirken, die von posttranskriptionellen und einer Vielzahl von posttranslationalen
Ereignissen abhängig ist. Eine transkriptionelle Regulation der iNOS durch die CLA-
Isomere auf die Endothelzellen ist ebenfalls nicht auszuschließen.
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4.1.4 Die Endothelin-1-Freisetzung

Neben den Eicosanoiden und dem NO ist auch das vasokonstriktorische Peptid ET-1 an
der Aufrechterhaltung des vaskulären Gleichgewichts beteiligt. ET-1 gehört zur Gruppe
der Endotheline. Nur ET-1 wird in Endothelzellen aus dem Präkursor bigET-1 durch
das endothelin-converting-enzyme-1 (ECE-1) synthetisiert. Das aus 21 Aminosäuren
und zwei Disulfidbindungen bestehende Peptid ist an der Regulation des Gefäßtonus
und der Proliferation der glatten Muskelzellen beteiligt (Yanagisawa et al. 1988;
Boulanger et al. 1992; Masaki 1995; Warner u. Klemm 1996; Delerive et al.
1999; Warner 1999; Haug et al. 2000; Tchekneva et al. 2000; Orem et al. 2001;
Rossi et al. 2001; Schiffrin 2001; Goraca 2002; Dancu et al. 2004; Hai et al. 2004;
Ihling et al. 2004; Martin-Nizard et al. 2004). ET-1 agiert durch die Stimulation
spezifischer G-Protein-gekoppelter Rezeptoren, den so genannten A (ETA) und B
(ETB) Rezeptoren. Es wirkt über die ETA-Rezeptoren auf die glatte Gefäßmuskulatur
vasokontrahierend, während die ETB-Rezeptoren auf dem Gefäßendothel zur Freisetzung
von Vasodilatatoren, wie NO und PGI2, führen. Im Plasma eines normalen gesunden
Organismus ist ET-1 in geringen Konzentrationen verfügbar und wirkt vasodilatatorisch
(Haynes et al. 1995; Gellai et al. 1996; Lüscher u. Noll 1996) (siehe Abb. 4.1 auf
Seite 77). Die Vasodilatatoren NO und PGI2 sind aber auch in der Lage, die Synthese
von ET-1 zu hemmen (Lerman et al. 1995; Halcox et al. 2001; Goraca 2002).

Literaturdaten bzw. Untersuchungen zum Einfluss der CLAs auf die ET-1-Produktion
gibt es bislang nicht. In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal untersucht, wie
CLA-Isomere auf die ET-1-Freisetzung wirken. Generell setzten die HAoEC während ei-
ner Stunde Inkubationszeit in HBSS wenig ET-1 frei. Es zeigte sich, dass die Zellen, die
mit 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA behandelt wurden, im Vergleich zu den Kontrollzel-
len, weniger ET-1 freisetzten. Eine ähnliche Tendenz (P< 0,1) wiesen die mit trans-10,
cis-12 CLA inkubierten Zellen auf. In einer Studie mit BAEC, bei der die Zellen mit
der n-6-Fettsäure AA behandelt wurden, wurde eine Erhöhung der Konzentration des
ET-1 über die Induzierung der ET-1-Genexpression nachgewiesen (Rizzo u. Yu 1999).
Die Autoren vermuteten, dass die gestiegene ET-1-Produktion durch die AA auf eine
erhöhte Aktivität des Transkriptionsfaktors AP-1 zurückzuführen ist. AA kann AP-1
und somit auch dessen Zielgene, die wie ET-1 ein AP-1-Motiv in ihrer Promotorregion
aufweisen, aktivieren (Delerive et al. 1999; Rizzo u. Yu 1999; Becuwe et al. 2003;
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Hsu et al. 2004). Die Behandlung von HUVEC mit der n-3-Fettsäure EPA führte
hingegen zu einer Verminderung der ET-1-Bildung sowie deren mRNA-Konzentration
(Chisaki et al. 2003). In einem anderen Versuch an humanen Endothelzellen reduzierte
EPA die AA-Konzentration (Okuda et al. 1997). Dies deutet darauf hin, dass die
verminderte ET-1-Freisetzung möglicherweise durch eine reduzierte AA-Konzentration
erklärt werden kann. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie unterstreichen diese Hy-
pothese, da die ET-1-Freisetzung und die AA-Konzentration in den CLA-behandelten
Endothelzellen vermindert waren. Es muss jedoch berücksichtigt werden, dass CLAs
als potente Inhibitoren proinflammatorischer oxidativer Prozesse auf den redoxsensiti-
ven Transkriptionsfaktor AP-1 wirken (Ricote et al. 1998; Iwakiri et al. 2002). In
Enterozyten verminderte cis-9, trans-11 CLA die Aktivität des AP-1 (Lampen et al.
2005). Delerive et al. (1999) berichteten davon, dass PPAR-Liganden wie CLAs auf
transkriptioneller Ebene agierten und den AP-1-Signaltransduktionsweg hemmten, was
dadurch zur Inhibierung der Promotoraktivität des ET-1-Gens führte. So lässt sich
vermutlich eine verminderte ET-1-Freisetzung auch mit einem direkten hemmenden
Einfluss der CLAs auf die Aktivität des AP-1 erklären. Da ET-1 in gesunden Endothel-
zellen die NO-Freisetzung über den ETB-Rezeptor vermittelt (Demuth et al. 1999),
lassen sich die reduzierten Nitrat- und Nitritmengen der eigenen Studie möglicherweise
auch auf die verminderte ET-1-Freisetzung zurückführen.

Die Literaturdaten und die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen darauf schließen,
dass die CLA-Isomere vermutlich durch eine verminderte Aktivität des Transkriptions-
faktors AP-1 senkend auf die Bildung und dadurch auf die Freisetzung des ET-1 aus
den Endothelzellen wirken.

76



4 Diskussion

Einbau in Membran
Phospholipide

Arachidonsäure

Linolsäure Arachidonsäure

Arachidonsäure

5 und

6Desaturase

Eicosanoide

PGF2 TXA2 PGI2
PGE2

sPLA2

COX1 und 
COX2

 LArginin + O2

NO

eNOS ETB

ET1

ETB

ETA

5 und
6Desaturase

ENDOTHELZELLE

GLATTE MUSKELZELLEN

Cofaktoren

Abb. 4.1: Schematische Darstellung der Bildung der vasoaktiven Substanzen Eicosanoide, NO
und Endothelin-1 in einer Endothelzelle.

4.2 Einfluss von cis-9, trans-11 CLA, trans-10, cis-12 CLA und

Linolsäure auf proinflammatorische Parameter in HAoEC

Wiederholte oder kontinuierliche Schädigungen des Endothels durch Einflüsse bzw.
Faktoren, wie Gefäßtrauma, Hypertonie, Chemotherapeutika, erhöhtes Serumchole-
sterin, freie Radikale und Sauerstoffmangel, können zu Endothelschädigungen führen
(Leitzmann et al. 2001; Coen et al. 2004). Die Verletzung des Endothels steht bei
der Entstehung der Atherosklerose nach der »Response-to-injury«-Theorie bzw. Verlet-
zungstheorie von Ross im Vordergrund (Ross u. Glomset 1973; Ross 1993, 1999). Die
Adhäsion der Monozyten zur Arterienwand, deren Transmigration in den subendothe-
lialen Raum und die Akkumulation von Lipiden sind Folgeprozesse von Dysfunktionen
des Endothels und frühe Schritte der Atherogenese (Dustin et al. 1986; Collins
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1993; Leitzmann et al. 2001; Coen et al. 2004). Der Verlust der endothelialen Bar-
rierefunktion begünstigt eine verstärkte Bildung von Schaumzellen und somit die
Entstehung von Läsionen im subendothelialen Raum. Untersuchungen zeigten, dass
eine erhöhte Expression der Adhäsionsmoleküle in atherosklerotischen Läsionen und
Plaques die Monozyten-Endothelzellen-Interaktion fördert (Davies et al. 1993; Price

u. Loscalzo 1999). Durch Chemokine wie MCP-1 und IL-8, die zirkulierende Mo-
nozyten rekrutieren, und Adhäsionsmolekülen wie VCAM-1, ICAM-1 und E-Selektin,
die auf der Oberfläche der Endothelzellen exprimiert werden, wird die Interaktion
zwischen Monozyten und Arterienwand vermittelt (Davies et al. 1993; Koch et al.
1993; Brown et al. 1994; Berkhout et al. 1997; Terkeltaub et al. 1998; Gerszten

et al. 1999; Krishnaswamy et al. 1999; Price u. Loscalzo 1999; Shin et al. 2002;
Yang et al. 2004) (siehe Abb. 4.2 auf Seite 86).

In verschiedenen in vitro- und in vivo-Studien wurden bereits antiinflammatorische und
antiatherogene Wirkungen der CLAs nachgewiesen (Kritchevsky et al. 2000; Yu

et al. 2002; Toomey et al. 2003; Cheng et al. 2004). Über keine bzw. fördernde Effekte
der CLAs auf die Fettstreifenbildung wurde in wenigen Untersuchungen an Mäusen,
Hamstern und Kaninchen berichtet (Lee et al. 1994; Nicolosi et al. 1997; Munday

et al. 1999). Im Vergleich dazu zeigte die vorliegende Studie erstmalig umfassend, wie
die CLA-Isomere cis-9, trans-11 CLA und trans-10, cis-12 CLA auf Parameter der
frühen Atherogenese in Zytokin-stimulierten humanen arteriellen Endothelzellen wirken.
Um den Einfluss der CLA-Isomere auf inflammatorische atherogene Parameter zu
untersuchen, wurden die Expression der Adhäsionsmoleküle ICAM-1, VCAM-1 und E-
Selektin, die Freisetzung der Chemokine MCP-1 und IL-8 sowie die Monozytenadhäsion
von HAoEC untersucht. Da proinflammatorische Parameter durch Zytokine, wie TNFα,
IL-1 und Interferonγ (IFNγ), induziert werden können, wurden die Endothelzellen mit
TNFα behandelt (Davies et al. 1993; Price u. Loscalzo 1999). Die nachgewiesenen
TNFα-induzierten Effekte auf die proinflammatorischen Parameter der HAoEC sind
mit Beobachtungen anderer Versuche vergleichbar (Koga et al. 2002; Liu et al. 2004).
Zwischen den Zytokin-stimulierten Kontrollzellen und den Zellen, die mit cis-9, trans-11
CLA bzw. trans-10, cis-12 CLA behandelt wurden, gab es fast keine Unterschiede in der
Freisetzung der Chemokine MCP-1 und IL-8. Lediglich die mit 5 µmol/l cis-9, trans-11
CLA inkubierten HAoEC setzten im Vergleich zu den Kontrollzellen mehr MCP-1
frei. In einer Studie von Brown et al. (2004) führte die Inkubation von Adipozyten
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mit trans-10, cis-12 CLA hingegen zu einer IL-8-Hypersekretion. Jedoch war durch
die Behandlung humaner Epithelzellen der Bronchien mit cis-9, trans-11 CLA die
mRNA-Konzentration und die Freisetzung des IL-8 konzentrationsabhängig vermindert
(Jaudszus et al. 2005). Während in wenigen widersprüchlichen Untersuchungen über
den Einfluss von CLAs auf die Freisetzung des IL-8 bereits berichtet wurde, fehlen
bislang Literaturbefunde über die Wirkung dieser konjugierten Fettsäuren auf die
MCP-1-Freisetzung.

In der vorliegenden Arbeit hatten die CLA-Isomere cis-9, trans-11 CLA und trans-10,
cis-12 CLA keine Wirkung auf die TNFα-induzierte Expression der Adhäsionsmole-
küle und Monozyten-Endothelzellen-Interaktion. Diese Ergebnisse unterstreichen die
Befunde der untersuchten Chemokinfreisetzung. Im Gegensatz dazu reduzierten CLAs
die Expressionen der ICAM-1 und VCAM-1 in humanen Magenkrebszelllinien (Chen

et al. 2004). Studien zum Einfluss von CLAs auf die Interaktion zwischen Monozyten
und Endothelzellen sind bisher nicht bekannt.

Die Wirkung der LA, Referenzsubstanz in der vorliegenden Arbeit, auf die proin-
flammatorischen Parameter wurde bereits häufiger untersucht. Der Effekt der LA auf
Entzündungsparameter wird aber in der Literatur kontrovers diskutiert. So beobach-
teten Toborek et al. (2002) eine Erhöhung der mRNA-Expression des MCP-1 in
HUVEC, die mit LA behandelt wurden. In Studien mit verschiedenen unstimulierten
und Zytokin stimulierten Endothelzelltypen, die mit LA behandelt wurden, wurde
hingegen eine erhöhte Produktion bzw. mRNA-Expression der Adhäsionsmoleküle
nachgewiesen (Park et al. 2001; Dichtl et al. 2002; Toborek et al. 2002; Chen

et al. 2003; Reiterer et al. 2004b; Saraswathi et al. 2004). Reißig et al. (2003)
berichteten sogar von einer Verminderung der Expression der Adhäsionsmoleküle und
einer Abschwächung der Adhäsion von Monozyten an IL-1α-stimulierte Endothelzellen
durch die Behandlung mit LA.

In der eigenen Studie hatte die Behandlung der TNFα-stimulierten Endothelzellen mit
LA jedoch weder einen Einfluss auf die Freisetzung der Chemokine noch auf die Ex-
pression der Adhäsionsmoleküle und die Monozyten-Endothelzellen-Interaktion. Diese
Ergebnisse sind mit den Befunden von Holthe et al. (2005) vergleichbar. Hier beobach-
teten die Autoren ebenfalls keinen Einfluss auf die Expression der Adhäsionsmoleküle
ICAM-1, VCAM-1 sowie E-Selektin in Lipopolysaccharid (LPS)-stimulierten HU-
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VEC, die mit LA inkubiert wurden. Auch die Behandlung von Thrombin-stimulierten
HUVEC mit einem Fettsäure-Gemisch mit 20% LA hatte keinen Einfluss auf die
Adhäsion von Leukozyten (Vossen et al. 1991). Die Befunde einer Studie, in denen
zwei verschiedene humane Endothelzelltypen verwendet wurden, deuten darauf hin,
dass der Einfluss der LA auf die Expression der Adhäsionsmoleküle vom Zelltyp und
vom Gewebeursprung abhängig ist. Während in den mit LA behandelten humanen
Endothelzellen der Retinagefäße die Produktion von ICAM-1 und VCAM-1 sowie die
Adhäsion der Monozyten erhöht waren, hatte die n-6-Fettsäure keinen Einfluss auf die
Adhäsionsmolekülexpression in HUVEC (Chen et al. 2003).

In der vorliegenden Arbeit waren die Effekte der CLA-Isomere und der LA auf die proin-
flammatorischen Parameter der Endothelzellen vergleichbar. So ist aus den Ergebnissen
der eigenen Studie und den Literaturbefunden zu schließen, dass die CLA-Isomere
und die LA wahrscheinlich keinen signifikanten Einfluss auf die inflammatorischen
Parameter in makrovaskulären humanen Endothelzellen (HAoEC, HUVEC) ausüben
können. Auch Toborek u. Kaiser (1999) berichten davon, dass sich Endothelzellen,
die von verschiedenen Geweben und Gefäßen stammen, in Struktur und Funktion un-
terscheiden können. Weiterhin weisen die teilweise heterogenen Literaturdaten darauf
hin, dass die Wirkungen der CLA-Isomere und der LA auch von Faktoren, wie den
Versuchsbedingungen (Zeit, Konzentration oder Einsatz von Stimuli), abhängig sind
(Young et al. 1998; Chen et al. 2002; Holthe et al. 2005). So wurden unterschiedliche
Effekte auf die Expression des ICAM-1 und des IL-8 in Endothelzellen, die mit TNFα,
LA oder beiden inkubiert wurden, nachgewiesen. LA allein wirkte im Vergleich mit
den TNFα stimulierten Zellen steigernd und in Kombination mit TNFα senkend auf
die Expression von ICAM-1 und IL-8. Die Autoren beobachteten auch, dass die Effekte
der LA in Kombination mit TNFα von der Inkubationszeit abhängig waren; nach 12 h
war die ICAM-1-Expression erhöht und nach 24 h reduziert (Young et al. 1998).

Die Befunde der vorliegenden Arbeit lassen darauf schließen, dass weder die CLA-
Isomere noch die LA einen signifikanten Einfluss auf die proinflammatorischen Parame-
ter in den TNFα-stimulierten HAoEC ausübten. Vergleichbare Ergebnisse wurden von
Nugent et al. (2005) beschrieben, die in einer Humanstudie ebenfalls keinen Effekt
der CLAs und der LA auf inflammatorische Marker wie die Konzentration von löslichen
Adhäsionsmolekülen im Serum von gesunden Probanden beobachteten.
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In vielen Studien, in denen durch die Behandlung von Endothelzellen mit LA die
Expression der Adhäsionsmoleküle erhöht war, wurde auch eine erhöhte Aktivität
des Transkriptionsfaktors NF-κB beobachtet (Hennig et al. 1996; Park et al. 2001;
Dichtl et al. 2002; Toborek et al. 2002; Meerarani et al. 2003; Reiterer et al.
2004b; Saraswathi et al. 2004). Die Aktivierung von NF-κB wird als einer der
entscheidenden Faktoren für die transkriptionelle Induktion der Adhäsionsmoleküle
in den Endothelzellen angesehen (Collins et al. 1995; Price u. Loscalzo 1999;
Richter et al. 1999; Toborek u. Kaiser 1999; Coen et al. 2004). Verschiedene
Faktoren wie TNFα, LPS oder IL-1 sowie oxidativer und mechanischer Stress aktivieren
durch die Phosphorylierung des Inhibitorproteins κBα (IκBα) den NF-κB in den
Endothelzellen (Collins et al. 1995; Krishnaswamy et al. 1999; De Caterina et al.
2000; Hajra et al. 2000; Yang et al. 2004). Das freigesetzte NF-κB transloziert aus dem
Zytoplasma in den Zellkern. Dort bindet es an spezifische Promotorbindungsstellen der
DNA, stimuliert so die Transkription der Zielgene und regt in deren Folge die Synthese
verschiedener proinflammatorischer Substanzen wie die der Adhäsionsmoleküle und
der Chemokine an, da deren Gene NF-κB-Bindungsstellen in ihren Promotorregionen
aufweisen (Terkeltaub et al. 1998; Banni et al. 1999a; Krishnaswamy et al. 1999;
De Caterina et al. 2000; Hajra et al. 2000; Collins u. Cybulsky 2001; Lucas

u. Greaves 2001; Shin et al. 2002; Yang et al. 2004) (siehe Abb. 4.2 auf Seite 86).
Dabei binden im Zellkern von Zytokin-stimulierten Endothelzellen überwiegend die
Subeinheiten des NF-κB p50 und p65 an die κB-Stelle der genannten Gene (Collins

et al. 1995; Brand et al. 1997).

Um den Einfluss der CLA-Isomere und der LA auf die Aktivität des NF-κB in den
TNFα-stimulierten HAoEC zu untersuchen, wurde die DNA-Bindungsaktivität der
Untereinheiten p50 und p65 bestimmt. Die Stimulierung der HAoEC mit TNFα führte
zu einer erhöhten DNA-Bindungsaktivität der beiden NF-κB-Subeinheiten. Jedoch
wurden keine bzw. nur geringfügige Unterschiede zwischen den TNFα-stimulierten
Gruppen, den mit CLA bzw. LA behandelten Zellen und den Kontrollzellen, beobachtet.
Die Ergebnisse der Bestimmung der DNA-Bindungsaktivität des NF-κB erklären ver-
mutlich, weshalb die Freisetzung der Chemokine, die Expression der Adhäsionsmoleküle
und deshalb die Adhäsion der Monozyten an die Endothelzellen durch die Behandlung
der HAoEC mit CLA-Isomeren bzw. LA nicht beeinflusst waren. Studien an humanen
glatten Muskelzellen der Koronararterie und murinen Makrophagen zeigten hingegen,
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dass die Behandlung mit CLA-Isomeren die Zytokin- bzw. LPS-induzierte NF-κB-DNA-
Bindungsaktivität verminderte (Cheng et al. 2004; Ringseis et al. 2006). Ebenfalls
einen hemmenden Effekt auf die Aktivierung des NF-κB (die IκB-Phosphorylierung
sowie die Translokation des NF-κB in den Zellkern) übte trans-10, cis-12 CLA in Pro-
statakrebszellen aus, während cis-9, trans-11 CLA keinen Effekt auf die Translokation
des NF-κB hatte (Song et al. 2002a). Da in den erwähnten Studien und der vorlie-
genden Arbeit unterschiedliche Zellsysteme verwendet wurden, sind die Wirkungen
der CLA-Isomere und der LA auf die Aktivität des NF-κB vermutlich zelltypspezi-
fisch. Auch unterschiedliche Konzentrationen der verwendeten CLA-Isomere können
für die NF-κB-Aktivierung entscheidend sein. So beobachteten Leung u. Liu (2000)
gegensätzliche Effekte der Isomere cis-9, trans-11 CLA und trans-10, cis-12 CLA auf
den Oxidationsstatus, der sich auf die Aktivität des redoxsensitiven NF-κB auswirkt
(Barnes u. Karin 1997). Während geringe Konzentrationen (2 und 20 µmol/l) an
cis-9, trans-11 CLA antioxidativ wirkten, verhielt sich das Isomer bei einer Konzen-
tration von 200 µmol/l prooxidativ. Die trans-10, cis-12 CLA war hingegen bei allen
Konzentrationen zwischen 2 und 200 µmol/l antioxidativ (Leung u. Liu 2000).

Untersuchungen zeigten weiterhin, dass die NF-κB-Aktivität durch den Transkriptions-
faktor PPARγ über die Regulierung des IκBα in Endothelzellen gehemmt wird (Chen

u. Han 2001; Wang et al. 2002; Meerarani et al. 2003; Reiterer et al. 2004a, b).
PPARγ reduziert, zum Teil durch seinen hemmenden Einfluss auf den NF-κB-Signalweg,
die Freisetzung von Chemokinen und die Expression von Adhäsionsmolekülen und
vermindert dadurch vaskuläre Entzündungsreaktionen (Marx et al. 1999; Collins u.
Cybulsky 2001; Xu et al. 2001; Wang et al. 2002; Monaco u. Paleolog 2004;
Reiterer et al. 2004a) (siehe Abb. 4.2 auf Seite 86).

PPARγ wird durch natürliche Liganden wie Fettsäuren und Eicosanoide und durch
synthetische Liganden wie Glitazone (Troglitazon) aktiviert. Dabei bildet dieser Tran-
skriptionsfaktor mit dem Retinsäure-X-Rezeptor (RXR) einen heterodimeren Komplex,
der an ein PPAR response element (PPRE) in den Promotorregionen spezifischer
Zielgene im Zellkern bindet (Lehmann et al. 1995; Forman et al. 1997; Ijpenberg

et al. 1997; Collins u. Cybulsky 2001; Plutzky 2001; Duval et al. 2002). Es wird
angenommen, dass auch CLAs als natürliche Liganden des PPARγ über die PPARγ-
Aktivierung inhibierend auf die NF-κB-abhängige Transkription proinflammatorischer
Gene wirken (Marx et al. 1999; Moya-Camerena et al. 1999; Collins u. Cybulsky
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2001; Xu et al. 2001; Yu et al. 2002; Monaco u. Paleolog 2004; Reiterer et al.
2004a, b).

In der vorliegenden Arbeit wurde die DNA-Bindungsaktivität des PPARγ bestimmt,
um den Einfluss der CLA-Isomere und der LA auf die Aktivität des PPARγ in den
TNFα-stimulierten HAoEC zu untersuchen. In den TNFα-stimulierten Endothelzellen,
die mit 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA, trans-10, cis-12 CLA bzw. LA inkubiert wurden,
wurde eine leicht erhöhte DNA-Bindungsaktivität des PPARγ nachgewiesen. Ebenfalls
zu einer leicht erhöhten PPARγ-Aktivierung kam es in den Endothelzellen, die mit
dem synthetischen PPARγ-Liganden Troglitazon behandelt wurden. In Studien mit
anderen makrovaskulären Endothelzellen war das Ausmaß der PPARγ-Aktivierung
nach der Behandlung mit PPARγ-Liganden mit jenem der eigenen Studie vergleichbar
(Reiterer et al. 2004a, b). Die relativ schwache Aktivierung des PPARγ durch die
CLA-Isomere in der vorliegenden Arbeit liegt vermutlich darin begründet, dass humane
Endothelzellen generell ein niedrigeres PPARγ-Expressionsniveau aufweisen als andere
humane Zellkulturtypen wie Monozyten, Makrophagen, Prä-Adipozyten und Adipozy-
ten (Jackson et al. 1999; Marx et al. 1999). Selbst bei den vaskulären Endothelzellen
ist das PPARγ-Expressionsniveau davon abhängig, aus welchem Blutgefäß oder Blut-
gefäßabschnitt die Zellen stammen. Dies erklärt vermutlich auch die unterschiedlich
starke Expression des PPARγ (Protein, mRNA) und die unterschiedliche Reaktion
auf die Behandlung mit PPARγ-Liganden in Abhängigkeit von der Lokalisation des
Blutgefäßes (Mikrovaskulatur, Makrovaskulatur) (Delerive et al. 1999; Jackson

et al. 1999; Pasceri et al. 2001).

Die nur leichte Erhöhung der PPARγ-Aktivität durch Troglitazon sowie CLA und
LA lässt darauf schließen, dass die in der eigenen Studie verwendeten HAoEC re-
lativ schwach auf die Behandlung mit PPARγ-Agonisten reagieren. Dadurch lässt
sich erklären, weshalb möglicherweise die Zytokin-induzierte NF-κB-Aktivität und
Monozytenadhäsion durch die Behandlung der Endothelzellen mit den CLA-Isomeren
nicht inhibiert wurden. Im Gegensatz dazu führte die Inkubation von humanen glatten
Muskelzellen der Koronararterie mit den CLA-Isomeren cis-9, trans-11 CLA bzw.
trans-10, cis-12 CLA zu einer PPARγ-abhängigen Inhibierung der TNFα-induzierten
NF-κB-Aktivität (Ringseis et al. 2006). Auch in anderen Zelltypen wie murinen Ma-
krophagen, Monozyten oder mononukleären Zellen des peripheren Bluts von Schweinen
verminderten CLAs durch die PPARγ-Aktivierung NF-κB-vermittelte Entzündungs-
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prozesse (Yu et al. 2002; Cheng et al. 2004; Changhua et al. 2005). Zudem wurde
die in der Literatur beschriebene hemmende Wirkung des TNFα auf die Genexpression
bzw. Aktivität des PPARγ (Zhang et al. 1996; Kajita et al. 2004; Sung et al. 2004)
in der eigenen Studie nicht beobachtet. Die Literaturbefunde und die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit lassen sich durch zelltypspezifische und speziesabhängige Effekte
der CLAs, über die bereits Brown u. McIntosh (2003) und McNeel u. Mersmann

(2003) berichteten, auf die Aktivität dieses Transkriptionsfaktors, erklären.

Wie die PPARγ-Liganden auf die Genexpression und die Aktivität des PPARγ wirken,
kann aber auch von den experimentellen Bedingungen, wie dem verwendeten CLA-
Isomer, dessen Konzentration, der Inkubations- bzw. Fütterungszeit und dem Einsatz
von Zytokinen (TNFα) abhängen (Changhua et al. 2005; Wargent et al. 2005).
So führte die Inkubation von Cos7-Zellen mit 50 und 100 µmol/l trans-10, cis-12
CLA zu einer konzentrationsabhängigen PPARγ-Aktivierung, aber deren Behandlung
mit bis zu 100 µmol/l cis-9, trans-11 CLA zu keiner veränderten PPARγ-Aktivität
(Wargent et al. 2005). Durch die Fütterung von LPS-injizierten Schweinen mit einer
CLA-angereicherten Diät waren die Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine
im Plasma über die PPARγ-Aktivierung in Abhängigkeit von der Zeit vermindert
(Changhua et al. 2005).

Einen weiteren Erklärungsansatz für den fehlenden Effekt einer PPARγ-Aktivierung
durch die CLA-Isomere auf die NF-κB-induzierte Monozytenadhäsion in der vor-
liegenden Studie liefern Chacko et al. (2005). Sie bestimmten die Expression von
Adhäsionsmolekülen und die Adhäsion von Monozyten an humane Endothelzellen, die
mit bzw. ohne TNFα und dem synthetischen PPARγ-Liganden Rosiglitazon unter
statischen und unter Flussbedingungen gemessen wurden. Unter statischen Bedin-
gungen hemmte Rosiglitazon die TNFα-stimulierte Adhäsion der Monozyten nicht,
allerdings unter Flussbedingungen (Chacko et al. 2005). Ähnliche Beobachtungen
machten auch De Caterina u. Libby (1996) mit LA als PPARγ-Liganden. Wie in
der vorliegenden Arbeit wiesen sie unter statischen Bedingungen keinen Effekt der LA
auf die Adhäsion der Leukozyten an HUVEC nach (De Caterina u. Libby 1996;
Bishop-Bailey 2000; Beisiegel et al. 2003). Dagegen zeigte die Behandlung mit
LA unter Flussbedingungen eine erhöhte Monozytenadhäsion an die Endothelzellen
(Rinker et al. 2004).
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4 Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen dennoch deutlich, dass sowohl die beiden
CLA-Isomere als auch die LA, als Referenzsubstanz, keinen Einfluss auf die unter-
suchten proinflammatorischen Parameter in HAoEC ausübten. So war die Aktivierung
des PPARγ vermutlich nicht ausreichend, um die NF-κB-Aktivität zu hemmen und
in deren Folge die Freisetzung der Chemokine, die Expression der Adhäsionsmoleküle
und die Monozytenadhäsion zu senken. Bezüglich der diskutierten Effekte der CLAs,
aber auch der LA, können die heterogenen Literaturbefunde vermutlich auf Unter-
schiede zwischen den verwendeten Zelltypen, dem Gewebeursprung der Zellen und
den Versuchsbedingungen (statische oder Flussbedingungen, Konzentration und Zeit)
zurückgeführt werden.

Ähnlich der eigenen Studie wurden in zwei früheren tierexperimentellen Studien keine
signifikanten Wirkungen der CLAs auf die Fettstreifenbildung, Merkmal atherosklero-
tischer Läsionen, in der Aorta von Hamstern bzw. von Kaninchen beobachtet (Lee

et al. 1994; Nicolosi et al. 1997). Trotz der leicht proatherogenen Effekte der CLAs
in einer Studie mit c57BL/6-Mäusen (Munday et al. 1999) überwiegen bisher zell-
und tierexperiementelle Studien, die antiatherogene Eigenschaften der CLAs nachge-
wiesen haben (Kritchevsky et al. 2000; Stangl 2000a, b; Yu et al. 2002; Sher

et al. 2003; Toomey et al. 2003; Cheng et al. 2004; Ringseis et al. 2006). Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass der antiatherogene Einfluss
der CLA-Isomere nicht durch eine reduzierte Adhäsion der Monozyten zum Endothel,
als ein entscheidender Schritt bei der frühen Phase der Atherogenese, erklärbar ist.
Dies führt wiederum zu dem Schluss, dass die beiden CLA-Isomere cis-9, trans-11
CLA und trans-10, cis-12 CLA bzw. deren Metabolite möglicherweise den Prozess der
Atherosklerose während einer späteren Phase der Atherogenese (z. B. Migration und
Differenzierung von Leukozyten, Thrombozytenaggregation, Migration und Prolifera-
tion der glatten Muskelzellen, Bildung von Schaumzellen und extrazellulärer Matrix aus
Kollagen, Elastin und Proteoglykanen) oder durch andere Faktoren (z. B. Permeabilität
für Plasmalipoproteine, Thrombozytenadhäsion, Freisetzung von Wachstumsfaktoren)
als jene, die in dieser Studie untersucht wurden, beeinflussen.
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Abb. 4.2: Schematische Darstellung proinflammatorischer Prozesse der frühen Entstehungsphase
der Atherosklerose.
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5 Schlussfolgerungen

Die vasoaktiven Substanzen – die Eicosanoide, das NO und das ET-1 – nehmen eine
wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung des vaskulären Gleichgewichts ein. Die proin-
flammatorischen Parameter, die Chemokine (MCP-1, IL-8) und die Adhäsionsmoleküle
sowie die Leukozyten-Endothelzellen-Interaktion, sind maßgeblich an der frühen Phase
der Atherogenese beteiligt.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, den Einfluss der CLA-Isomere cis-9, trans-11
CLA und trans-10, cis-12 CLA auf atheroskleroserelevante Parameter – vasoaktive
Substanzen und proinflammatorische Parameter – zu untersuchen.

Basierend auf dem Vergleich der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit den Befunden
der Literatur wurden die nachfolgenden Schlussfolgerungen gezogen.

1. Die Studie zeigte erstmalig, dass die Isomere cis-9, trans-11 CLA oder trans-10,
cis-12 CLA in HAoEC auf verschiedene Faktoren, die für die Eicosanoidsynthese
bedeutend sind, wirken. Aufgrund der verminderten AA-Konzentration in den
Phospholipiden und der Reduzierung der sPLA2-Aktivität der Endothelzellen, die
mit 50 µmol/l der beiden CLA-Isomere behandelt wurden, kam es zu einer deutli-
chen Abnahme der Eicosanoidbildung. Das Verhältnis zwischen PGI2 und TXA2

bzw. 6-keto PGF1α und TXB2 blieb dabei unverändert. Weiterhin führte die Inku-
bation der HAoEC mit den CLA-Isomeren zu einer verminderten NO-Freisetzung,
die sich nicht durch eine Veränderung der Genexpression der eNOS erklären lässt,
und einer geringeren ET-1-Freisetzung. Zusammenfassend kann aus den Beob-
achtungen abgeleitet werden, dass die CLA-Isomere weder einen positiven noch
einen negativen Einfluss auf das Verhältnis zwischen Relaxations- und Konstrik-
tionsfaktoren in den Endothelzellen hatten. Es darf jedoch nicht vernachlässigt
werden, dass die Regulierung des vaskulären Gleichgewichts komplexer ist und
auch durch andere Zellen, wie Thrombozyten und glatte Muskelzellen, beeinflusst
wird. Außerdem ist zu vermuten, dass die Effekte der beiden CLA-Isomere cis-9,
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5 Schlussfolgerungen

trans-11 CLA oder trans-10, cis-12 CLA auf deren ebenfalls biologisch aktive
Metabolite zurückgeführt werden können.

2. Im Vergleich zu früheren Untersuchungen über den Einfluss von CLAs auf inflam-
matorische Faktoren zeigte die vorliegende Studie zum ersten Mal umfassend,
wie die CLA-Isomere cis-9, trans-11 und trans-10, cis-12 auf Parameter der
frühen Atherogenese (Freisetzung von Chemokinen, Expression der Adhäsionsmo-
leküle und Monozytenadhäsion) in Zytokin-stimulierten HAoEC wirken. Dabei
hatten die CLA-Isomere sowie die LA, als Referenzsubstanz, keinen bzw. nur
einen geringfügigen Einfluss auf die Aktivität des Transkriptionsfaktors NF-κB
und nur einen leicht erhöhenden Effekt auf die Aktivität des Transkriptions-
faktors PPARγ in den Zytokin-stimulierten HAoEC. Dies erklärt vermutlich,
warum die Freisetzung der Chemokine, die Expression der Adhäsionsmoleküle
und die Monozyten-Endothelzellen-Interaktion durch die Behandlung der TNFα-
stimulierten Endothelzellen mit den CLA-Isomeren bzw. der LA nicht beeinflusst
wurden. Die Ergebnisse der Arbeit deuten darauf hin, dass die CLA-Isomere
cis-9, trans-11 CLA oder trans-10, cis-12 CLA und die LA keinen Effekt auf
die untersuchten Parameter der frühen Phase der Atherogenese in den HAoEC
hatten. Die in der Literatur beschriebene antiatherogene Wirkung der CLAs lässt
sich möglicherweise durch einen Einfluss auf Prozesse einer späteren Phase der
Atherogenese oder auf andere Faktoren als jene, die in dieser Studie untersucht
wurden, erklären.

Es kann resümiert werden, dass die beiden CLA-Isomere cis-9, trans-11 CLA und
trans-10, cis-12 CLA keinen Einfluss auf atheroskleroserelevante Parameter in humanen
arteriellen Endothelzellen ausübten.

Da für die Untersuchung der Wirkung der beiden CLA-Isomere auf atherosklerosere-
levante Parameter in HAoEC CLA-Konzentrationen verwendet wurden, die im Blut
von Nicht-Vegetariern erreicht werden können, ist die Übertragbarkeit der Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit auf den Menschen möglich. Dennoch sollte nicht außer Acht
gelassen werden, dass die Studien am Zellmodell durchgeführt wurden und lediglich als
richtungsweisend für weiterführende Untersuchungen erachtet werden können.
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6 Zusammenfassung

Mehrere Studien deuten darauf hin, dass die in Milch und Fleisch von Wiederkäuern
vorkommenden konjugierten Linolsäure (CLA)-Isomere, atherosklerotische Prozesse
beeinflussen. Die Atherosklerose ist die grundlegende Ursache für kardiovaskuläre
Erkrankungen; derzeit Haupttodesursachen in den meisten Industrieländern. Dabei
trägt die Ernährung zur Entstehung der Atherosklerose-Risikofaktoren, wie Übergewicht,
Fettstoffwechselstörungen, Bluthochdruck und Diabetes mellitus, entscheidend bei.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, den Einfluss der CLA-Isomere cis-9, trans-11
CLA und trans-10, cis-12 CLA auf atheroskleroserelevante Parameter – vasoaktive
Substanzen und proinflammatorische Parameter – in humanen arteriellen Endothelzellen
zu untersuchen.

Für die Untersuchung der Wirkung von CLA-Isomeren auf die Freisetzung der vasoak-
tiven Substanzen Stickstoffmonoxid (NO), Endothelin-1 (ET-1) und die Eicosanoide
Prostacyclin (PGI2), Thromboxan (TX) A2, Prostaglandin (PG) E2 und F2α wurden hu-
mane Endothelzellen der Aorta (HAoEC) mit 5 bzw. 50 µmol/l der beiden CLA-Isomere
für 24 h bei 37 ℃ inkubiert. Folgende Parameter wurden bestimmt: die Fettsäurezusam-
mensetzung der Gesamtlipide und der Phospholipide Phosphatidylethanolamin und
-cholin, die Bildung konjugierter Dien (CD)-Fettsäuren in den Gesamtlipiden, Parameter
der Eicosanoid- und der NO-Synthese sowie die Freisetzung des ET-1. Die Anteile des
jeweiligen CLA-Isomers und die Anteile der CD-Fettsäuren CD16:2 und CD20:2, Meta-
bolite der CLAs, waren in den Lipiden der CLA-behandelten Endothelzellen, verglichen
mit denen in den Lipiden der unbehandelten Endothelzellen, konzentrationsabhängig
erhöht. Die HAoEC, die mit 50 µmol/l cis-9, trans-11 CLA oder trans-10, cis-12 CLA
inkubiert wurden, setzten weniger Eicosanoide, NO und ET-1 als die unbehandelten
HAoEC frei. Es kam jedoch zu keiner signifikanten Veränderung des Verhältnisses
von PGI2 zu TXA2 bzw. 6-keto PGF1α zu TXB2 zwischen Kontrollzellen und den
CLA-behandelten Zellen. Weiterhin wiesen die Zellen, die mit 50 µmol/l cis-9, trans-11
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6 Zusammenfassung

CLA oder trans-10, cis-12 CLA inkubiert wurden, geringere Anteile an Arachidonsäure
(AA) in ihren Phospholipidfraktionen und eine niedrigere mRNA-Konzentration und
Aktivität der sekretorischen Phospholipase A2 als die Kontrollzellen auf. Auch der
Quotient aus AA und Linolsäure (LA), als Index für die ∆5- und ∆6-Desaturierung,
war verglichen mit jenem Quotienten der Kontrollzellen in den Phospholipidfraktionen
der CLA-inkubierten Endothelzellen vermindert. Zusammenfassend kann aus den Beob-
achtungen abgeleitet werden, dass die CLA-Isomere weder einen positiven noch einen
negativen Einfluss auf das Verhältnis zwischen Relaxations- und Konstriktionsfaktoren
in den HAoEC hatten.

Für die Untersuchung proinflammatorischer Parameter der frühen Entstehungsphase der
Atherosklerose wurden die HAoEC nach 20 h Inkubationszeit mit 5 bzw. 50 µmol/l der
beiden CLA-Isomere oder LA, als Referenzsubstanz, bei 37 ℃ mit 2 ng/ml Tumornekro-
sefaktor α (TNFα) für 4 h stimuliert, um eine inflammatorische Situation hervorzurufen.
Folgende Parameter wurden untersucht: die Expression der Adhäsionsmoleküle intracel-
lular adhesion molecule-1 (ICAM-1), vascular cellular adhesion molecule-1 (VCAM-1)
und E-Selektin, die Freisetzung der Chemokine monocyte chemoattractant bzw. chemo-
tactic protein-1 (MCP-1) und Interleukin (IL)-8, die Adhäsion der U937 Monozyten an
die Endothelzellen sowie die DNA-Bindungsaktivität der Transkriptionsfaktoren nuclear
factor -κB (NF-κB) und Peroxisomen Proliferator-aktivierter Rezeptor γ (PPARγ). Die
Behandlung der HAoEC mit 2 ng/ml TNFα erhöhte die Expression der Adhäsionsmo-
leküle, die Freisetzung der Chemokine und die Monozytenadhäsion. Jedoch veränderte
die Behandlung der Zellen mit dem jeweiligen CLA-Isomer bzw. der LA nicht die
Zytokin-induzierte Chemokinfreisetzung, Expression der Adhäsionsmoleküle (ICAM-1,
VCAM-1, E-Selektin) und Adhäsion der Monozyten. Die beiden CLA-Isomere und die
LA wirkten zwar auf die PPARγ-DNA-Bindungsaktivität leicht steigernd, veränderten
aber kaum die DNA-Bindungsaktivität des NF-κB. Dies deutet darauf hin, dass die
CLA-Isomere und auch die LA keinen Effekt auf die untersuchten Parameter der frühen
Phase der Atherogenese in den HAoEC hatten. Vermutlich lässt sich die in der Literatur
beschriebene antiatherogene Wirkung der CLAs durch deren Einfluss auf Prozesse
einer späteren Phase der Atherogenese oder andere als in dieser Studie untersuchte
Faktoren erklären.

Abschließend kann festgestellt werden, dass die beiden CLA-Isomere cis-9, trans-11
CLA und trans-10, cis-12 CLA keinen Einfluss auf atheroskleroserelevante Parameter
in humanen arteriellen Endothelzellen ausübten.
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7 Summary

Several in vivo studies suggest that conjugated linoleic acid (CLA) isomers occurring
naturally in milk and meat of ruminants influence atherosclerotic processes. Atheroscle-
rosis constitutes the most important contributor to cardiovascular diseases representing
the leading cause of death in developed countries. Nutrition plays a pivotal role in the
development of atherosclerosis-risk factors such as overweight, lipometabolic disorders,
hypertension and diabetes mellitus.

The aim of this study was to investigate the effects of cis-9, trans-11 CLA and trans-
10, cis-12 CLA on atherosclerosis-relevant parameters, vasoactive substances and
pro-inflammatory parameters, in human aortic endothelial cells.

To investigate the effects of both CLA isomers on the release of vasoactive substances
nitric oxide (NO), endothelin-1 (ET-1) and eicosanoids prostacyclin (PGI2), thrombox-
ane (TX) A2, prostaglandine (PG) E2 and F2α, human aortic endothelial cells (HAoEC)
were incubated with 5 or 50 µmol/L of cis-9, trans-11 CLA and trans-10, cis-12 CLA
for 24 h at 37 ℃. After the incubation period the fatty acid composition in total lipids
and the phospholipid fractions phosphatidylethanolamine and phosphatidylcholine,
formation of conjugated metabolites of CLA in total lipids, parameters of the eicosanoid
synthesis and NO synthesis as well as the release of ET-1 were determined. Incubation
of HAoEC with the CLA isomers resulted in a significant incorporation of either
CLA isomer and a significant isomer-specific formation of conjugated metabolites of
CLA (CD) such as CD16:2 and CD20:2 in a concentration dependent manner when
compared with untreated endothelial cells. Endothelial cells incubated with 50 µmol/L
with either cis-9, trans-11 CLA or trans-10, cis-12 CLA released less eicosanoids, NO
and ET-1 than control cells. The ratio between the amounts of 6-keto-PGF1α and
that of TXB2 (as stable derivates of PGI2 and TXA2, respectively) released did not
differ between control cells and cells treated with CLA isomers. Furthermore, cells
treated with 50µmol/L of either cis-9, trans-11 CLA or trans-10, cis-12 CLA had
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7 Summary

lower amounts of arachidonic acid (AA) in phospholipid fractions, a reduced mRNA
concentration and activity of secretory phospholipase A2 compared with control cells.
The ratio of the amounts of AA and those of linoleic acid (LA) as an index of ∆5- and
∆6-desaturation were lower in phosholipid fractions of endothelial cells treated with
CLA isomers than those of untreated cells. Derived from investigations, CLA isomers
have neither a positive nor a negative effect on the ratio between the relaxation and
constriction factors, parameters of the vascular homeostasis, in endothelial cells.

To investigate the effect of both CLA isomers on inflammatory parameters of the
early phase of atherosclerosis, endothelial cells were incubated in medium without
(control) or with 5 or 50 µmol/L of either cis-9, trans-11, trans-10, cis-12 CLA or LA,
as a reference substance, for 20 h at 37℃ followed by a 4 h treatment with 2 ng/mL
TNFα to cause an inflammatory situation. After the incubation periods, the expression
of adhesion molecules intracellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), vascular cellular
adhesion molecule 1 (VCAM-1) und E-selectin, the release of chemokines monocyte
chemoattractant or chemotactic protein-1 (MCP-1) and interleukin (IL)-8 and the
monocyte adhesion to endothelial cells as well as the DNA-binding activity of the
transcription factors nuclear factor-κB (NF-κB) and peroxisome proliferator-activated
receptor (PPAR) γ were determined. Treatment of HAoEC with 2 ng/mL TNFα

increased realease of the chemokines, expression of adhesion molecules and monocyte
adhesion. However, treatment of HAoEC with either CLA isomer or LA did not
modulate the cytokine-induced expression of ICAM-1, VCAM-1 and E-selectin, MCP-1
and IL-8 release and U937 cell adhesion. In addition, both CLA isomers and LA slightly
increased PPARγ DNA-binding activity, but almost did not alter DNA-binding activity
of NF-κB. This suggests that CLA isomers had no effect on parameters of the early
phase of atherosclerosis in HAoEC. This raises the possibility that the anti-atherogenic
effects of CLA described in the literature might be explained by influence on processes
of a later stage of atherogenesis or factors other than those addressed in this study.

In conclusion, both CLA isomers cis-9, trans-11 CLA and trans-10, cis-12 CLA had
no effects on the investigated atherosclerosis-relevant parameters in human arterial
endothelial cells.
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A Anhang

Tab. A.1: Anteile der gesättigten, der einfach ungesättigten und der mehrfach ungesättigten
Fettsäuren (SFA, MUFA und PUFA) in den Gesamtlipiden der HAoEC.1,2,3

Kontrolle cis-9, trans-11 CLA trans-10, cis-12 CLA

5 µmol/l 50 µmol/l 5 µmol/l 50 µmol/l

g/100 g Gesamtfettsäuren

C14:0 2, 20± 0, 08a 2, 10± 0, 03b 1, 17± 0, 02d 1, 97± 0, 08c 0, 80± 0, 01e

C16:0 19, 67± 0, 40a 19, 22± 0, 08b 11, 48± 0, 11d 18, 47± 0, 08c 8, 31± 0, 17e

C16:1 n-7 2, 64± 0, 16a 2, 35± 0, 03b 1, 21± 0, 03d 2, 01± 0, 04c 0, 84± 0, 01e

C16:1 n-5 2, 59± 0, 11a 2, 15± 0, 11b 1, 02± 0, 05d 1, 64± 0, 07c 0, 73± 0, 07e

C18:0 13, 22± 0, 25a 12, 91± 0, 21a 8, 12± 0, 12b 13, 47± 0, 33a 6, 74± 0, 32c

C18:1 n-9 19, 59± 0, 45a 17, 70± 0, 18b 9, 45± 0, 13d 16, 12± 0, 20c 6, 72± 0, 07e

C18:1 n-7 5, 71± 0, 09a 4, 95± 0, 06b 2, 81± 0, 10d 5, 07± 0, 08c 2, 10± 0, 04e

C20:4 n-3 0, 21± 0, 08c 0, 02± 0, 02cd 0, 10± 0, 08d 0, 57± 0, 03b 2, 04± 0, 03a

C20:5 n-3 1, 09± 0, 05c 0, 80± 0, 03d 2, 55± 0, 07a 1, 45± 0, 19b 0, 76± 0, 06d

C22:5 n-3 3, 29± 0, 37a 3, 24± 0, 28a 2, 51± 0, 28b 3, 52± 0, 35a 2, 29± 0, 18b

C22:6 n-3 7, 24± 1, 17a 6, 33± 1, 22ab 4, 50± 1, 02b 6, 42± 1, 56ab 5, 06± 0, 83b

ΣPUFA n-3 11, 97± 0, 76a 10, 81± 0, 71ab 9, 72± 0, 70b 12, 07± 1, 38a 10, 34± 0, 69b

C20:2 n-6 0, 52± 0, 09a 0, 45± 0, 04a 0, 18± 0, 13b 0, 41± 0, 05a 0, 19± 0, 10b

C22:4 n-6 1, 77± 0, 29b 1, 76± 0, 16b 1, 88± 0, 06ab 2, 14± 0, 13ab 2, 20± 0, 37a

C22:5 n-6 0, 33± 0, 10a 0, 41± 0, 18a 0, 32± 0, 24a 0, 28± 0, 09a < 0,1
ΣPUFA n-6 13, 13± 2, 63a 11, 45± 1, 72ab 9, 04± 1, 63bc 11, 42± 1, 55a 8, 29± 1, 39c

ΣSFA 35, 81± 0, 41a 34, 94± 0, 10b 21, 22± 0, 29c 35, 29± 0, 26b 16, 87± 0, 30d

ΣMUFA 31, 05± 0, 65a 28, 00± 0, 29b 14, 90± 0, 28d 25, 25± 0, 20c 10, 65± 0, 15e

ΣPUFA 25, 83± 0, 48e 29, 09± 0, 44d 54, 57± 1, 02b 32, 59± 0, 17c 65, 78± 0, 68a

1Die Endothelzellen wurden in Medium ohne CLA (Kontrolle) oder mit 5 bzw. 50 µmol/l cis-9, trans-11
CLA oder trans-10, cis-12 CLA für 24 h inkubiert.

2Mittelwerte ±SD für mindestens drei unabhängige Experimente.
3Ergebnisse in einer Reihe mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden mit P< 0,05.
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Tab. A.2: Anteile der gesättigten, der einfach ungesättigten und der mehrfach ungesättigten
Fettsäuren (SFA, MUFA und PUFA) in der Phosphatidylethanolaminfraktion der
HAoEC.1,2,3

Kontrolle cis-9, trans-11 CLA trans-10, cis-12 CLA

5 µmol/l 50 µmol/l 5 µmol/l 50 µmol/l

g/100 g Gesamtfettsäuren

C14:0 2, 91± 0, 52b 2, 84± 0, 72b 3, 35± 1, 03ab 3, 49± 0, 70ab 4, 10± 0, 57a

C16:0 12, 52± 3, 07ab 11, 01± 2, 02b 13, 58± 0, 82a 12, 72± 1, 84ab 12, 56± 1, 76ab

C16:1 n-7 4, 05± 1, 40b 4, 29± 1, 59b 5, 28± 1, 36ab 5, 79± 2, 00a 5, 69± 0, 83ab

C16:1 n-5 1, 08± 0, 35a 0, 72± 0, 41b 0, 65± 0, 25b 0, 72± 0, 23b 0, 91± 0, 26ab

C18:0 13, 20± 1, 22b 13, 82± 1, 26ab 14, 00± 0, 51ab 13, 67± 1, 78ab 15, 02± 1, 67a

C18:1 n-9 13, 49± 2, 04a 12, 55± 1, 22ab 11, 31± 1, 49b 13, 42± 1, 09a 11, 42± 1, 62b

C18:1 n-7 3, 33± 1, 39ab 4, 42± 1, 58a 2, 25± 0, 46b 3, 19± 0, 92ab 1, 73± 0, 41b

C20:4 n-3 0, 17± 0, 16 < 0,1 < 0,1 < 0,1 0, 32± 0, 19

C20:5 n-3 1, 35± 0, 36a 1, 13± 0, 43a 0, 62± 0, 25b 1, 21± 0, 30a 0, 73± 0, 13b

C22:5 n-3 3, 69± 0, 96a 3, 13± 1, 39a 1, 52± 0, 59b 2, 70± 1, 59ab 1, 51± 0, 62b

C22:6 n-3 5, 80± 1, 66a 3, 93± 1, 76b 2, 83± 0, 92b 3, 83± 1, 59b 3, 07± 1, 94b

ΣPUFA n-3 11, 81± 3, 51a 7, 70± 3, 66b 5, 00± 2, 67b 8, 71± 3, 53ab 6, 07± 2, 79b

C20:2 n-6 0, 15± 0, 15b 0, 52± 0, 67ab 1, 23± 2, 32a 0, 55± 0, 69ab 0, 48± 0, 56ab

C22:4 n-6 1, 12± 0, 31a 0, 79± 0, 34b 0, 55± 0, 31b 0, 73± 0, 25b 0, 75± 0, 25b

C22:5 n-6 0, 16± 0, 20b 0, 20± 0, 17b < 0,1 0, 76± 0, 84a < 0,1
ΣPUFA n-6 10, 35± 3, 26a 9, 39± 3, 26ab 7, 28± 1, 38b 9, 67± 2, 00ab 6, 95± 0, 96b

ΣSFA 29, 84± 4, 35bc 29, 44± 3, 00c 33, 20± 2, 18ab 32, 02± 1, 70abc 33, 56± 2, 55a

ΣMUFA 24, 72± 1, 81ab 22, 36± 2, 15bc 23, 90± 5, 91ab 25, 30± 1, 58a 21, 30± 2, 39c

ΣPUFA 26, 52± 7, 45 22, 54± 6, 88 24, 04± 9, 21 23, 04± 4, 60 27, 11± 6, 60

1Die Endothelzellen wurden in Medium ohne CLA (Kontrolle) oder mit 5 bzw. 50 µmol/l cis-9, trans-11
CLA oder trans-10, cis-12 CLA für 24 h inkubiert.

2Mittelwerte ±SD für mindestens drei unabhängige Experimente.
3Ergebnisse in einer Reihe mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden mit P< 0,05.
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Tab. A.3: Anteile der gesättigten, der einfach ungesättigten und der mehrfach ungesättigten
Fettsäuren (SFA, MUFA und PUFA) in der Phosphatidylcholinfraktion der HAoEC.1,2,3

Kontrolle cis-9, trans-11 CLA trans-10, cis-12 CLA

5 µmol/l 50 µmol/l 5 µmol/l 50 µmol/l

g/100 g Gesamtfettsäuren

C14:0 4, 00± 0, 72a 3, 71± 0, 67ab 3, 03± 0, 71bc 3, 92± 0, 75a 2, 63± 0, 92c

C16:0 26, 29± 0, 92a 19, 21± 5, 07c 19, 10± 1, 90c 23, 01± 1, 79b 16, 68± 2, 65c

C16:1 n-7 5, 88± 1, 53bc 6, 18± 1, 04b 5, 00± 0, 72bc 8, 00± 1, 51a 4, 64± 1, 00c

C16:1 n-5 2, 43± 0, 44a 1, 86± 0, 60b 0, 91± 0, 13c 1, 05± 0, 69c 1, 01± 0, 23c

C18:0 8, 15± 0, 40b 10, 96± 2, 04a 9, 21± 0, 79b 8, 63± 0, 70b 9, 31± 1, 84b

C18:1 n-9 23, 30± 1, 40a 17, 96± 3, 18b 12, 87± 1, 98c 19, 74± 2, 17b 12, 72± 3, 85c

C18:1 n-7 6, 51± 0, 75a 4, 52± 1, 78b 3, 12± 0, 91c 4, 80± 1, 24b 2, 64± 0, 53c

C20:4 n-3 < 0,1 < 0,1 < 0,1 < 0,1 0, 57± 0, 33

C20:5 n-3 0, 59± 0, 16b 0, 59± 0, 12b 0, 85± 0, 30a 0, 63± 0, 10b 0, 41± 0, 02b

C22:5 n-3 1, 37± 0, 33a 1, 38± 0, 24a 0, 73± 0, 22b 0, 93± 0, 32b 0, 68± 0, 15b

C22:6 n-3 1, 29± 0, 29a 1, 31± 0, 40a 1, 58± 0, 77a 0, 82± 0, 32b 0, 79± 0, 20b

ΣPUFA n-3 3, 60± 0, 88a 2, 93± 1, 46ab 2, 84± 0, 88ab 2, 50± 0, 96b 2, 43± 0, 71ab

C20:2 n-6 0, 20± 0, 07 0, 15± 0, 05 < 0,1 0, 23± 0, 16 0, 17± 0, 16

C22:4 n-6 0, 47± 0, 14b 0, 43± 0, 09ab 0, 44± 0, 11ab 0, 34± 0, 09b 0, 51± 0, 03a

C22:5 n-6 < 0,1 < 0,1 < 0,1 < 0,1 < 0,1
ΣPUFA n-6 4, 24± 1, 04 3, 92± 1, 55 4, 24± 1, 92 4, 17± 0, 61 3, 19± 0, 21

ΣSFA 38, 91± 1, 36a 34, 76± 3, 05b 30, 82± 3, 50c 36, 88± 2, 22ab 29, 96± 4, 80c

ΣMUFA 39, 58± 2, 80a 31, 26± 5, 18b 23, 13± 3, 46c 33, 89± 4, 09b 22, 62± 6, 00c

ΣPUFA 10, 72± 1, 67b 13, 53± 1, 67b 31, 53± 4, 87a 12, 35± 3, 73b 33, 58± 11, 61a

1Die Endothelzellen wurden in Medium ohne CLA (Kontrolle) oder mit 5 bzw. 50 µmol/l cis-9, trans-11
CLA oder trans-10, cis-12 CLA für 24 h inkubiert.

2Mittelwerte ±SD für mindestens drei unabhängige Experimente.
3Ergebnisse in einer Reihe mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden mit P< 0,05.
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