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1 Einleitung

Das Immunsystem setzt sich aus anndhernd einer Trillion spezialisierter Zellen zusammen
und bedient sich unterschiedlicher Strategien, um die Erhaltung der Individualitdt und Integri-
tat, die Unterscheidung zwischen ,,Fremd* und ,,Selbst”, sowie die Abwehr und Elimination

fremder Organismen oder toxischer Substanzen zu gewihrleisten[21].

Der Apparat der immunkompetenten Zellen besteht aus B- und T-Lymphozyten, welche zu-
sammen mit den antigenprisentierenden Zellen (APC), zu denen Monozyten und Makropha-
gen zdhlen, den komplexen und lebenswichtigen Aufgaben der Immunabwehr nachkommen.
Unterstiitzt werden sie dabei u.a. von dendritischen Zellen, Endothelzellen sowie den regulie-

rend eingreifenden akzessorischen Zellen mit ihren 16slichen Mediatoren[42].

Zu Beginn jeder Immunantwort stehen die antigenprédsentierenden Zellen, die ein erkanntes
Allergen mit den zu den Haupthistokompatibilitdtskomplexen (MHC) gehorenden Human-
leucocyte-antigens (HLA) der Klasse II prozessieren, um sie fiir andere immunkompetente
Zellen identifizierbar und angreifbar zu machen zu machen. Jeder Lymphozyt trigt ein Rezep-
tormolekiil auf seiner Oberflidche, welches an ein so opsonisiertes Fremdantigen binden kann.
Nach einmaligen Kontakt mit einem von den APC prisentierten Antigen entwickeln sich iiber
mehrere Differenzierungs- und Teilungssschritte aus einer einzelnen Mutterzelle eine Vielzahl
identischer, fiir ein bestimmtes Antigen zusténdiger Zellen, die auch als Klon bezeichnet wer-
den[2]. Diese Zellpopulation attackiert nun entweder durch direkten zellvermittelten T-
Zellen-Angriff oder via Sekretion von durch B-Zellen produzierte Antikdrper den erkannten
Eindringling und schiitzt den Koérper so vor weiterem Schaden[4]. Zusétzlich kommt es zur
Ausbildung von Gedéchtnis-Zellen, die ebenfalls fiir jeweils ein potentielles Antigen spezi-
fisch sind. So ist das System der Immunabwehr in der Lage, auf nahezu unbegrenzt viele Va-

riationen chemischer Detergenzien und mikrobiologischer Organismen zu antworten.

Die fiir unsere Untersuchungen besonders interessanten Immunkomplexe entstehen durch
Bindung eines spezifischen Antikorpers an ein Antigen[42]. Bisher bekannte Immunkomplex-
Krankheiten sind durch die Ablagerung dieser Strukturen in Blutgefdl3en, besonders an deren
Basalmembran, oder durch die Anwesenheit 16slicher Komplexe im Blut oder anderen Kor-

perfliissigkeiten charakterisiert [48].



Die deponierten Komplexe rufen im wechselnden Ausmal3 eine lokal entziindliche Reaktion
hervor, die durch Komplementaktivierung, Granulozytenenzyme und durch die Immun-
komplexe selbst verursacht wird. Zusitzlich kann es zu einer ortlichen Aktivierung des Ge-
rinnungssystems kommen, wobei sich u.U. Fibrin bildet und Mikrothromben entstehen[42].

Die Krankheitsbilder treten transistorisch (z.B. Serumkrankheit, postinfektiose Vaskulitis,
Glomerulonephritis), in Schiiben oder chronisch in Erscheinung. Zirkulierende, 16sliche Im-
munkomplexe bewirken oft vaskulitische Verdnderungen, wie sie bei der immunkomplex-
induzierten Glomerulonephritis, der Periarteriitis nodosa, der Uberempfindlichkeitsvaskulitis
und der Riesenzellarteriitis zu finden sind. Auch Autoimmunreaktionen wie der Lupus
erythematodes disseminatus, die gemischte Kryoglobulindmie, die chronisch rheumatoide
Arthritis gehoren diesem Formenkreis an und sind auf Antigen-Antikorper-Komplexe zuriick-

zufiihren[5].

Sowohl im Serum als auch in den atheromatGsen Lésionen von Patienten mit manifester Athe-
rosklerose konnten Immunkomplexe aus (low-density-lipoprotein - Anti-LDL) oder den modi-

fizierten (oxydated-low-density-lipoproteins - Anti-ox-LDL) nachgewiesen werden[36, 58].

Grundlage dieser Arbeit ist die Hypothese, dass schon alleine die Anwesenheit unspezifischer
Immunkomplexe und cholesterolhaltiger Lipoproteine zu einer lokalen Destabilisierung des
Blutplasmas fiihren und so die Progression der atheromatdsen Plaquebildung und den Ablauf
einer chronischen Entziindungsreaktion unterstiitzen. Die dabei involvierten Entziindungszel-
len wiirden demnach in dauerhaft aktiviertem Zustand physiologische Regelkreise in ein Un-

gleichgewicht bringen und so dem Fortschreiten degenerativer Krankheiten Vorschub leisten.

In dieser Dissertation sollen die Auswirkungen von in ihrer Struktur bekannter Polypeptide
auf ein in-vitro-Modellsystem untersucht werden. Dabei steht die Identifizierung von Sub-
stanzen im Vordergrund, welche Plasamadestabilisierungsprozesse entweder beschleunigen
oder verhindern kénnen. Im nachfolgenden theoretischen Teil wird die Atherosklerose als
Beispiel fiir eine Erkrankung gewéhlt, deren bisher bekannte Entstehungsfaktoren um eine

mdgliche Beteiligung der Immunkomplexe zu erweitern wiren.



1.1 Theoretische Grundlagen

1.1.1 Teilaspekte der Entziindungsreaktion

Eine Entziindung wird durch mechanische (z.B. Druck, Fremdkdrper), physikalische (Kiélte,
Wiarme, ionisierende Strahlen), chemische (Sduren, Laugen), toxische (bakterielle Endo- und
Exotoxine, Harnstoff bei Urdmie), mikrobiologische (Viren, Bakterien, Pilze) und immunolo-
gische Faktoren (zirkulierende Immunkomplexe) ausgelost.

Alle Entziindungsreize fithren zunéchst zu einem Zellzerfall im Rahmen einer lokalen Ge-
websnekrose, in deren Folge verschiedene Mediatoren (wie z.B. Zytokine) freigesetzt wer-
den[42]. Ziel der Entziindungsreaktion ist die Inaktivierung dieses Reizes und die Wieder-
herstellung des dabei zugrundegegangenen Gewebes[42]. Dafiir miissen humorale und zellu-
lare Bestandteile des Immunsystems an einen potentiellen Infektionsherd transportiert wer-

den, wobei sich im Wesentlichen folgende Vorgénge abspielen:

1. Eine erhohte Blutzufuhr zum Infektionsort.

2. Eine erhohte Kapillarpermeabilitdt durch Retraktion der Endothelzellen. So kann das
Endothel von Molekiilen passiert werden, die normalerweise zu gro3 dazu wéren. An-
tikorpern, Komplementfaktoren und Molekiilen anderer Plasmaenzymsysteme ist es so
moglich, zum Ort der Entzlindung vorzudringen.

3. Leukozyten, speziell polymorphkernige neutrophile Leukozyten und in geringerem
Umfang Makrophagen, treten aus den Kapillaren in das umgebende Gewebe aus. Dort
wandern sie durch Chemotaxis auf den Infektionsherd zu[42].

4. Prostaglandine werden durch das Enzym Zyklooxygenase aus Arachidonsdure unter
dem Einfluss von Mastzellen, basophilen Leukozyten und Thrombozyten durch Akti-
vierung von Phospholipase A2 gebildet.

5. Basophile Granulozyten und Mastzellen setzen Histamin frei und aus Plasmaglobulin

wird durch das Enzym Kallikrein Bradykinin gebildet[41].

Die in Punkt 4. und 5. aufgefiihrten Entziindungsmediatoren fiihren zu einer Stérung der Mi-
krozirkulation durch Vasodilatation in den Arteriolen und Kapillaren, spiter auch in postka-
pilliren Venolen.

Aufgrund der Vasodilatation kommt es zunédchst zu einer Stromungsverlangsamung im Ge-
faBbett des Entziindungsbereiches, spiter dann zu einer Stase. So kann die weitere Verbrei-

tung des Erregers auf dem Blutweg verhindert werden[42].



Da die Sauerstoff- und Nahrstoffzufuhr sowie der Abtransport von metabolischen Schlacken
und CO; in diesen Gebieten unterbrochen ist, fallt der pH-Wert im umgebenden Gewebe ab,

es resultiert eine lokale Azidose[41].

Der genaue pH-Wert in chronisch entziindlichem Gewebe ist nicht bekannt, in Abszessen und
in der Peritonealfliissigkeit von Patienten mit einem intraabdominellen Abszess sind pH-
Werte zwischen 6,0 und 6,8 gemessen worden[51]. Aufgrund dieser Erkenntnisse erschien es
sinnvoll, die in-vitro-Versuche bei niedrigeren pH-Werten als dem physiologischen von 7,4
durchzufiihren, um damit die bei einer Entziindung auftretenden Bedingungen zu simulieren.
Die oben erwidhnten Zytokine spielen beim Signalaustausch zwischen den Zellen eine wichti-
ge Rolle. In den Anfangsstadien werden Interleukin-1 und Interleukin-6 durch Zellen des be-
troffenen Gewebes freigesetzt. Lymphozyten und mononukledre Zellen erscheinen durch die-
sen chemotaktischen Reiz angelockt am Ort der Entziindung, werden durch Antigene aktiviert
und setzen nun ihrerseits wieder Zytokine frei (Interleukin-1, Interleukin-4, Tumor-Nekrose-
Faktor, Interferon vy), die die Einwanderung von weiteren Zellen durch ihre Wirkung auf das
lokale Endothel verstarken[43].

Die Anwesenheit von T-Lymphozyten und Makrophagen, proliferierenden Mesenchymzellen,
das Auftreten von Fibrose und Gewebsnekrosen und der Nachweis von abgelagerten Immun-
komplexen in der humanen atheromatdsen Lasion deuten auf das Vorliegen einer chronischen

Entziindungsreaktion hin.

1.1.2 Die Plasmamikrodestabilisierung als ein moglicher Kkritischer Faktor in der

Atherogenese

1.1.2.1 Hypothesen zur Krankheitsentstehung

Die WHO definiert die Atherosklerose als

,eine variable Kombination von Intimaveridnderungen der Arterien (zu unterscheiden von
Arteriolen), die aus einer fokalen Anhdufung von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut
und Blutprodukten, fibrosem Gewebe und Kalkablagerung besteht und mit Mediaverdnderun-
gen einhergeht“[35].

Im 19. Jahrhundert wurden zwei Hypothesen zur Erkldrung der Pathogenese der Atheroskle-
rose favorisiert: die Inkrustationshypothese von Rokitansky, nach der die Intimaverdickung
aus Fibrinablagerungen mit anschlieBender Organisation durch Fibroblasten resultiert und an

die sich eine Lipidakkumulation anschlief3t.



Die Lipidhypothese von Virchow postuliert eine Lipidakkumulation in der Arterienwand
durch verstirkte Lipidablagerungen aus dem Blut[10]. Sie geht dabei von der Vorstellung aus,
dass mit der Hohe der Cholesterinkonzentration im Blut unmittelbar und kausal das Risiko der
Entwicklung einer Arteriosklerose verbunden ist[12]. Die Lipide des Blutes konnen nach die-
ser Theorie auch ohne Vorliegen weiterer Faktoren eine Arteriosklerose ausldsen und unter-
halten. Diese Vorstellung wird durch zahlreiche tierexperimentelle Untersuchungen gestiitzt.
Eine Vielzahl epidemiologischer Untersuchungen hat auch beim Menschen eine Assoziation
zwischen den Blutspiegeln von Cholesterin und anderen Lipiden und der Manifestation athe-
rosklerotischer Gefaflerkrankungen nachgewiesen[12]. Durch eine medikamentdse Senkung
des Cholesterinspiegels kann die Progression der koronaren Herzkrankheit reduziert und die
Anzahl koronarer Ereignisse wie Myokardinfarkt oder plotzlicher Herztod vermindert wer-
den[54]. Die Hyperlipoproteindmie ist der stérkste Risikofaktor fiir die koronare Herzkrank-
heit[55]. So kommt es zuerst zu funktionellen Beeintrdchtigungen und nachfolgend zu mor-
phologisch fassbaren Endothelzellschddigungen[12].

Ross fasste beide Theorien in der sogenannten Response-to-injury-Hypothese (Verletzungs-
theorie) zusammen[10, 46].

Die Monozytenhypothese legt auf der Grundlage eines einzelnen, in den Lisionen gefunde-
nem Isoenzyms nahe, dass die Intimaproliferation wie bei einem benignen Tumor aus der
Vermehrung einer einzelnen, individuellen glatten Muskelzelle resultiert[ 10, 19].

Benditt und Benditt konnten die Monoklonalitit von glatten Muskelzellen in arterioskleroti-
schen Lisionen nachweisen[3]. Die Auslosung des proliferativen Prozesses konnte u. a. durch
eine Virusinfektion (z.B. Zytomegalieinfektion) erfolgen[12]. Der von den Autoren als fokale
klonale Sequenz bezeichnete Mechanismus beinhaltet, dass die glatten Muskelzellen der Inti-
ma normalerweise der Feedbackkontrolle durch die angrenzende Media unterliegen, indem
die glatten Muskelzellen Mitoseinhibitoren bilden. Mit zunehmenden Alter treten vermehrt
Storungen dieses Feedbackkontrollsystems auf, da diese Kontrollfunktion mit zunehmendem

Alter der Zellen zugrunde gehen[19].

Die lysosomale Hypothese legt dar, dass eine alterierte Lysosomenfunktion zur Entstehung
der Atherosklerose beitragen kann. Die erhohte Speicherung von Cholesterinestern in der
glatten Muskelzelle der Arterien konnte mit dem relativen Mangel an Aktivitéit der lysosoma-

len Cholesterinesterhydrolase zusammenhdngen[19].



Die Response-to-injury-Theorie wird am breitesten fiir die Atheroskleroseentstehung akzep-
tiert, da sie mit einer Vielzahl experimenteller Beweise iibereinstimmt[18, 19]. Demnach sind
die die Intima auskleidenden Endothelzellen und moglicherweise auch die darunter liegenden
glatten Muskelzellen wiederholten oder kontinuierlichen Schidigungen durch chemische,
mechanische, immunologische oder toxische Einfliisse ausgesetzt[10, 18, 46]. Die geschadig-
ten Zellen induzieren eine spezifische, chronische Entziindungsreaktion mit nachfolgender

fibroproliferativer Antwort.

1.1.3 Die Entwicklung der atherosklerotischen Plaque

Die Entwicklung einer atherosklerotischen Plaque ist ein komplexer Prozess, an dessen Be-
ginn die endotheliale Dysfunktion steht. Sie wird durch Faktoren wie Hypercholesterindmie,
Rauchen, arterielle Hypertension, Hyperhomocysteinurie und gestorten Glukosestoffwechsel
und weiteren Faktoren wie mikrobiologische Ursachen, genetische Determination, Alter, Ge-
schlecht und Bewegungsmangel ausgelost und driickt sich in erhdhter Endothelpermeabilitét
fiir Lipoproteine und andere Plasmabestandteile aus[46].

Unter den beteiligten Mediatoren finden sich Stickstoffmonoxid (NO), platlet derived growth
factor (PDGF), Prostacycline, Angiotensin II und Endothelin[38].

Durch vermehrte Expression von endothelialen Adhésionsmolekiilen wie VCAM 1, ICAM 1
und verschiedener Selektine kommt es zur Migration von Leukozyten und Makrophagen in

den subendothelialen Raum([33, 57].

Der ndchste Entwicklungsschritt beinhaltet, stimuliert durch PDGF und Tumor-Growth-
Factor B (TGFp), die Einwanderung von glatter GefaBwandmuskulatur[49], die Aktivierung
von T-Lymphozyten durch Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa) und Interleukin 2[31]. An-
schlieBend kommt es zur Schaumzellbildung aus hyperaktivierten Makrophagen, welche
durch oxidiertes Low-density-lipoprotein (LDL), Makrophage-colony-stimulating-faktor
(MCSF), TNFa und Interleukin 2 (IL-2) ausgelost wird[47]. Thromboxan A, und tissue-
factor verstirken zusétzlich die Blutplédttchenaggregation[25]. Diese hoch aktiven Substanzen
16sen eine lokale Entziindungsreaktion aus und initiieren Gewebeschidden, die sich zum Bei-

spiel in einer Endothelverletzung manifestieren kdnnen.

Die Zellen der glatten GefaBwandmuskulatur bilden eine fibrose Kappe, welche der Plaque
einerseits mechanische Stabilitdt verleiht und andererseits die lipidreiche thrombotisch wirk-

same Kernzone vom Geféfllumen und damit dem zirkulierenden Blut separiert.



Ob eine solche Lision unverletzt und damit stabil bleibt, oder rupturiert und zu einer Throm-
bose fiihrt, die sich im klinischen Bild einer instabilen Angina pectoris du3ern kann, hingt
von unterschiedlichen Faktoren ab, deren wichtigster die Zusammensetzung des Kernbereichs
ist[15].

Durch die Einwanderung und Aktivierung von Makrophagen kommt es zur Ausdiinnung der
Kappe, da Makrophagen Metalloproteinase und andere protelytische Enzyme freisetzen. Ge-
triggert werden sie dabei von an Entziindungsreaktionen beteiligten Zellen wie zum Beispiel
den T-Lymphozyten. Stabile Plaques haben eine sehr dicke fibrose Kappe, einen kleinen Li-
pidkern und beinhalten weniger Entziindungszellen. Im Gegensatz dazu finden sich bei den
vulnerablen Lésionen ein hoher Lipidgehalt im Kernbereich, zahlreiche Entziindungszellen
mit den entsprechenden Mediatoren und eine diinne kollagenarme fibrése Kappe, die glatte

Gefallwandmuskulatur enthalt[26].

Nach diesem Uberblick iiber die Krankheitsentstehung soll im Folgenden auf einige aktuelle
Erkldrungsansitze, die das Immunsystem in die Atiologie miteinbeziehen eingegangen wer-

den:

1.1.4 Lymphozyten und Makrophagen

In allen Stadien der atherosklerotischen Ladsion wurden Monozyten und T-Lymphozyten ge-
funden[9]. Als sekundire Antwort auf die Endothelverletzung werden oben genannte Adhisi-
onsmolekule exprimiert, zirkulierende Monozyten und T-Lymphozyten heften sich darauthin
an das Endothel[32] und wandern in den subendothelialen Raum([7]. In der GefaBwand diffe-
renzieren sich die Monozyten entweder in phagozytotische Scavenger-Zellen, was letztend-
lich zur Schaumzellbildung fiihrt, oder in aktivierte Makrophagen, die Zytokine ausschiitten
und Lipoproteine enzymatisch oder durch Oxidation modifizieren[8, 30]

Die sogenannten ,,fatty-streaks* sind Hauptbestandteil der frithen Lision. Die hier gefundenen
Zellen des Immunsystems, T-Zellen und Makrophagen, liegen in einem Mengenverhéltnis
von circa 1:8 vor[29].

Bei Betrachtung der T-Zell-Subpopulationen findet man in dieser Phase hdufiger zytotoxische
CDg'-Suppressorzellen als die CD,'-T-Helfer-Zellen[50]. Die verschiedenen Zelltypen pro-
duzieren signifikante Mengen der Zytokine Interleukin 1(IL-1), IL-6, Tumor-Nekrose-Faktor
o (TNFa), Interferon y (INFy) und IL-2 zusammen mit Kolonie-stimulierenden Faktoren

( CSF's).



Durch dieses komplexe Werk zelluldrer Interaktionen werden die entsprechenden Zielzellen
durch autokrine oder parakrine Mechanismen stimuliert.

Als Beispiel soll die Aktivierung von Makrophagen durch T-Zellen mittels IFNy gelten[11].
Die so aktivierten Makrophagen produzieren IL-12, was wiederum die T-Zellen stimuliert,
IFNy in den Blutstrom abzugeben. Eine solche Zytokin-basierte Kettenreaktion kann die Zell-
akkumulation in der Lasion verstérken. In frithen Stadien kann jedoch durch TGFf und IL-1
inhibitorisch eingegriffen werden und es entsteht ein Gleichgewicht zwischen den gegensitz-

lichen Mechanismen.

1.1.5 Immunsuppression als Folge der persistierenden Makrophagenaktivierung

Wie oben beschrieben, fordern die durch Hypercholesterindmie in der GefaBwand akkumu-
lierten LDL-Partikel nach ihrer chemischen Modifikation zu oxLDL die Aktivierung von En-
dothelzellen, Makrophagen und T-Lymphozyten, was zur Ausbildung einer Entziindungsreak-
tion fiihrt[14, 52].

Die angesteuerten Zellen exprimieren Adhdsionsmolekiile und produzieren Sauerstoffradika-
le. Dieser Mechanismus fiihrt zum weiteren Anstieg des oxLDL-Spiegels und zu vermehrtem
Auftreten von immunkompetenten Zellen in der Arterienwand[39].

Die T-Zellen erkennen die oxLDL-Epitope der antigenprisentierenden Zellen und initiieren
eine Immunantwort, wie durch zahlreiche knockout-Tierversuche und Untersuchungen an
Menschen nachgewiesen wurde[53]. Es werden sowohl IgM- als auch IgG-Antikorper produ-
ziert. Die Makrophagen beginnen oxLDL {iber ihren Scavenger-Rezeptor aufzunehmen und
verwandeln sich nach Erschopfung dieses Eliminationsweges schlieBlich in Schaumzel-
len[23]. Der Scavenger-Mechanismus unterliegt keiner negativen Riickkopplung und bedingt
so das Zugrundegehen der phagozytierenden Zellen, da sie das im Uberfluss vorliegende Sub-
strat so lange aufzunehmen versuchen, bis ihr eigener Stoffwechsel mangels Weiterverarbei-
tung zum Erliegen kommt.

Die teilweise unbekannte Atiologie der Atherosklerose lisst die Hypothese zu, dass der ei-
gentlichen Krankheitsauslosung eine chronische Immunsuppression vorausgeht.

Der Ausloser dieser Suppressionsphase kann entweder ein bakterieller oder viraler Infekt
sein[37], ein zusidtzlicher Faktor liegt in der Aktivierung von pathogenspezifischen T4-Helfer-
Zellen und B-Memory-Zellen. In Folge der infektbedingt ldnger anhaltenden Unterdriickung
der normalen Immunfunktion kann es durch die Suppression der T-Helfer-Zellfunktion zur
»Ausverdiinnung® der Lymphokine im Plasma, und somit u.a. zur gestorten Funktion bzw.

verlangsamten Nachrekrutierung der Suppressor-T-Zellen kommen[40].



Unter den Suppressor-T-Zellen befinden sich Subpopulationen, deren Funktion die stidndige
Uberwachung der Ausbildung von T4 und Plasmazellen ist. Da es sich hierbei um einen dy-
namischen Prozess handelt, der eine Mindestzahl an kontrollierenden Suppressor-Zellen vor-
aussetzt, kann eine gestdrte Funktion in Form eines verlangsamten Nachschubes dieser Kon-
trollzellen eine Aktivierung der miteinander kooperierenden T4- und B-Gedéchtniszellen und
so eine oligoklonale Produktion von autoantigen- und pathogenspezifischen Antikorpern zur
Folge haben.

Solche Antikdrper finden beispielsweise in oxLLDL ihren Partner, was schlieBlich zu erhohten
Immunkomplex-Plasmaspiegeln fiihrt.

Ein weiterer Mechanismus, der letztendlich zum Anstieg der IC-Plasmaspiegel fiihrt, ist in
einer durch persistierende Makrophagenaktivierung bedingten lokalen Hypersekretion von
Zytokinen oder durch Hypercholesterindmie getriggerte vermehrte Expression von T-Helfer-
Zellen zu sehen[59].

Beide Subpopulationen der T-Helfer-Zellen spielen also eine wichtige Rolle in der Atheroge-
nese. Die Sekretion von IFNy, ein makrophagenaktivierendes und proinflammatorisch wirk-
sames Zytokin, scheint dabei besonders herausragend zu sein:

es stimuliert Makrophagen zur Zytokin- und Sauerstoffradikalproduktion und fordert ihre
Metalloproteinasenexprimierung. Endothelzellen fangen an, Adhdsionsmolekiile zu bilden
und die Kontraktilitdt der glatten GefaBwandmuskulatur wird reduziert, wihrend die Fibrino-
genese gefordert wird.

Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass Méause, denen sowohl der IFNy-Rezeptor als
auch der Apo E-Rezeptor fehlt, deutlich schwichere Tendenzen aufweisen, Atherosklerose zu
entwickeln, als Tiere, denen nur der Apo E-Rezeptor fehlt. Dies ldsst auf einen deutlichen
Einfluss von IFNy auf die Atherogenese schlie3en.

[FNy wird von Th;-Zellen produziert, wihrend die Th,-Subpopulation vornehmlich IL-4,
IL-5, IL-10 und andere Zytokine sezerniert, welche die B-Zell-Aktivitit fordern.

Den unterschiedlichen makrophagenaktivierenden Signalen ist gemeinsam, dass sie direkt
oder indirekt zur (Hyper-) Sekretion von Prostaglandinen (PGE1 / PGE2) fiihren, die auf alle
bisher untersuchten Leukozyten-Subpopulationen immunsuppressiv wirken[24].

Die persistierenden IC, aber auch die hypersezernierten Zytokine (z.B. IL-1, IL-2) stellen eine
Art endogenes Dauersignal dar, welches die Makrophagen zu Suppressor-Monozyten umpro-
grammiert. Derart umprogrammierte mononukleidre Phagozyten verlieren die Fihigkeit, auf
neue antigene Reize zu antworten und hemmen auBlerdem die Funktionen anderer immun-

kompetenter Zellen[24].



1.1.6 Persistierende Makrophagenaktivierung fithrt zu vermehrter T-Helfer,-
Expression

Die Phagozyten des menschlichen Korpers verfiigen in aktivierter Form iiber drei Moglichkei-

ten um auf fiir sie spezifische Antigene zu antworten.

Aufgrund einer zunidchst subklinisch verlaufenden persistierenden Entziindungsreaktion

kommt es zu einem lokalen Sauerstoffmangel fiir die Atmungskette der beteiligten Phagozy-

ten, sowie zur Ansduerung des sie umgebenden Milieus [51].

Das glykolytisch bereitgestellte Reduktionsiquivalent NADP' dient zur enzymatischen Bil-

dung (NADPH-Oxidase) von Superoxidanionradikalen [20]. Diese Superoxidanionradikale

werden durch das Enzym Dismutase via Zelloxidation in Wasserstoffperoxid iiberfiihrt.

Als Folge des erhohten O, /H,0,-Spiegels verlagert sich der Transskriptionsfaktors NF-k-B in

den Zellkern[28]. Durch Bindung an Enhancer/Silencerregionen kommt es zu einer erhohten

Expression von intrazelluliren Zelladhidsionsmolekiilen (ICAM) und endothelartigen Zellad-

hisionsmolekiilen (ELAM-1,) die fiir eine verstirkte Rekrutierung von phagozytosefdhigen

Zellen aus der Blutbahn in die betroffene Zelle verantwortlich sind. Zusétzlich kommt es zu

einem Verbrauch des ebenfalls glycolytisch bereitgestellten Energietrigers ATP[16].

ATP dient einerseits zur eigenen Energieversorgung, sowie als Substrat fiir die Synthese von

cAMP durch die in der Zellmembran lokalisierte Adenylatcyclase[20].

Die dritte Mdglichkeit kann als direkter Angriff von immunkompetenten Zellen auf erkannte

Antigene, die Phagozytose, beschrieben werden.

cAMP dient als second messenger in einer Signaltransduktionskette. Schliisselreaktionen sind
hierbei die Aktivierung der Phosphatidylinositol-Kinase, sowie einer Phospholipase. Durch
die Kinase wird der Inositolrest phosphoryliert.

Eine durch ein G-Protein stimulierte Phospholipase spaltet dann das Lipid zu Inositol-1,4,5-
Triphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG). Sowohl IP3 als auch DAG sind an der Signal-
transduktion beteiligt. IP3 bewirkt einen Anstieg der intrazelluliren Ca**-Konzentration und
DAG stimuliert eine Proteinkinase. Durch Bindung von drei IP3-Molekiilen an einen Ca*'-
Kanal des endoplasmatischen Retikulums wird dieser gedffnet. Ca®"-Ionen wirken als Boten-
stoff oft nicht direkt, sondern iiber die Bindung an Calmodulin, welches wiederum eine Prote-
inkinase aktiviert[22]. Hierdurch wird die Expression von Transskriptionsfaktoren, bzw. ihre

Aktivierung oder Inhibierung gesteuert.
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Ein Ca®"-unabhingiger Alternativweg kann mittels DAG eingeschlagen werden. Auch hier
wirkt eine Proteinkinase aktivierend auf die Expression von Transskriptionsfaktoren. Diese
Faktoren binden an Enhancer/Silencer (spezifische Regulationselemente des eukaryotischen
Genoms) und beeinflussen mittels Bindung von Zytokinen, u.a. IFNa bzw. IFNy die Expres-
sion von MHC I/MHC 1I.

Hierbei induziert das von den Leukozyten gebildete IFNa die Bildung von MHC I, was wie-
derum zu einer Steigerung der Lymphozytenaktivitdt fithrt. Das von T-Lymphozyten und
Killerzellen gebildete IFNy bildet MHC II. Eine Steigerung der Makrophagenaktivitdt ist die
Folge.

Bei ldnger andauernder Aktivierung der Makrophagen kommt es zu einer Verlagerung der
Zytokinproduktion in Richtung IFNo. Der IFNa-Uberhang bedingt eine anhaltende Lympho-
zytenaktivierung, die letztendlich durch vermehrtes Auftreten von Antikérpern bzw. daraus
entstehenden Immunkomplexen manifest wird[24].

Dabei spielt die Hypercholesterindmie eine bedeutende Rolle, da die beteiligten T-Helfer-
zellen unterschiedliche Cholesterinresistenzen besitzen. Wéahrend T-Helfer;-Zellen nur gering
angestiegene Cholesterinspiegel tolerieren konnen, persistieren T-Helfer,-Zellen auch bei
hoheren Cholesterinplasmaspiegeln. Als Ergebnis konnen in atherosklerotischen Plaques ne-
ben IgG;-Autoantikorpern gegen modifiziertes LDL auch erhohte T-Helfer,—Zytokinspiegel
nachgewiesen werden[13]. Die B-Lymphozytenfraktion wird also einerseits durch die dauer-
haft aktivierten Makrophagen und die von ihnen sezernierten Zytokine (vermehrt MHC 1),
andererseits durch die bei der Atherosklerose typischen erhohten Cholesterinplasmaspiegel
aktiviert, Antikorper gegen modifiziertes LDL zu produzieren. Diese Antikorper fithren zur
Bildung von Immunkomplexen, die in den atheromatdsen Plaques nachgewiesen werden

konnten.

1.1.7 Zentrale Rolle fiir endotheliale NADPH-Oxidase bei der Atheroskleroseentste-
hung

Das Immunsystem stattet seine neutrophilen Zellen, Monozyten und Makrophagen mit der
Féhigkeit zur Superoxidproduktion aus[6]. Die entstehenden freien Sauerstoffradikale werden
hauptsédchlich zu Abwehr von Bakterien benotigt, tragen aber auch zur Genese und Progressi-
on der Atherosklerose bei[34].

Der Hauptvertreter dieser Superoxidproduzenten ist die NADPH-Oxidase. NADPH-Oxidase
reduziert molekularen Sauerstoff (O,) zu Superoxid (O,"). Diese freien Radikale sind duBBerst

kurzlebige und reaktionsfreudige Verbindungen und fiithren innerhalb von Phagosomen iiber
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eine Reihe von nichtenzymatischen Folgereaktionen zu ungehemmt oxidativem Abbau des
phagozytierten Materials. Analoge Mechanismen sind bei der durch das Radikal vermittelten
Lipidperoxidation bekannt[56]. SchlieBlich konnte man NADPH-Oxidase auch in Endothel-

zellen nachweisen[27].

Hohe LDL Serumspiegel fiihren zu einem Anstieg der Aktivitdt von endothelialer NADPH-
Oxidase und damit zu einer Zunahme von reaktiven Sauerstoffradikalen (reactiv oxygen su-
bequivalents; ROS) [17, 34]. Da solche Radikale in der Pathophysiologie der Atherosklerose
entscheidend mitwirken, stellt sich die Frage, ob der vermehrten Aktivitit von NADPH-

Oxidase nicht eine grofere Rolle zukommit, als bisher vermutet.

1.1.7.1 Superoxide als second messenger

Superoxide (ROS) wurden bei einer Vielzahl von zelluldren Prozessen als second messenger
gefunden[44]. Dazu gehoren Teilablidufe bei der Apoptose, Proliferation und Kontraktion von
glatter GefaBmuskulatur trotz der Anwesenheit des stark relaxierenden Stickstoffmonoxids
(NO)[45] und Regulation des Endothelstoffwechsels: hohe LDL-Spiegel bedingen hier eine
Zunahme der Endozytose[17], die Adhdrenz von Monozyten an die Endothelzellschicht und

die Thrombozytenaggregation nehmen zu.

1.1.7.2 LDL-Oxidation durch NADPH-Oxidase

Die subendotheliale Schaumzellakkumulation ist ein frither Indikator in der Pathogenese der
Atherosklerose. Die Schaumzellen entstehen durch die ungeregelte Aufnahme von LDL durch
Makrophagen und Monozyten, deren LDL-Rezeptorenzahl aufgrund der intrazelluldren Cho-
lesterolkonzentration herunterreguliert wurde. Das chemisch modifizierte und oxidierte LDL

(ox-LDL) wird iiber den scavenger-pathway aufgenommen.

Monozyten, Makrophagen, Zellen der glatten GefaBwandmuskulatur und Endothelzellen kon-
nen in-vitro alle LDL oxidieren, wobei diese Reaktion in Makrophagen von der NADPH-
Oxidase abhéngig ist. Ein dhnlicher Zusammenhang wird bei den restlichen Zelltypen vermu-
tet.

Endothelzellen besitzen eine eigene funktionelle NADPH-Oxidase, was zu der Vermutung
fiihrt, dass LDL auch auf dem Weg durch die Endothelzellschicht von BlutgefaBBen modifi-

ziert werden kann.
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Das LDL kommt auf seinem Weg durch die GefdBwand mittels Transzytose mit ROS in Kon-
takt, die von der endothelzellspezifischen NADPH-Oxidase generiert wurden.

Ebenso vermutet man den Einfluss weiterer oxidationsfordernder Faktoren wie z.B. Cu®" im
intrazelluldren Milieu. Das so entstehende ox-LDL konnte die Hauptursache fiir die Pathoge-

nese der Schaumzellen darstellen[28].

Die o.g. Einzelmechanismen des Immunsystems tragen alle auf direktem oder indirektem
Weg zu einer Steigerung der Immunkomplexbildung bei. Diese Komplexe wirken entweder
durch ihre physikalisch-chemischen Eigenschaften destabilisierend auf Plasma-Lipoproteine
bzw. auf das darin enthaltene Cholesterin; andererseits haben sie auf Makrophagen einen ne-
gativen Einfluss, indem sie diese zu Suppressor-Monozyten umprogrammieren und indem sie
die beschleunigte Aufnahme von Plasmalipiden (Cholesterol) via den IC-Lipoprotein-

Komplex fordern[24].

Trotz ausgeweiteter Forschungstitigkeit und den damit verbundenen Erfolgen besteht fiir die
in der westlichen Welt immer noch hiufigste Todesursache[46] groBer Erklarungsbedarf, da

die bisher bekannten Risikofaktoren erst ca. die Hilfte der auftretenden Fille erklaren konnen.
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2 Zielsetzung

Die pathologischen Mechanismen, welche zur Manifestation Immunkomplex assoziierter de-
generativer Krankheiten fiihren, laufen im menschlichen Organismus iiber Jahre und Jahr-

zehnte hinweg ab.

Ziel der vorliegenden Dissertation ist zum Einen die Entwicklung eines in-vitro Systems, das
die Moglichkeit bietet, die Bildung von Immunkomplex-Lipoprotein Aggregaten durch Zuga-
be von Polypeptiden zu beschleunigen, sowie steuerbar und vorhersehbar zu machen. Diese
Systeme zur Préizipitation von Immunkomplex-Lipoprotein Aggregaten ermdglichen

in-vitro die Erforschung von potentiellen therapeutischen Wirkstoffen. Im zweiten Teil dieser
Arbeit steht die Identifikation von Wirkstoffen im Vordergrund, die bereits gebildete und pré-
zipitierte Aggregate in-vitro wieder aufzulosen vermogen.So soll die Anwendbarkeit des Pré-

zipitationssystems getestet werden.

Es ist von hochstem medizinischem Interesse, biochemische Wirkstoffe zu identifizieren, die
in der Lage sind, dem Blutplasma eine gesteigerte Cholesteroltransportkapazitit zu verleihen
oder gebildete Prizipitate wieder aufzuldsen, da derartige Prézipitate in-vivo in der Lage sind,
das Immunsystem zu aktivieren und eine Reaktionskaskade auszulosen. Mogliche Konse-
quenzen solcher Kaskaden fiir die Pathogenese und den Verlauf immunkomplex-assoziierter

Erkrankungen wurden bereits im theoretischen Teil (Kapitel 1) beschrieben.

Zur Erforschung dieser Wirkstoffe miissen zuerst Versuchsbedingungen geschaffen werden,
um die Komplexbildung zu simulieren und zu beschleunigen. Solche Versuchsbedingungen

wurden in dieser Dissertation im ersten Teil untersucht.

Vor, wihrend oder nach Ablauf der kontrolliert getriggerten Reaktion ist es dadurch moglich,
geeignete Sustanzen in-vitro zu testen, die das Fortschreiten der Pathogenese bremsen oder
verhindern. Dies konnte der erste Schritt beziiglich medizinisch anwendbarer Therapeutika
darstellen, die dann in verschiedensten anderen Systemen sowohl in-vitro als auch in-vivo auf

ihre pharmakodynamischen und kinetischen Wirkungsweisen getestet werden miissten.

14



3 Material und Methoden

3.1 ELISA-Photometer

Die Extinktionsmessungen von Serumcholesterin wurden mit einem automatisierten Loch-
plattenspektralphotometer (Firma Molecular Device, Typ Thermo Max, California) durchge-
fiihrt.

3.2 _Waage

Zur Einstellung von Losungen definierter Konzentration wurde eine Prézisionswaage (Firma

Mettmann, Typ AT 250, Schweiz) verwendet.

3.3 pH-Meter
Mit Hilfe eines Prazision-pH-Meters (Firma Metrohm, Typ E510, Herisau-Schweiz) wurden

ausgewdhlte Ansdtze auf einen gewiinschten pH-Wert eingestellt.

3.4 Gerite

Sonstige Gerite, die zur Durchfiihrung der Versuche notwendig waren, gehoren zur Standard-

ausriistung eines biochemischen Labors.

3.5 Versuchssubstanzen und Chemikalien

3.5.1 Normales Humanserum (NHS)
Um sich physiologischen Bedingungen zu ndhern, wurde Normales Humanserum (Firma
Sigma Diagnostics, Best.-Nr. 2257) verwendet, da das darin enthaltene Cholesterol durch die

enthaltenen Lipoproteine nicht aggregiert war und somit in einer heterogenen Losung vorlag.

3.5.2 Immunkomplexe

Die verwendeten Immunkomplexe wurden aus menschlichem Immunglobulin G (Human-
IgG, Sigma, Produkt Nr.I-4506) und aus spezifischen Antikdrpern (Anti-Human-IgG, Sigma,
Produkt Nr.I-9384) hergestellt. Gleiche Mengen beider Lyophilisate wurden zusammen in
aqua e, rekonstituiert, die Losung hatte eine Konzentration von 2mg/dl Antigen-Antikorper-
Substrat.

Der Nachweis der Bildung von Immunkomplexen bei einer Inkubationszeit von 30 min bei
Raumtemperatur wurde in unserem Arbeitskreis bereits durch das Testverfahren ImmuSTRIP

(Firma.Medac GmbH, Produkt-Nr.1008) erbracht.
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3.5.3 Modulierende Substanzen

Um die miteinander reagierenden Stoffe unterschiedlichen Milieubedingungen auszusetzen
und ihre molekularen Eigenschaften im Hinblick auf ihr Interaktionsvermogen zu verdndern,
wurden verschiedene Chemikalien verwendet, deren Auswirkungen unter Punkt 4.8.2 erldu-
tert werden. Es kamen 0,1 molare Salzsdure, Polyethylenglykol (Firma. Sigma Chemicals,
PEG 10) mit einer Molekularmasse von 10.000 Dalton, Polyvinylpyrolidon

(Firma.Sigma Chemicals, PVP 40) mit einer Molekularmasse von 40.000 Dalton zum Einsatz.
Ein weiterer Bestandteil der meisten Versuchsansitze waren Ca** und Mg2+-Ionen.
Calciumchloridhydrat (Firma Merck, Art.-Nr.2382) und Magnesiumchlordihydrat (Firma
Merck, Art.Nr. 5833) wurden mit 0,9% NaCl-Losung auf eine Konzentration von 40 mmol/l

(CaClp), bzw. 13 mmol/l (MgCl,) eingestellt und den Testansitzen zugefiigt.

3.5.4 Polymere und Heteropolymere

Um den Einfluss in-vivo vorkommender Sezernierungsproteine (z.B. von hyperaktivierten
Makrophagen) in Bezug auf ihre physikalisch-chemischen Wechselwirkungen in-vitro sicht-
bar und nachvollziehbar zu machen, kamen in ihren molekularen Eigenschaften bekannte arti-
fizielle und z.T. nicht-physiologische Polypeptide zum Einsatz. So konnten Aussagen tiber die
intermolekularen Wechselwirkungen gemacht werden und die Ergebnisse miteinander vergli-

chen werden. Die nachfolgende Tabelle listet die verwendeten Polymere auf:

Polypeptid Molekulargewicht | Isoelektrischer | Eigenschaften Sigma-

(Dalton) Punkt (pH) Produkt-
Nummer

Poly-D,L- 1000-5000 6,00 hydrophob, unpolar P 9003

Alanin

Poly-L-Arginin | 70000-100000 11,15 hydrophil,basisch P 3892

Poly-Arginin- |- 11,15 - P 7411

Tyrosin 4:1 5,66

Poly-L- 5000-15000 2,77 ungeladen, polar P 8137

Asparagin

Poly-D,L- 2000-10000 2,77 negativ geladen, sauer | P 3418

Aspartat

Poly-L- 40000-60000 5,65 ungeladen, polar P 1899

Glutamin

Poly-L- 600 - sauer, negativ geladen | P 1943

Glutaminsédure |2000-15000 P 4636
50000-100000 P 4886

Poly-Glutamin- | 30000-70000 5,65 hydrophob, ungeladen | P 0812

Leucin 4:1 5,98 unpolar
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Poly-Glutamin- | 20000-50000 5,65 ungeladen, polar P 0275

Tyrosin 4:1 5,66

Poly-Glutamin- | - - - P 4409

Lysin-Tyrosin

6:3:1

Poly-L-Glycin |2000-5000 5,97 hydrophob, unpolar P 8791

Poly L-Histidin | 15 000-30 000 7,74 basisch, polar P 2534

Poly-L-Lysin | 1000-4000 9,59 hydrophil, positiv P 0879
15 000-30 000 geladen, basisch P 7890
70 000 P 1399
150000-300000 P 4158

Poly-L-Lysin | 15000-30000 9,59 hydrophil,basisch,positiv | P 4238

succinyliert geladen

Poly-Lysin- 9,59 P 4024

Alanin 1:1/3:1 |5000-15000 6,00 hydrophob P 1151

P 5209

Poly-Lysin- 50000-150000 9,59 P4274/

Tyrosinl:1 /4:1 5,66 ungeladen, polar P 4659

Poly-L- 5000-15000 - - P 4538

Ornithin

Poly-Ornithin- |- - - P 4534

Tyrosin 4:1

Poly-L-Prolin | 5000-20000 - - P 0388

Poly-L-Tyrosin | 10 000 und 40 000 | 5,66 hydrophob, ungeladen, |P 1800

Poly-L- 1000-5000 5,89 hydrophob, aromatisch, |P 4647

Tryptophan unpolar

Tabelle 1: verwendete Polymere und Heteropolymere (-: keine Angaben des Herstellers)

3.6 Nachweismethoden

3.6.1 Monotest Cholesterin

Zur Bestimmung der Serumcholesterolkonzentration in den Versuchsanséitzen wird der Mono-
test Cholesterin (Firma Boehringer Mannheim GmbH, Best.-Nr. 237574) verwendet, der auf
einer enzymatischen Fiarbung nach der Chod-PAP-Methode beruht. Das Testreagenz wird in
100 ml aquagess gelost und fiir 10 Minuten inkubiert. Im Kiihlschrank hat das Reagenz eine
Haltbarkeit von 4 Wochen.

2,0ml der Reagenzlosung werden in eine Plastikkiivette (Firma Eppendorf) mit 1cm Schicht-

dicke pipettiert und mittels eines Photometers zum Nullabgleich gebracht.
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Ein Versuchsansatz besteht aus 2ml Stammldsung und 20ul zu pipettierendem Probenmateri-
al. Die Losung wird fiir 10min inkubiert und anschlieend die Extinktion bei einer Wellen-
lange von 510nm bestimmt.

Zur Berechnung der Cholesterinkonzentration dient die Naherungsformel der Firma Boehrin-

ger:

¢ (mg/dl)= 575 x Extinktion der Probe

3.6.2 Modifikation der Standardmessmethode

Aufgrund des grofen Probenumfangs dieser Arbeit musste das Einzelmessverfahren friitherer
Arbeiten (Arvantini A., Klaelen D.) stark modifiziert werden. Ziel war es, die Messungen mit
einem groflen Probensatz zu automatisieren. Zu diesem Zweck kam ein ELISA-Photometer
zum Einsatz, dessen Konstruktion es erlaubt, 96 Proben gleichzeitig in die Vertiefungen einer
Tragerplatte aus durchsichtigem Kunststoff einzubringen und innerhalb von 15 Sekunden
deren Extinktion zu bestimmen.

Bei der Etablierung dieser Methode sollte einerseits die Korrelation mit fritheren Daten ge-
wihrleistet bleiben. Andererseits musste eine hohe Reproduzierbarkeit bei gleichzeitig gerin-

gen Kosten erreicht werden.

Um eine Korrelation mit fritheren Daten zu erreichen, mussten die Parameter Anregungswel-
lenldnge sowie Probenmenge/Reagenzmenge durch Vorversuche liberpriift und entsprechend
moduliert werden. Die Messbehiltnisse haben ein Fassungsvolumen von 310ul, die Trager-
platte ist, um Verwechslungen vorzubeugen, mit einem Koordinatensystem beschriftet. Die
X-Achse tragt Zahlenwerte von 1-12, die Y-Achse Buchstaben von A-H. Das Messgerit ist an
einen Apple-Computer (Typ PowerMac 7300/200) angeschlossen, auf dem das zugehdrige
Steuerungs- und Auswertungsprogramm Soft Max Pro (Firma. Molecular Device, California)
die Ergebnisse sichtbar macht. Um zuverlédssig verwertbare Ergebnisse zu erhalten, wurde
jedem Probenansatz bei jeder Messung 3 Fraktionen aus dem Uberstand entnommen und ne-
beneinander auf die Trigerplatte pipettiert. Es bestand die Moglichkeit, das Auswertungspro-
gramm auf die Koordinaten der jeweils zugehdrigen Messbehilter einzustellen, so dass der
Mittelwert der Proben ebenfalls automatisch errechnet wurde.

Die Extinktionen wurde mittels monochromatischem Licht der Wellenldnge 490nm ermittelt.
Diese Verschiebung der Anregungswellenlidnge ist durch das ELISA-Messgerit vorgegeben.
Auf die Empfindlichkeit der Chod-PAP-Methode hat diese Verschiebung keinen Einfluss.
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Die Probenmenge wurde sukzessive durch Verdiinnungsreihen von 20ul auf 5ul, die zuge-
setzte Reagenzmenge von 2ml auf 300pl, reduziert.

Die Reproduzierbarkeit wurde anhand eines Minimaltests (Prizisionskontrolle) iiberpriift.
Hierbei werden genau definierte Cholesterinkonzentrationen (Konzentrationsintervall:
50mg/dl bis 400 mg/dl (Preciset, Firma Boehringer, Best-Nr. 125512)) vorgegeben und die
formal berechnete Extinktion mit im Versuch bestimmten Extinktionswerten verglichen

(Abb.1). Die Ergebnisse zeigen einen R-Wert von 0,92.

"Prazisionskontrolle"

0,9 -
0,8 <
0,7 <
0,6 <
0,5 < X
0,4 <
0,3 1
0,2 <
0,1+

Extinktion

R?>=0,923

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Einwaage Cholesterin in [mg/dl]

Abbildung 1: graphische Darstellung der Chod-PAP-Prézisionskontrolle

3.7 Versuchsdesign

3.7.1 Fragestellung und methodische Rahmenbedingungen

Die grundlegende Fragestellung dieser Arbeit ist, inwieweit unspezifische Immunkomplexe
unter definierten Bedingungen aufgrund ihrer physikalisch-chemischen Eigenschaften hydro-
phobe bzw. polare Wechselwirkungen zu cholesterolhaltigen Lipoproteinvesikeln entfalten,
die eine Ausbildung von IC-Lipoprotein-Komplexen begiinstigen und welchen Einfluss artifi-
zielle Modellpeptide darauf haben. Da in der Fachliteratur keine spezifische Nachweismetho-
de beziiglich dieser Aggregate vorliegt, musste auf ein indirektes Bestimmungsverfahren zu-
rickgegriffen werden. Experimentell zuginglich ist eine photometrische Konzentrationsbe-

stimmung von Cholesterol (Extinktionsmessung).
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Diese Konzentrationsbestimmung ermoglicht im Experiment-durch Abnahme der Choleste-
rolkonzentration-Riickschliisse, inwieweit eine Aggregation stattgefunden bzw. mit welcher

Geschwindigkeit die IC-Lipoprotein-Komplexe aggregieren.

3.7.2  Versuchsplanung

Die in-vitro Versuche sind so konzepiert, dass jeweils zwei identische Ansdtze hergestellt
werden, die sich durch das Fehlen (-IC) bzw. das Vorhandensein (+IC) von Immunkomple-
xen unterschieden. Es erfolgt die photometrische Bestimmung des Cholesterols im Ansatz-
iiberstand sofort nach Herstellung und nach Zeitabstanden von zwei, fiinf und zehn Tagen bei
Zimmertemperatur. Kommt es im +IC-Ansatz zu einer stirkeren Abnahme der Extinktion im
Uberstand als im —IC-Ansatz, so kann mit groBer Sicherheit darauf geschlossen werden, dass
die Immunkomplexe als einzige Variable dafiir verantwortlich sind.

Um die miteinander interagierenden Komponenten zusitzlichen Einfliissen auszusetzen, wur-
den die Testansitze mit Substanzen versehen, deren Funktion unter Tab. 2 erldutert wird.
Durch den Einsatz von synthetischen Polypeptiden, deren Struktur und Molekiileigenschaften
genau bekannt sind, soll der Einfluss in-vivo vorkommender Proteine, die z.B. im Rahmen
einer persistierenden Makrophagenaktivierung gebildet werden, simuliert werden. Tab. 1

listet die eingesetzten Polymere auf, Tab. 3 die Inhaltsstoffe der Versuchsansitze:

Zugesetzte Substanz Zielsetzung

0,1 molare Salzséure (HCI) -Absenkung des pH-Wertes (vgl. Einleitung)

Polyvinylpyrolidon (PVP) 1% -Schwichung der die Molekiile umgebenden
Hydrathiille zur Beschleunigung der Aggrega-
tionsgeschwindigkeit

Trichloressigsdure (TCA) 1% -Verstiarkung der negativen Gesamtladung

Glutaraldehyd 1% von Immunkomplexen zur Anregung der in-

termolekularen Anziehungskréfte
CaCl,, 40mmol -Ausbildung intermolekularer Briicken zur

MgCl,, 40mmol Verstirkung der Anziehungskréfte

Tabelle 2: Art und Konzentration der modulierend einwirkenden Zugaben
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Unverinderte Bestandteile Variierende Bestandteile
Grund- und Fiillmittel: NaCl 0,9% HCL.: 0,1mol/1
Normales Humanserum:1:2 verdiinnt PVP40: 1%

MgCl,: 13 mmol/l PEG 10: 1%

CaCl,: 40 mmol/l TCA: 1%
Polypeptid: Img/ml Glutaraldehyd: 1%

Tabelle 3: Inhaltsstoffe der Versuchsansétze und deren Konzentrationen

Die ausgewéhlten Polypeptide werden drei verschiedenen Versuchsstrategien unterworfen.

Versuchstyp 1

Dieser Versuchstyp ist in drei Abschnitte geteilt, wobei

Abschnitt I aus den Ansédtzen Nr. 1-3 besteht und neben dem Polypeptid keine Immunkom-
plexe beinhaltet.

In Abschnitt IT (Nr. 4-6) erfolgt die Immunkomplexzugabe vor der eigentlichen Testsubstanz
nach einer Inkubationszeit von 10 min bei Raumtemperatur.

In Abschnitt III (Nr.7-9) aggregiert zuerst das Polypeptid mit dem Grundansatz, bevor nach
10 min die Immunkomplexe beigefiligt werden.

Alle Ansidtze werden in Microtubes pipettiert und haben ein Endvolumen von 910 pl.

Die Messungen erfolgten am ersten Tag nach einer Inkubationsdauer von 30 min

(1. Messwert), am darauffolgenden Tag (2. Messwert), am flinften (3. Messwert) und zehnten
Tag (4. Messwert).

Jedem Versuchsbehilter wurden drei Proben eines Volumens von 3 pl aus dem Uberstand
entnommen und der Extinktionswert bestimmt. Einen Uberblick zeigt das Pipettierschema in

Tab. 4 :

Ansatz-Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9
NHS 2:1 100 100 100 100 100 100 100 100 100
HCI 0,1mol - 10 20 - 10 20 - 10 20

CaCl, 40mmol/1 | 40 40 40 40 40 40 40 40 40

MgCL13mmol/l | 40 40 40 40 40 40 40 40 40

NaCl 0,9% 630 620 610 330 320 310 330 320 310

Polypeptid/IC 100 100 100 | IC300 | IC300 | IC300 | PP100 | PP100 | PP100
Inkubationszeit 10 min | 10 min | 10 min | 10 min | 10 min | 10 min
IC/Polypeptid - - - PP100 | PP100 | PP100 | IC300 | IC300 | IC300

Tabelle 4: gemeinsames Pipettierschema zum Versuchstyp 1 ( IC=Immunkomplex, PP=Polypeptid)
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Versuchstyp 2:

Dieser Versuchstyp besteht aus zwei Teilen, die sich durch die An- bzw. Abwesenheit von
Immunkomplexen unterscheiden. Neben unterschiedlichen pH-Werten (pH 7: Ansatz Nr. 1-4
und Nr. 9-12 / pH 5:Ansatz Nr. 5-8 und Nr.13-16) werden, wie aus den Schemata (Tab 3)
ersichtlich, Zusatzsubstanzen beigefiigt, deren Auswirkungen in Tab. 1 erldutert wurden

Die pH-Werte wurden mit Hilfe eines pH-Meters eingestellt wobei der zeitliche Ablauf der
Datenerhebung gemil3 der Vorgehensweise bei Versuchstyp 1 erfolgte.

Ansatz-Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8

NaCl 0,9% 630 530 530 530 620 520 520 520
NHS 2:1 100 100 100 100 100 100 100 100
TCA 1% - 100 - - - 100 - -

GA 1% - - 100 - - - 100 -

PVP 1% - - - 100 - - - 100
HCI1 0,1mol - - - - 10 10 10 10
CaCl, 40mmol/l 40 40 40 40 40 40 40 40
MgCl, 13mmol/l 40 40 40 40 40 40 40 40
Polypeptid 100 100 100 100 100 100 100 100

Tabelle 5: Pipettierschema A zu Versuchstyp 2 ohne Zusatz von Immunkomplexen

Ansatz-Nr. 9 10 11 12 13 14 15 16
NaCl 0,9% 330 230 230 230 320 220 220 220
NHS 2:1 100 100 100 100 100 100 100 100
TCA 1% - 100 - - - 100 - -

GA 1% - - 100 - - - 100 -

PVP 1% - - - 100 - - - 100
HC1 0,1mol - - - - 20 20 20 20
CaCl, 40mmol 40 40 40 40 40 40 40 40
MgCl; 13 mmol 40 40 40 40 40 40 40 40
Polypeptid 1mg/1 100 100 100 100 100 100 100 100
IC 300 300 300 300 300 300 300 300

Tabelle 6: Pipettierschema B zu Versuchstyp 2 mit Zusatz von Immunkomplexen

Versuchstyp 3:
Versuchstyp 3 baut auf Messergebnisse, die bei Versuchstyp 1 und 2 dieser Arbeit ermittelt

wurden, auf.

Die Auswirkungen der Polypeptide auf ein Versuchssystem lassen sich in ,,Trends* zusam-
menfassen, so dass Gruppen entstehen, die sich vornehmlich durch ihre Prézipitations-
geschwindigkeit voneinander unterscheiden. Es konnten langsame, mittlere und schnelle

,Prazipitiersubstanzen* erkannt und ihren Gruppen zugeordnet werden.
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Aus jeder Gruppe wurde ein Vertreter, dessen Trendkurve besonders deutlich ausgepragt war,
ausgewdhlt und erneut einem Ansatz Typ 1 unterworfen. Erwartungsgemail liefen die Aggre-
gationsvorgénge unterschiedlich schnell ab, so dass die Aktivititen im System mit der schnel-
len Gruppe nach einem, in der mittleren nach fiinf und in der langsamen Gruppe nach zehn
Tagen zum Erliegen kamen.

Zu diesen Zeitpunkten wurden erneut ausgewéhlte Polypeptide zugefiigt, um diesmal ihre
Einflussmoglichkeiten auf bereits bestehende Immunkomplex-Lipoprotein-Konglomerate zu

iberpriifen. Die Konzentrationen entsprechen dabei ebenfalls Versuchstyp 1.

Ansatz-Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8
NaCl 610 610 610 610 310 310 310 310
CaCl, 40 40 40 40 40 40 40 40
MgCl, 40 40 40 40 40 40 40 40
HC1 20 20 20 20 20 20 20 20
NHS 100 100 100 100 100 100 100 100
IC 300 300 300 300
Prizsubst 100 100 100 100 100 100 100 100
Pause Schnelle Priz.: 1Tag/ mittlere Priz.: 5Tage/ langsame Priz.: 10Tage
Testsubst. | 100 [ 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

Tabelle 7: Pipettierschema zu Versuchstyp 3

3.7.3 Versuchsauswertung

Da die gemessenen Extinktionen von der optischen Dichte der verwendeten Substanzen ab-
hiangig waren, wurde im Vorfeld jeder Testreihe die Eigenextinktion der Substanzen be-
stimmt, um sie gegebenenfalls mit zu beriicksichtigen.

Dem Uberstand jedes Ansatzes wurden drei Probefraktionen a 5ul entnommen und die Ex-
tinktionsbestimmung durchgefiihrt. Die resultierenden Mittelwerte konnten darauthin mitein-

ander verglichen und interpretiert werden.

Aufgrund der geringen Anzahl an identischen Ansatzwiederholungen (Minimalbestimmung)

war eine statistische Auswertung der Ergebnisse nicht moglich.
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4 Ergebnisse

An dieser Stelle soll noch einmal erwdhnt werden, dass im Rahmen der vorliegenden Disser-
tation eine Reihe von Vorversuchen notig waren, um die Messmethode auf ein automatisiertes
Verfahren umzuarbeiten. Die Vorteile der neuen Messmethode mittels ELISA-Photometer
stellen sich im Vergleich zur herkdmmlichen Einfach-Kiivettenmessung folgendermafen dar:
1. es wird eine deutliche Beschleunigung der Versuchsauswertung erreicht, da 96 Werte
in 15 Sekunden gewonnen werden und diese anschlieBend sofort in einer mit dem Ge-
riat kompatiblen Software weiterverarbeitet werden kdnnen;
2. enorme Kostenersparnis durch geringeren Bedarf an Nachweisreagenz (2ml—300pl);
3. groBere Genauigkeit der Messergebnisse, da weniger Substrat aus den Uberstéinden
entnommen wird (20pul—5pul) und die dort herrschenden Verhiltnisse so moglichst ge-
ring verdndert werden.
Da unsere Versuche hauptsichlich eine Anderung des Cholesterolgehaltes im Uberstand der
Messbehélter nachzuweisen versuchen, ist es vorteilhaft, moglichst geringe Mengen daraus zu
entnehmen. So ist es moglich, den Verlauf der Verdnderungen mit groferer Prézision zu
bestimmen.
Nachfolgend sind die Messwerte von 48 ausgewéhlten Versuchen, die den allgemeinen Trend

wiederspiegeln, in tabellarischer und graphischer Form dargestellt.

4.1 Einfluss von Immunkomplexen (IC) auf die Serumstabilitit in Anwesenheit des

Kkationischen, positiv geladenen Polypeptids Lysin in Abhéngigkeit des pH-Wertes
und der Reihenfolge der IC-Zugabe

Die folgenden Versuche Nr. 1-8 sind der Kategorie Versuchstyp 1 zugeordnet. Die entspre-
chenden Pipettierschemata und Konzentrationen der verwendeten Stoffe finden sich aufgrund

besserer Ubersichtlichkeit in Abschnitt Material und Methoden, Kapitel 3.8.1.

Lysin ist eine a,e-Diaminocapronsiure, eine in fast allen Proteinen enthaltene Aminosdure,
die wegen ihrer Seitenkette zu den basischen AS gerechnet wird. Die verwendeten Polymere
unterscheiden sich zunéchst in ihrem Molekulargewicht und ihrer Konfiguration (D-/L-
Konfiguration), in den Versuchen 4-8 kommen Heteropolymere zum Einsatz, die zu einem
Teil immer aus Lysin bestehen. So konnen die Ergebnisse besser miteinander verglichen und

Riickschliisse auf den Einfluss der getesteten Substanzen gezogen werden.
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4.1.1 Versuch 1: Das positiv geladene, basisch, hydrophile Polypeptid Poly-L-Lysin mit
einem Molekulargewicht zwischen 15 000 und 30 000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 7890)

Lysin ist eine an der Bildung fast aller Proteine beteiligte Aminoséure. Thr isoelektrischer

Punkt liegt bei pH 9,59.

Ansatz-Nr.: 1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 7 | 8 | 9
ohne IC IC vor TS TS vor IC
pH 7 pH 5 pH 3 pH7 pH S pH 3 pH7 pHS pH3
1. Tag 0,127 0,131 0,131 0,128 0,132 0,135 0,128 0,132 0,134
2. Tag 0,034 0,150 0,143 0,012 0,139 0,150 0,013 0,141 0,155
5. Tag 0,060 0,112 0,124 0,028 0,089 0,140 0,033 0,087 0,137
10. Tag 0,074 0,101 0,090 0,081 0,073 0,116 0,076 0,072 0,146

Tabelle 8: Messergebnisse von Poly-L-Lysin bei Variation der Immunkomplexzugabe

0,16-
0,141
0,121

0,111

n O1. Tag
n H2. Tag
05. Tag
010. Tag

0,08
0,061
0,041

0,021

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Ansatz-Nummer

Abbildung 2: Extinktionsverlauf von Poly-L-Lysin 15000-30000

Nach 48 Stunden kommt es in Ansatz Nr.1 zu einem ausgeprigten Abfall auf 27% der Aus-
gangsextinktion. Betrachtet man die Ansédtze Nr. 4 und 7, deren pH-Wert sich ebenfalls im
physiologischen Bereich bewegt, so ist zundchst eine deutliche Verstarkung der Prazipitation-
stendenz festzustellen ( Abfall auf 10% in Nr.4 auf 11% in Nr.7). In allen drei Behéltern
kommt es jedoch am fiinften und zehnten Tag zu einem Wiederanstieg des Messwertes, was
als eine Art ,,Aufschwimmeffekt von cholesterolhaltigen Lipoproteinen bezeichnet werden
kann.

Steigt der H;O-Gehalt des Modellsystems, so ist eine deutliche Abschwichung der intermo-
lekularen Anziehungskrifte zu registrieren. Die Aggregationsneigung der im Versuch zu-
sammengefilihrten Molekiile nimmt ab, wobei das Vorhandensein von Immunkomplexen nict

zu einer eindeutigen Verstarkung der Prézipitatbildung fiihrt.
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4.1.2 Versuch 2: Poly-DL-Lysin mit einem Molekulargewicht >70 000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 4158)

Ansatz-Nr.: 1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 7 | 8 | 9
ohne IC IC vor TS TS vor IC
pH 7 pH 5 pH 3 pH7 pH S pH 3 pH7 pHS pH3
1. Tag 0,187 0,204 0,168 0,187 0,188 0,181 0,195 0,181 0,165
2. Tag 0,065 0,166 0,159 0,057 0,131 0,173 0,055 0,099 0,160
5. Tag 0,049 0,139 0,154 0,029 0,090 0,168 0,031 0,066 0,154
10. Tag 0,033 0,134 0,143 0,019 0,094 0,166 0,018 0,074 0,151

Tabelle 9: Messergebnisse von Poly-DL-Lysin bei Variation der Immunkomplexzugabe
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Ansatz-Nummer

Abbildung 3: Extinktionsverlauf von Poly-DL-Lysin

Die hier untersuchte DL-Konfiguration des Testpolymeres Lysin macht durch eine verstirkte
Beeinflussung der Systemstabilitidt bei pH 7 (Ansatz Nr.1 fillt auf 18%), abhéngig von Im-
munkomplexzugaben (Ansétze Nr.4 und 7 fallen auf 11 bzw.10%), noch einmal deutlich, wie
entscheidend die Plasmakonstitution von Ladungsverteilungen innerhalb eines extern zuge-
filhrten Molekiils abhéngig ist. Im Gegensatz zu den L-Konfigurationen liegen die interagie-
renden Molekiilpartitionen auch in angesduertem Milieu derart zueinander, dass ausreichend
stattfindende Interaktionen einen Cholesterinabfall verursachen konnen.

Auch im sauren Milieu bei pH 5 kommt es zu einer Senkung der Cholesterinfraktion, die
diesmal durch die frithere Zugabe der Testsubstanz vor den Immunkomplexen forciert wird
(Ansatz Nr.8: Testsubstanz vor Immunkomlexzugabe bewirkt einen Abfall auf 39% des Aus-
gangswertes, im Vergleich dazu Ansatz Nr. 5 mit einem Absinken auf 48% am dritten Tag der

Messreihe.)
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4.1.3 Versuch 3: Poly-L-Lysin mit einem Molekulargewicht zwischen 150 000 und 300 000
Dalton (Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 1399)

Ansatz-Nr.: 1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 7 | 8 | 9
ohne IC IC vor TS TS vor IC
pH7 pHS pH3 pH7 pH S pH 3 pH7 pHS pH3
1. Tag 0,179 0,195 0,169 0,166 0,183 0,177 0,185 0,185 0,168
2. Tag 0,036 0,180 0,166 0,040 0,101 0,175 0,045 0,133 0,164
5. Tag 0,020 0,160 0,165 0,022 0,051 0,181 0,025 0,073 0,158
10. Tag 0,030 0,147 0,155 0,011 0,062 0,179 0,015 0,081 0,156

Tabelle 10: Messergebnisse von Poly-L-Lysin bei Variation der Immunkomplexzugabe

0,2
— — (]
0,151 — T
E 0,1 — - O1. Tag
H2. Tag
0,051 — n O5. Tag
m l l 010. Tag
0- . T 1

1 4 5 6 7 8 9

Ansatz-Nummer

Abbildung 4: Extinktionsverlauf von Poly-L-Lysin 150 000-300 000

Die zehnfache Erhdhung der MolekiilgroBe bewirkt eine Verstirkung der in Versuch 1 beo-
bachteten Reaktion (Abfall der Cholesterinfraktion im Uberstand auf 12% des Ausgangswer-
tes bereits am zweiten Tag der Messung), wobei das Polypeptid bei pH 7 gleichermalen stark
prazipitierende Wirkung zeigt.

Vorhandene Immunkomplexe konnen das Phidnomen zusitzlich noch leicht verstirken, am
jeweils 10.Tag bewirken sie ein endgiiltiges Absinken des Cholesterolgehaltes im Uberstand
auf 7% (Ansatz Nr.4) bzw. 9% (Ansatz Nr.7).

Zuséatzlich kommt es auch im Bereich von pH 5 zu Prézipitation. Ohne Anwesenheit von Im-
munkomplexen herrschen stabile und energetisch ausgeglichene Molekiilverhéltnisse. Die
Zugabe der IC bewirkt einen deutlichen Abfall auf 28% am dritten Tag (vgl.Versuch Nr.5)
nach ihrer Zugabe vor der Testsubstanz und einer Inkubationszeit von 10 Minuten. Versuch
Nr.8 zeigt weniger ausgepréagte Extinktionsabnahmen, so dass der Einfluss der Zugabereihen-

folge ist hier deutlich zu erkennen ist.
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4.1.4 Versuch 4: Das Heteropolymer Poly-Lysin-Tyrosin in einem Molekiilverhiltnis
von 1:1 und einem Molekulargewicht zwischen 50 000 und 150 000 Dalton (Sig-
ma-Chem. Produkt-Nr. P 4274)

In dieser Anordung, die ebenfalls dem Versuchstyp 1 entspricht, wird das positiv geladene
und das die hydrophobe Aminosédure enthaltene Heteropolymer Poly-L-Lysin-L-Tyrosin als
Reaktionspartner verwendet. Die Molekiile liegen in einem Verhiltnis von 1:1 vor.

Tyrosin gehdrt zu den aromatischen hydrophoben Aminosduren mit einem isoelektrischen

Punkt bei pH 5,66.

Ansatz-Nr.: 1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 7 | 8 | 9
ohne IC IC vor TS TS vor IC
pH7 pHS pH3 pH7 pHS pH3 pH7 PHS pH3
1. Tag 0,205 0,206 0,141 0,210 0,220 0,134 0,201 0,201 0,131
2. Tag 0,028 0,009 0,143 0,024 0,005 0,131 0,032 0,005 0,130
5. Tag 0,016 0,006 0,148 0,016 0,004 0,131 0,019 0,004 0,130
10. Tag 0,011 0,003 0,139 0,015 0,002 0,129 0,013 0,002 0,130

Tabelle 11: Messergebnisse von Poly-Lysin-Tyrosin 1:1 bei Variation der Inmunkomplexzugabe
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Abbildung 5:Extinktionsverlauf von Poly-Lysin Tyrosin 1:1

Die optimalsten Voraussetzungen bieten sich bei pH 5, es erfolgt ein Absinken der Ausgang-
sextinktion auf 2% in Ansatz-Nr.2, Immunkomplexe verstirken den Effekt um einen weiteren
Prozentpunkt (Ansédtze Nr.5 und 8).

Das Heteropolymer verursacht bei physiologischem pH eine ausgepriagte Prizipitation der
Lipoproteinvesikel nach 48 Stunden auf 5% (Nr.1), der Zusatz von Immunkomplexen ver-
starkt die Féllungserscheinungen noch um einige Prozentpunkte. Die Reihenfolge der IC-

Zugabe hat dabei keinen Einfluss auf die Grof3e der Extinktionsabnahme.
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4.1.5 Versuch 5: Das Heteroploymer Poly-Lysin-Tyrosin in einem Molekiilverhiltnis

von 4:1 (Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 4659)

Im Unterschied zu Versuch Nr.4 wird hier ein Heteropolymer mit denselben Reaktionspart-

nern untersucht, sie sind jedoch in einem Verhiltnis von 4:1 zu einem Molekiil synthetisiert.

Ansatz-Nr.: 1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 7 | 8 | 9
ohne IC IC vor TS TS vor IC
pH 7 pHS pH3 pH7 pHS pH3 pH7 pHS pH 3
1. Tag 0,117 0,123 0,116 0,121 0,120 0,117 0,122 0,122 0,097
2. Tag 0,057 0,054 0,115 0,042 0,041 0,117 0,036 0,038 0,097
5. Tag 0,063 0,057 0,106 0,044 0,040 0,110 0,039 0,042 0,092
10. Tag 0,073 0,072 0,084 0,059 0,080 0,108 0,066 0,066 0,072
Tabelle 12: Messergebnisse von Poly-Lysin-Tyrosin 4:1 bei Variation der Inmunkomplexzugabe
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Ansatz-Nummer

Abbildung 6: Extinktionsverlauf von Poly-Lysin-Tyrosin

Die Reaktionsergebnisse fallen deutlich abgeschwichter als im Vorversuch aus, jedoch be-

wirken auch hier zugesetzte Inmunkomplexe eine verstirkte Abnahme der Ausgangsextinkti-

on. Bei pH 5 sind den bei physiologischem pH auftretenden Ergebnisse vergleichbare Werte

zu registrieren, wobei die Reihenfolge der Immunkomplexzugabe keinen Einfluss hat. Zum

ersten Mal treten hier Komplexbildung bei sehr niedrigem pH-Wert 3 auf. Der Extinktions-

wert fillt ohne Imunkomplexe auf 74% des Ausgangswertes, wird durch Immunkomplexe

nach der Testsubstanzzugabe (Ansatz Nr.9) minimal auf 73% verstarkt.
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4.1.6 Versuch 6: Das zu einem Teil positiv geladene, hydrophile und zu einem Teil hy-
drophobe Heteropolymer Poly-Lysin-Alanin in einem Molekiilverhiltnis von 1:1

(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 4024)

Das hier zum Einsatz kommende Polymer besteht aus der positiv geladenen, hydrophilen
Aminosdure Lysin (isoelektrischer Punkt bei pH 9,59) und der unpolaren, hydrophoben Ami-
nosdure Alanin, die eine aliphatische (gerade oder verzweigte Kohlenstoftkette) Seitenkettes

besitzt und deren isoelektrischer Punkt bei pH 6,00 liegt.

Ansatz-Nr.: 1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 7 | 8 | 9
ohne IC IC vor TS TS vor IC
pH7 pHS pH3 pH7 pHS pH3 pH7 pH 5 pH 3
1. Tag 0,130 0,146 0,142 0,113 0,150 0,162 0,123 0,147 0,138
2. Tag 0,042 0,134 0,137 0,020 0,125 0,169 0,019 0,125 0,141
5. Tag 0,047 0,111 0,137 0,022 0,076 0,158 0,018 0,084 0,135
10. Tag 0,074 0,098 0,135 0,050 0,068 0,150 0,039 0,065 0,118

Tabelle 13: Messergebnisse von Poly-Lysin-Alanin 1:1 bei Variation der Immunkomplexzugabe
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Abbildung 7: Extinktionsverlauf von Poly-Lysin-Alanin 1:1

In dieser Konstellation ist die grofite Prizipitationstendenz in Versuch Nr. 7 festzustellen. Die
Zugabe des Polymers vor den Immunkomplexen bewirkt einen Abfall von Cholesterin auf
15% am zweiten Tag nach Versuchsbeginn. Ahnliche Ergebnisse (Abfall auf 18% ebenfalls
am filinften Tag) zeigt Nummer 4, die Immunkomplexe wurden hier zuerst in den Ansatzbe-
hélter zugegeben und fiir zehn Minuten inkubiert. Das Heteropolymer alleine ist ebenfalls in
der Lage, die Extinktion zu schwéchen.

Die Zugabe von 0,1 molarer Salzdure vermindert die prazipitierenden Effekte in Abhangigkeit

der Menge. Wihrend bei einem pH-Wert von 5 noch leichte Aggregationsneigung zwischen

30



den Reaktionspartnern besteht, kommt sie im noch saureren Milieu fast vollstindig zum Er-

liegen.

4.1.7 Versuch 7: Das zu drei Teilen positiv geladene, hydrophile und zu einem Teil hy-

drophobe Heteropolymer Poly-Lysin-Alanin in einem Molekiilverhiltnis von 3:1

(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 1151)

Im Vergleich zum vorausgehenden Versuch variiert hier nur das Molekiilverhéltnis, das hy-

drophile Lysin {iberwiegt mit drei Teilen {iber das unpolare Alanin.

Ansatz-Nr. 1 | 2 | 3 4 | 5 6 7 | 8 | 9
ohne IC IC vor TS TS vor IC
pH7 pH S pH 3 pH 7 pHS pH 3 pH7 pHS pH3
1. Tag 0,117 0,124 0,131 0,120 0,132 0,129 0,111 0,155 0,115
2. Tag 0,117 0,127 0,137 0,113 0,038 0,125 0,105 0,019 0,044
5. Tag 0,119 0,102 0,122 0,112 0,029 0,115 0,106 0,016 0,026
10. Tag 0,118 0,101 0,112 0,111 0,026 0,113 0,107 0,011 0,025
Tabelle 14: Messergebnisse von Poly-Lysin-Alanin 3:1
—
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Abbildung 8: Extinktionsverlauf von Poly-Lysin-Alanin 3:1
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Dieser Versuch zeigt eine deutliche Prazipitationstendenz unter Anwesenheit von Immun-

komplexen, wéhrend ihr Fehlen zu weitgehend stabilen intermolekularen Krifteverteilungen

fithrt. Die stdrksten Einwirkungen erfdhrt das Sytem bei einem pH-Wert von 5 unter Anwe-

senheit von Immunkomplexen, die dem Versuchsansatz nach der Testsubstanz zugegeben

wurden. Hier fillt die am ersten Tag gemessene Ausgangsextinktion auf einen Wert von 8%,

die umgekehrte Zugabe ldsst den Messwert auf 16% absinken. In Versuch Nr. 9, der unter

sehr saueren Bedingungen abzulaufen hatte,

kommt es zu einer in diesem pH-Bereich isolierten Reaktion. Im Vergleich zu den Ansétzen

Nr. 3 und 6 bilden sich die den Cholesterolgehalt des Uberstandes vermindernden Immun-
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komplex-Lipoproteinvesikel nur unter der Voraussetzung, dass die Testsubstanz vor den
Komplexen auf das System einwirkt. Es kommt zur Abnahme der Ausgangsextinktion auf

22% am zehnten Tag.

4.1.8 Versuch 8: Das zum Teil positiv geladene, zum Teil hydrophobe Heteropolymer
Poly-Lysin-Alanin mit einem Molekulargewicht zwischen 5000 und 15 000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 5209)

Ansatz.Nr.: 1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 7 | 8 | 9
ohne IC IC vor TS TS vor IC
pH7 pHS pH3 pH7 pHS pH3 pH7 pHS pH3
1. Tag 0,116 0,122 0,126 0,114 0,138 0,135 0,113 0,069 0,124
2. Tag 0,112 0,114 0,113 0,090 0,103 0,127 0,085 0,111 0,109
5. Tag 0,107 0,110 0,117 0,086 0,097 0,123 0,090 0,099 0,113
10. Tag 0,111 0,102 0,109 0,094 0,084 0,122 0,098 0,087 0,105

Tabelle 15: Messergebnisse von Poly-Lysin-Alanin bei Variation der Immunkomplexzugabe
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Abbildung 9: Extinktionsverlauf von Poly-Lysin-Alanin

Die hier vorliegende Aminosdurensequenz hat in allen drei Versuchsabschnitten nur geringe
Auswirkungen auf die Plasmacholesterolkonzentration. Die intermolekularen Anziehungs-
kréifte werde insofern beeinflusst, als dass sowohl in physiologischen als auch in niedrigeren
pH-Bereichen es kaum zu Fillungserscheinungen kommt, der groBte Effekt tritt in Versuch

Nr. 5 nach 48 Stunden auf und bewirkt eine Extinktionsabnahme des Probenansatzes um 39%.
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4.2 Wirkung des kationischen Polypeptids L-Lysin auf die Stabilitit von Serumchole-

sterin bei Variation der Immunkomplexzugabe und Zusatz von Trichloressigsiu-

re, Glutaraldehyd und Polyvinylpropvlen

Die nachfolgend aufgefiihrten Ansédtze Nr.9-13 wurden dem Pipettierschema Versuchstyp 2
entsprechend hergestellt.

4.2.1 Versuch 9: Das positiv geladene Polypeptid Poly-L-Lysin mit einem Molekular-
gewicht zwischen 1 000—4 000 Dalton (Sigma-Chem. Nr P 0879)

In diesem Versuch wird der Einfluss von Lysin auf die Stabilitidt von Serumcholesterin unter-
sucht. Die Hydrophobizitit des Molekiils wird durch Zugabe in ihrer Stdrke variierender hy-
drophober Substanzen wie Trichloessigsdure (TCA), Glutaraldehyd (GA) beeinflusst. Weiter-
hin findet das die Dielektrizititskonstante beeinflussende Polyvinylpropylen (PVP) Verwen-
dung, so dass ihre Auswirkungen auf die Serumstabilitit und die Prézipitationsneigung iiber-

priift werden koénnen.

Versuchsansatz [ wird ohne Immunkomplexzugabe durchgefiihrt:

| 2 | 3 | 4 s | 6 7 8
I.Ansatz pH7 pH5
Lysin +TCA +GA +PVP Lysin +TCA +GA +PVP
1. Tag 0,105 0,109 0,107 0,111 0,109 0,111 0,121 0,110
2. Tag 0,106 0,112 0,106 0,107 0,108 0,110 0,123 0,108
5. Tag 0,105 0,108 0,111 0,105 0,114 0,108 0,123 0,114
10. Tag 0,116 0,126 0,141 0,135 0,137 0,140 0,155 0,144

Tabelle 16: Messergebnisse fiir Poly-L-Lysin ohne Immunkomplexzugabe

Versuchsansatz II wird mit Immunkomplexzugabe durchgefiihrt(Inkubationszeit 10 min):

9 | 1w [ un | n B3 | 1 | 15 | 16
H7 H5
II.Ansatz P P
Lysin +TCA +GA +PVP Lysin +TCA +GA +PVP
1. Tag 0,107 0,106 0,106 0,109 0,105 0,110 0,115 0,109
2. Tag 0,108 0,106 0,103 0,108 0,107 0,104 0,052 0,108
5. Tag 0,114 0,111 0,114 0,110 0,113 0,102 0,052 0,104
10. Tag 0,149 0,141 0,140 0,125 0,130 0,114 0,063 0,110

Tabelle 17: Messergebnisse fiir Poly-L-Lysin mit Immunkomplexzugabe
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Graphische Darstellung der Messergebnisse:
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Abbildung 10: Extinktionsverlauf von von Poly-L-Lysin 1000-4000 mit Immunkomplexzugabe
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Abbildung 11: Extinktionsverlauf von Poly-L-Lysin 1000-4000 ohne Immunkomplexzugabe

Wenn man zunichst beide Versuchsansitze im Uberblick vergleicht, so stellen sich die Siu-
lendiagramme in anndhernd identischer Weise dar. In fast allen Ansdtzen bestehen ausgegli-
chene intermolekulare Kriftverhdltnisse, so dass es hier zu keinen oder geringen Fallungser-
scheinungen kommen kann. In diesem System zeigten also die hier verwendeten Immunkom-
plexe bis auf eine Ausnahme keine serumdestabilisiernde Wirkung ( fehlende Extinktionsab-
nahme in den Uberstinden), daran konnte weder der Zusatz die die Hydrophobizitiit verstir-
kenden Substanz TCA noch die Beeinflussung der Dielektrizitdtskonstante durch PVP etwas
andern.

Allein Versuch Nr. 15 bietet eine isolierte Prazipitationsneigung. Das hier verwendete Gluta-
raldehyd bewirkt zusammen mit Immunkomplexen und dem Heteropolymer einen Abfall der

Cholesterinfraktion aus dem Uberstand auf 46% nach 48 Stunden.

34



4.2.2 Versuch 10: Das positiv geladene Polymer Poly-L-Lysin mit einem Molekularge-
wicht zwischen 15 000 — 30 000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr P 7890)

Im diesem Versuch wurde, bezogen auf Versuch Nr.10, lediglich das Molekulargewicht der

Testsubstanz erhoht.

Messergebnisse von Versuchsansatz [ ohne Immunkomplexzugabe:

T | 2 | 3 | 4 s | 6 7 8
I.Ansatz pH7 pH5
Lysin +TCA +GA +PVP Lysin +TCA +GA +PVP
1. Tag 0,110 0,107 0,108 0,108 0,111 0,109 0,158 0,111
2. Tag 0,109 0,070 0,102 0,103 0,077 0,047 0,038 0,057
5. Tag 0,112 0,075 0,107 0,103 0,106 0,100 0,075 0,058
10. Tag 0,106 0,079 0,107 0,108 0,081 0,064 0,033 0,071

Tabelle 18: Messergebnisse fiir Poly-L-Lysin ohne Immunkomplexzugabe

Messergebnisse von Versuchsansatz II (die Immunkomplexzugabe erfolgt nach einer Inkuba-

tionszeit von 10 min):

o | 10 | u 12 13 4 | 15 16
I1.Ansatz pH 7 pH5
Lysin +TCA +GA +PVP Lysin +TCA +GA +PVP
1. Tag 0,110 0,104 0,110 0,115 0,073 0,088 0,156 0,109
2. Tag 0,114 0,102 0,049 0,111 0,035 0,038 0,025 0,029
5. Tag 0,105 0,054 0,105 0,095 0,039 0,039 0,022 0,028
10. Tag 0,104 0,060 0,109 0,099 0,047 0,055 0,019 0,042

Tabelle 19: Messergebnisse fiir Poly-L-Lysin mit Immunkomplexzugabe

Im Uberblick stellt sich das Ausmal der Extinktionsabnahme in den Probeniiberstinden unter
Anwesenheit von Immunkomplexen verstérkt dar. Das hohere Molekulargewicht der Testsub-
stanz bewirkt eine deutliche Verstirkung der Aggregationsneigung von Immunkomplex-
Lipoproteinvesikeln.

Die Testsubstanz alleine beeinflusst die Stabilitit des Plasmamodells am deutlichsten in Ver-
such Nr.7, in dem sie den am ersten Tag gemessenen Extinktionswert um 75% nach 48 Stun-
den sinken ldsst. In dem Versuchsbehélter, der zusétzlich noch Immunkomplexe enthélt, sonst
aber aus identischen Inhaltsstoffen hergestellt wurde, fillt der Ausgangswert um 87% ab. Die
beteiligte modulierende Sustanz ist das Gluaraldehyd, das zur Schwéchung der Hydrathiille

verwendet wird.
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Graphische Darstellung der in Tabelle 12 aufgefiihrten Messwerte:

0,161

0,141

0,12-
0,111

E 0,081
0,061
0,041
0,021

(1B

1 2 3 4 5 6 7 8

Ansatz-Nummer

Abbildung 12 Extinktionsverlauf von Poly-L-Lysin 15000-30000 ohne Immunkomplexzugabe
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Extinktionsverlauf von Poly-L-Lysin 15000-30000 mit Immunkomplexzugabe
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4.2.3 Versuch 11: Das positiv geladene, hydrophile Polymer Poly-L-Lysin mit einem
Molekulargewicht zwischen 150 000 — 300 000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr P 1399)
Durch nochmalige Erhohung des Molekulargewichtes der Testsubstanz Lysin soll der Ein-
fluss des Vorhandenseins hydrophober reaktiver Seitenketten auf die Plasmastabilitit des
Versuchssystems untersucht werden.

Messergebnisse von Versuchsansatz [ ohne Immunkomplexzugabe:

Ansatz-Nummer 1 2 | 3 4 5 6 7 8
pH7 pHS
Lysin +TCA +GA +PVP Lysin +TCA +GA +PVP
1. Tag 0,145 0,168 0,175 0,166 0,180 0,193 0,190 0,175
2. Tag 0,102 0,094 0,090 0,088 0,098 0,099 0,093 0,095
5. Tag 0,102 0,103 0,098 0,105 0,108 0,108 0,111 0,105
10. Tag 0,095 0,097 0,102 0,097 0,102 0,098 0,102 0,098

Tabelle 20: Messergebnisse von Poly-L-Lysin ohne Immunkomplexzugabe

Messergebnisse von Versuchsansatz II (die Immunkomplexzugabe erfolgt nach einer Inkuba-

tionszeit von 10 min):

Ansatz-Nummer 9 10 11 12 13 14 15 16
pH7 pHS
Lysin +TCA +GA +PVP Lysin +TCA +GA +PVP
1. Tag 0,222 0,176 0,171 0,169 0,168 0,144 0,175 0,175
2. Tag 0,107 0,102 0,090 0,096 0,043 0,010 0,005 -0,005
5. Tag 0,089 0,108 0,107 0,106 0,045 0,011 0,003 0,015
10. Tag 0,101 0,100 0,102 0,093 0,051 0,003 -0,003 0,010

Tabelle 21: Messergebnisse von Poly-L-Lysin mit Inmunkomplexzugabe

Bei diesem Versuch wird ein weiterer Unterschied zwischen Ansdtzen mit und ohne Immun-
komplexgehalt deutlich:

Wihrend der am stirksten ausgepragte Extinktionsabfall in den Versuchen Nr.1-8 regelmaBig
nach 48 Stunden stattfindet, kann das Phinomen unter Anwesenheit von Immunkomplexen
(Versuch Nr. 9-16) erst am fiinften Tag nach Probenansatz beobachtet werden.

Die optimalsten Prézipiationsbedingungen finden sich im saueren Milieu bei ph 5, wobei die
Zugabe von Glutaraldehyd (Versuch Nr.15) und von PVP (Versuch Nr.16) zur Abnahme der
Ausgangswerte auf unter 0% fiihrt. Die negativen Werte kommen durch photometrische Er-
fassung von Plasmabestandteilen zustande, die nach vollstindigem Verschwinden von Chole-

sterol aus dem Uberstand das Messergebnis beeinflussen konnen.
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Graphische Darstellung der Ergebnisse von Versuch-Nr.11:
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Abbildung 14: Extinktionsverlauf von Poly-L-Lysin 15000-30000 ohne Immunkomplexzugabe
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Abbildung 15: Extinktionsverlauf von Poly-L-Lysin 15000-30000 mit Immunkomplexzugabe
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4.2.4 Versuch 12: Das zu einem Teil positiv geladene und zu einem Teil hydrophobe
Heteropolymer Poly-Lysin-Alanin in einem Molekiilverhéltnis von 1:1

(Sigma-Chem. Produkt-Nr P 4024)

Messergebnisse von Versuchsansatz I ohne Immunkomplexzugabe:

| 2 ] s | 4 s | s 7 8
I.Ansatz pH7 pHS
Lys-Ala +TCA +GA +PVP Lys-Ala +TCA +GA +PVP
1. Tag 0,118 0,102 0,118 0,102 0,112 0,113 0,128 0,109
2. Tag 0,111 0,038 0,118 0,068 0,058 0,059 0,044 0,046
5. Tag 0,127 0,055 0,096 0,083 0,069 0,066 0,059 0,057
10. Tag 0,127 0,063 0,088 0,088 0,074 0,077 0,066 0,070

Tabelle 22: Messergebnisse von Poly-L-Lysin-Alanin 1:1 ohne Immunkomplexzugabe

Messergebnisse von Versuchsansatz II (die Inmunkomplexzugabe erfolgt nach einer Inkuba-
tionszeit von 10 min):

9 10 11 12 13 14 15 16

II.Ansatz pH7 pH5
Lys-Ala +TCA +GA +PVP Lys-Ala +TCA +GA +PVP
1. Tag 0,106 0,100 0,130 0,102 0,071 0,102 0,124 0,084
2. Tag 0,058 0,025 0,097 0,051 0,026 0,034 0,027 0,047
5. Tag 0,071 0,032 0,068 0,060 0,037 0,038 0,030 0,040
10. Tag 0,077 0,062 0,100 0,086 0,049 0,043 0,029 0,043

Tabelle 23: Messergebnisse von Poly-L-Lysin-Alanin 1:1 mit Immunkomplexzugabe

In Ansatz Nr.1 wirkt das Heteropolymer isoliert auf das Modellsystem und vermag keine
Plasmadetabilisierung auszuldsen. Es kommt zu einer Anreicherung von Cholesterin im Uber-
stand, was als ,,Aufschwimmeffekt bezeichnet werden kann. In allen anderen Versuchen
findet sich eine unterschiedlich stark ausgeprigte Prazipitationsneigung, die durch Anwsen-
heit von Immunkomplexenerneut verstarkt werden kann.

Die Zugabe von 0,1 molarer Salzsdure und die dadurch erreichte Absenkung des pH-Wertes
tragt zusétzlich zur Instabilititstendenz des Systems bei.

Fiigt man nun noch die modulierenden Zusatzsubstanzen bei, so kommt es zur Abnahme um
63% bei Zugabe von Lysin-Alanin +IC nach 48 Stunden, um 66% bei Zugabe von Lysin-
Alanin+IC+TCA, um 78% bei Zugabe von Lysin-Alanin+IC+GA nach jeweils 48 Stunden
und um 52% bei Zugabe von Lysin-Alanin+IC+PVP nach fiinf Tagen.
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Graphische Darstellung der Ergebnisse von Versuch-Nr.12:
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Abbildung 16: Extinktionsverlauf von Poly-L-Lysin-Alanin 1:1 ohne Immunkomplexzugabe
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Abbildung 17: Extinktionsverlauf von Poly-L-Lysin-Alanin 1:1 mit Immunkomplexzugabe
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4.2.5 Versuch 13: Das zum Teil positiv geladene, hydrophile und zum Teil hydrophobe
Heteropolymer Poly-Lysin-Alanin mit einem Molekulargewicht von 5000-15 000
Dalton (Sigma-Chem. Produkt-Nr P 5209)

Messergebnisse von Versuchsansatz I ohne Immunkomplexzugabe:

1| 2 IHE 5 | 6 7 8
I.Ansatz pH 7 pH5
LysAla +TCA +GA +PVP LysAla +TCA +GA +PVP
1. Tag 0,102 0,103 0,098 0,102 0,103 0,100 0,106 0,096
2. Tag 0,105 0,105 0,104 0,108 0,105 0,097 0,108 0,100
5. Tag 0,105 0,105 0,101 0,092 0,113 0,095 0,111 0,093
10. Tag 0,103 0,095 0,098 0,100 0,101 0,096 0,097 0,093

Tabelle 24: Messergebnisse von Poly-L-Lysin-Alanin ohne Immunkomplexzugabe

Messergebnisse von Versuchsansatz II (die Immunkomplexzugabe erfolgt nach einer Inkuba-
tionszeit von 10 min):

o | 1w [ un | n B3 | 14 | 15 | 16
I1.Ansatz pH 7 pHS
LysAla | +TCA +GA +PVP LysAla | +TCA +GA +PVP
1. Tag 0,101 0,105 0,103 0,095 0,100 0,105 0,113 0,088
2. Tag 0,096 0,087 0,104 0,103 0,085 0,071 0,075 0,071
5. Tag 0,096 0,088 0,100 0,091 0,084 0,075 0,075 0,070
10. Tag 0,095 0,090 0,097 0,098 0,083 0,071 0,071 0,066

Tabelle 25: Messergebnisse Poly-L-Lysin-Alanin mit Immunkomplexzugabe

Die in der untenstehenden Graphik dargestellten Ergebnisse geben ein relativ stabiles Bild
ohne bemerkenswerte Anderung der Extinktionen in der Versuchsreihe Nr.1-8. Die Einwir-
kung der Immunkomplexe sowie des pH-Wertes als auch der modulierenden Substanzen sind
im Vergleich zu den Vorversuchen deutlich abgeschwécht, finden jedoch trotzdem statt: er-
neut kann Glutaraldehyd als wirkungsvollster Ausldser einer Prazipitationsreaktion festge-
stellt werden. Der Abfall der Ausgangsextinktion lauft gemaBigt auf einen Wert von 62% am
zehnten Tag zu, es schlieBen sich Trichloressigsdure mit 68% und PVP mit 75% Extinktion-

sanderung bei Anwesenheit von IC an.
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Graphische Darstellung der Ergebnisse von Versuch-Nr.13:
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Abbildung 18: Extinktionsverlauf von Poly-L-Lysin-Alanin 5000-15000 ohne Immunkomplexzugabe
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Abbildung 19: Extinktionsverlauf von Poly-L-Lysin-Alanin 5000-15000 mit Immunkomplexzugabe
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4.3 Versuche mit Glutamin

4.3.1 Versuch 14: Das ungeladene Polypeptid Poly N5-3-Hydroxypropyl-L-Glutamin
mit einem Molekulargewicht zwischen 40 000 und 60 000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr P 1899)
Die Aminosdure Glutamin ist Baustein fast aller Proteine. In freier Form spielt es im Stick-
stoffmetabolismus eine zentrale Rolle. Glutamin bildet sich im Organsismus aus Glutamat
und Ammoniak unter ATP-Verbrauch und ist daher vielfach die Transport-, Entgiftungs- und
Speicherform von Ammoniak. Der isoelektrische Punkt der AS liegt bei pH 5,56.

Ansatz-Nr. 1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 7 | 8 | 9
ohne IC IC vor TS TS vor IC
pH7 pHS pH3 pH7 pHS pH3 pH7 pHS pH3
1. Tag 0,097 0,095 0,095 0,099 0,102 0,116 0,100 0,097 0,098
2. Tag 0,108 0,106 0,104 0,110 0,102 0,109 0,108 0,105 0,106
5. Tag 0,111 0,108 0,108 0,110 0,102 0,121 0,107 0,102 0,109
10. Tag 0,108 0,091 0,102 0,109 0,083 0,117 0,107 0,086 0,108

Tabelle 26: Messergebnisse von Poly-L-Glutamin
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Abbildung 20: Extinktionsverlauf von Poly-L-Glutamin

Ohne die Anwesenheit von Immunkomplexen kommt in den Ansédtzen Nr.1-3 zu einem ,,Auf-
schwimmeffekt* des Cholesterols im Uberstand. In den Ansitzen Nr. 4, 6, 7und 9 sind dhnli-
che Effekte festzustellen. Zu Prézipitationserscheinungen kommt es lediglich in Versuch-Nr.
5 und 8, wobei die gemessenen Extinktionsabnahmen nur sehr schwach ausgeprigt erscheinen

(Abfall auf 82%, bzw 89%) und jeweils bei pH 5 stattfinden.
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4.3.2 Versuch 15: Das ungeladene Heteropolymer Poly-Glutamin-Tyrosin in einem
Molekiilverhiltnis von 4:1 und einem Molekulargewicht zwischen 20000 und

50000 Dalton (Sigma-Chem. Produkt-Nr P 0275)

Ansatz-Nr. 1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 7 | 8 | 9
ohne Ic Ic vor Ts Ts vor Ic
pH 7 pHS pH3 pH7 pHS pH3 pH7 pHS pH 3
1. Tag 0,105 0,101 0,100 0,105 0,100 0,116 0,108 0,105 0,083
2. Tag 0,110 0,099 0,095 0,109 0,083 0,118 0,110 0,082 0,086
5. Tag 0,095 0,091 0,089 0,105 0,081 0,110 0,103 0,076 0,081
10. Tag 0,107 0,058 0,020 0,108 0,044 0,014 0,107 0,049 0,078

Tabelle 27: Messergebnisse von Poly-Glutamin-Tyrosin 4:1
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Abbildung 21: Extinktionsverlauf von Poly-Glutamin-Tyrosin

Ohne Immunkomplexe kommt es zu einer zunehmenden Prizipitation der Ansédtze am jeweils
zehnten Tag in Abhdngigkeit vom pH-Wert. Tag 1-5 zeigt stabile Verhiltnisse des Ansatzes
mit wenig Anderung der Extinktion.

In Ansatzreihe Nr. 4-6 verstirkt sich der Trend zu einer verstirkten Prizipitation nach ldnge-
rer Zeitdauer. Je saurer das Milieu, desto stirker fillt dabei der Niederschlag aus (am deut-
lichsten Ansatz-Nr. 6 bei pH 3).

In der Testreihe mit den Nummern 7-9 konnte die Testsubstanz vor den Immunkomplexen mit
den Polyproteinen reagieren und es ergeben sich deutlich plasmastabilere Verbindungen. Er-
gebnis ist ein auch am zehnten Tag verminderter Ausfall der Immunkomplex- Cholesterinclu-

ster, wiederum in Abhdngigkeit vom pH-Wert und am stirksten bei pH 5 ausgeprégt.
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4.3.3 Versuch 16: Das zu vier Teilen ungeladene und zu einem Teil unpolar-
hydrophobe Heteropolymer Glutamin-Leucin in einem Molekiilverhiltnis von
4:1 und einem Molekulargewicht zwischen 30 000-70 000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr P 0812)

Zusitzlich zu dem schon eingesetzten Glutamin kommt hier die hydrophobe und unpolar
Aminosdure Leucin zum FEinsatz. Sie besitzt eine aliphatische Seitenkette und ihr isoelektri-

scher Punkt liegt bei pH 5,98.

Ansatz-Nr. 1 | 2 | 3 4 | 5 | e 7 | 8 | 9
ohne IC IC vor TS TS vor IC
pH7 pHS pH3 pH7 pHS pH3 pH7 pHS pH3
1. Tag 0,114 0,113 0,111 0,114 0,112 0,110 0,103 0,110 0,110
2. Tag 0,111 0,113 0,110 0,120 0,116 0,111 0,116 0,114 0,099
5. Tag 0,113 0,116 0,097 0,116 0,111 0,095 0,113 0,113 0,076
10. Tag 0,108 0,111 0,024 0,117 0,112 0,026 0,106 0,109 0,028

Tabelle 28: Messergebnisse von Poly-Glutamin-Leucin
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Abbildung 22: Extinktionsverlauf von Poly-Glutamin-Leucin

Ohne Anwesenheit von Immunkomplexen werden die bis jeweils zum zehnten Tag ausge-
prégt stabilen Serum-Polyproteinverbindungen nur im sauersten Ansatz (bei pH-Wert 3) aus-
reichend gestort. Dann allerdings kommt es zu einer sehr ausgeprégten Prazipitation.

Bei Zugabe der Immunkomplexe vor der Testsubstanz lassen sich: in den ersten beiden Test-
reihen bei pH 7 und 5 kaum Verdnderungen beobachten, allein Versuch Nr 6 bietet am zehn-
ten Tag einen Abfall der Extiktion, so dass auch hier ein Ausfall der sich bis dahin gebildeten
Komplexe beobachtet werden kann.

Erfolgt die Zugabe der Testsubstanz vor den Immunomplexen, ergibt sich insgesamt das glei-
che Bild wie in Ansatz Nr. 4-6. Allerdings erfolgt der Abfall im sauersten Milieu schon am
fiinften Tag.
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4.3.4 Versuch 17:Das Heteropolymer Poly-Glutamin-Lysin-Tyrosin 6:3:1

(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 4409)

Das eingesetzte Polymer besteht zu 6 Teilen aus der unpolar-hydrophoben Aminosédure Glu-

tamin (IP bei pH 5,65), aus dem basisch-hydrophilen und positiv geladenen Lysin (IP bei pH

9,59) und der aromatischen, ungeladen-polaren Aminoséure Tyrosin (IP bei pH 5,66).

Ansatz-Nr.: 1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 7 | 8 9
ohne IC IC vor TS TS vor IC
pH7 pHS pH3 pH7 pHS pH3 pH7 pH 5 pH 3
1. Tag 0,117 0,118 0,120 0,120 0,115 0,116 0,117 0,116 0,115
2. Tag 0,118 0,116 0,119 0,119 0,108 0,114 0,116 0,109 0,114
5. Tag 0,114 0,116 0,117 0,118 0,106 0,113 0,115 0,107 0,113
10. Tag 0,112 0,114 0,116 0,117 0,107 0,113 0,111 0,099 0,112
Tabelle 29: Messergebnisse von Poly-Glutamin-Lysin-Tyrosin
0,12 - - =
0,111 — — T — .
0,081 B B B B B
E 0,061 | | ] ] B O1. Tag
1 | | | | | | | | | H2. Tag
0,047 O5. Tag
0,021 ] ] B B B 010. Tag
0’ = T T T 1

Ansatz-Nummer

Abbildung 23: Extinktionsverlauf von Poly-Glutamin-Leucin-Tyrosin

In allen Ansétzen sind unabhingig von der Immunkomplexanwesenheit oder ihrer der Reihen-

folge ihrer Zugabe nur geringfiigige Einflussnahme auf die Serumstabilitdt festzustellen.
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4.3.5 Versuch 18: Das Heteropolymer Poly-Glutamin-Alanin 6:4 mit einem Moleku-
largewicht zwischen 20 000 und 50 000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 1650)

Die zusammen mit Glutamin zu einem Heteroploymer synthetisierte Aminoséure Alanin hat
unpolare und hydrophobe Molekiileigenschaften, ihr isoelektrischer Punkt liegt bei pH 6. Es

resultiert ein zu sechs Teilen ungeladen-polares, zu vier Teilen hydrophob-unpolares Molekiil.

Ansatz-Nr.: 1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 7 | 8 | 9
ohne IC IC vor TS TS vor IC
pH7 pHS pH3 pH7 pHS pH3 pH7 pHS pH3
1. Tag 0,109 0,114 0,111 0,111 0,103 0,110 0,110 0,112 0,106
2. Tag 0,115 0,113 0,108 0,111 0,085 0,096 0,112 0,106 0,093
5. Tag 0,111 0,111 0,095 0,110 0,083 0,081 0,111 0,104 0,079
10. Tag 0,099 0,110 0,094 0,097 0,082 0,079 0,110 0,102 0,063

Tabelle 30: Mesergebnisse von Poly-Glutamin-Alanin 6:4
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Abbildung 24: Extinktionsverlauf von Poly-Glutamin-Alanin 6:4

Die Testsubstanz alleine vermag nur ein leichtes Absinken der Cholesterinfraktion aus dem
Uberstand zu bewirken. Die Fillungserscheinungen treten bei physiologischem pH in etwa
gleicher Intensitdt wie bei pH 3 auf und senken die am ersten Tag gemessene Extinktion auf
85%. Betrachtet man die Ansdtze, denen Immunkomplexe zugesetzt wurden, so kénnen die
deutlichsten Auswirkungen in Ansatz Nr.9 beobachtet werden. Hier wurden dem Plasmamo-
dell zuerst die Testsubstanz und nach einer Inkubationszeit von 10 min die Immunkomplexe
zugesetzt. Es erfolgt ein kontinuierliches Absinken des Cholesterolgehaltes aus dem Uber-

stand des ProbengefiBes auf einen Endwert von 60%. Ahnlich stark ist die Aggregationsnei-
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gung in Ansatz Nr.6 ausgeprigt, der dem zuvor beschriebenen bis auf die Reihenfolge der

Substanzzugabe entspricht.

4.4 Versuche mit Glutaminsiure

4.4.1 Versuch 19: Das negativ geladene, saure Polypeptid Poly-L-Glutaminsiure mit
einem Molekulargewicht von 600 Dalton (Sigma-Chem.-Produkt-Nr. P 1943)
Auch die negativ geladene Glutaminsdure ist Baustein fast aller Proteine, ihr isoelektrischer

Punkt liegt bei pH 3,22.

1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 7 | 8 | 9
ohne IC IC vor TS TS vor IC
pH7 pHS pH3 pH7 pHS5 pH3 pH7 pHS5 pH3
1. Tag 0,098 0,107 0,105 0,110 0,112 0,107 0,107 0,104 0,101
2. Tag 0,101 0,114 0,109 0,108 0,117 0,113 0,113 0,115 0,112
5. Tag 0,097 0,112 0,104 0,106 0,109 0,102 0,111 0,116 0,104
10. Tag 0,094 0,109 0,088 0,105 0,106 0,051 0,107 0,108 0,034

Tabelle 31: Messergebnisse von Poly-L-Glutaminséure
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Abbildung 25: Extinktionsverlauf von Poly-L-Glutaminséure

Der sehr niedrig liegende IP dieser Aminosdure hat deutlich sichtbare Auswirkungen auf das
Reaktionsverhalten in unserem Modellsystem. Wahrend bei hoheren pH-Werten kaum Aus-
wirkungen auf die Plasmastabilitit auszumachen sind, zeigt sich in den Anséitzen Nr.3,6 und 9
ein in dieser Reihenfolge zunehmend ausgepriagte Abnahme der zu Beginn der Testreihe ge-
messenen Werte. Das Polymer alleine vermag ein Anderung der Extinktion auf 84% auszuld-
sen, kommen die Immunkomplexe zuerst in den Behélter, so sinkt der Wert auf 48% und er-

folgt die Zugabe in umgekehrter Weise, so ergibt sich ein Absinken auf 34%. Diese Messwer-
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te konnten jeweils am zehnten Tag registriert werden, in der Zeit zuvor priasentierten sich eine

verhéltnismaBig stabile Plasmakonstitution.

4.4.2 Versuch 20: Das negativ geladene, saure Polypeptid Poly-L-Glutaminsiure mit
einem Molekulargewicht zwischen 2 000 und 15 000 Dalton
(Sigma-Chem.-Produkt-Nr. P 4636)

Im Vergleich zum vorher stattfindenen Versuch wurde hier eine identische Testsubstanz mit

erhohtem Molekulargewicht verwendet.

Ansatz.Nr.: 1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 7 | 8 | 9
ohne IC IC vor TS TS vor IC
pH7 pHS pH3 pH7 pHS pH3 pH7 pH 5 pH3
1. Tag 0,117 0,115 0,114 0,117 0,116 0,115 0,117 0,117 0,114
2. Tag 0,115 0,116 0,113 0,117 0,107 0,077 0,117 0,112 0,092
5. Tag 0,116 0,117 0,107 0,116 0,104 0,067 0,115 0,111 0,078
10. Tag 0,115 0,115 0,106 0,115 0,103 0,055 0,113 0,112 0,077

Tabelle 32: Messergebnisse von Poly-L-Glutaminséure
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Abbildung 26: Extinktionsverlauf von Poly-L-Glutaminsiure

Auch in diesem Versuch stellen sich bis auf zwei Ausnahmen unbeeinflussbare Modellkon-
stellationen dar.

Deutlich ist hier jedoch das Zusammenwirken der Immunkomplexe mit der Glutaminsdure
festzustellen. Wie auch in Versuch Nr.19 treten die Aggregationen nur bei pH 3 in Erschei-
nung, dann jedoch fiihren sie zu einem ausgeprigten Absinken des Cholesteringehaltes auf
48% in Ansatz-Nr.6 und auf 68% in Ansatz Nr. 9. Der unter gleichen Bedingungen (auf den
ph-Wert bezogen) stattfindende Versuch Nr.3 zeigt nur eine minimale Anderung seiner

Messwerte, die nicht als Ausféllungserscheinungen gewertet werden konnen
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4.4.3 Versuch 21: Das Polypeptid Poly L-Glutaminsiure mit einem Molekulargewicht

zwischens0 000-100 000 Dalton (Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 4886)

Erneut ist das Molekiilgewicht der Parameter, der hier eine Verdnderung in Richtung Zunah-

me erfahrt.
Ansatz.Nr.: 1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 7 | 8 | 9
ohne IC IC vor TS TS vor IC
pH7 pHS pH3 pH7 pHS pH3 pH7 pHS pH3
1. Tag 0,110 0,106 0,112 0,101 0,103 0,092 0,095 0,109 0,103
2. Tag 0,113 0,113 0,111 0,103 0,115 0,104 0,112 0,116 0,100
5. Tag 0,115 0,113 0,095 0,099 0,115 0,086 0,107 0,110 0,076
10. Tag 0,102 0,105 0,027 0,097 0,106 0,027 0,101 0,109 0,062
Tabelle 33: Messergebnisse von Poly-L-Glutaminséure
0,12
=
0,117 B B
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Abbildung 27: Extinktionsverlauf von Poly-L-Glutaminsaure

Interessanterweise erfahren die schon in den Versuchen Nr. 20 und 21 gemachten Beobach-

tungen in diesem Ansatz noch eine weitere Verstiarkung. Die prinzipiellen Abldufe der Reak-

tionen haben keinerlei Verdnderung erfahren, es kommt lediglich zu kraftigen Extinktionsab-

nahmen in den Versuchsansédtzen Nr. 3,6 und 9. Im Gegensatz zu den Vorldufern jedoch

diesmal in umgekehrter Reihenfolge: ohne Immunkomplexe sinkt der Extinktionswert auf

24%, gibt man die Immunkomplexe vor der Glutaminsiure zu, so erreicht man ein Absinken

auf 30% und hat die Aminosdure schlieflich die zeitlich friitheste Reaktionsgelegenheit, so

fallt der am ersten Tag gemessene Wert nur noch auf 61%.
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4.5 Weitere Versuche

4.5.1 Versuch 22: Das basisch-polare Polypeptid Poly L-Histidin mit einem Molekiil-
gewicht zwischen 15 000-30 000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 2534)

Histidin besitzte eine Imidazol-Seitenkette, die hdufig Komponente eines aktiven Zentrums

von z.B. Enzymen und Globulinen ist. Der isoelektrische Punkt der Aminosdure liegt bei

pH 7,74.

Ansatz-Nr. 1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 7 | 8 | 9
ohne IC IC vor TS TS vor IC
pH7 pHS pH3 pH7 pHS pH3 pH7 pHS5 pH3
1. Tag 0,156 0,146 0,142 0,188 0,148 0,140 0,202 0,151 0,143
2. Tag 0,006 0,126 0,138 0,011 0,088 0,138 0,013 0,093 0,143
5. Tag 0,059 0,165 0,186 0,065 0,131 0,186 0,064 0,131 0,191
10. Tag 0,007 0,105 0,138 0,007 0,074 0,139 0,007 0,074 0,142

Tabelle 34: Messergebnisse von Poly-L-Histidin
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Abbildung 28: Extinktionsverlauf von Poly-L-Histidin

In Ansatz Nr. 1 stellt sich, nach Zugabe nur der Testsubstanz, eine ausgepragte Prézipitation-
stendenz nach 48 Stunden dar (4%). Im weiteren Verlauf kommt es am fiinften Tag wieder zu
einer Anreicherung von Cholesterin im Uberstand, bevor der Wert zum Ende der Messzeit
wieder auf 5% absinkt. Dieser wellenformige Kurvenverlauf zieht sich ohne Ausnahme durch
alle Versuchsansitze, die Intensitidt der Ausfillung hdngt vom pH-Wert ab. Je hoher die
H;0"-Ionen-Konzentration ist, desto geringere Auswirkungen haben Testsubstanz und Im-
munkomplexe auf das Plasmamodell. Immunkomplexe fiihren auch hier zu einer Verstirkung

der Prézipitation.
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4.5.2 Versuch 23: Das ungeladen-hydrophobe Polypeptid Poly-L-Tyrosin mit einem

Molekulargewicht zwischen 10 000 und 40 000 Dalton

(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 1800)

Der isoelektrische Punkt dieser Aminosdure liegt bei pH 5,66.

Ansatz-Nr.: 1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 7 | 8 | 9
ohne IC IC vor TS TS vor IC
pH 7 pHS pH3 pH7 pHS pH3 pH7 pHS pH 3
1. Tag 0,119 0,183 0,186 0,184 0,136 0,128 0,067 0,136 0,141
2. Tag 0,101 0,127 0,133 0,116 0,094 0,101 0,103 0,122 0,120
5. Tag 0,092 0,096 0,099 0,101 0,092 0,101 0,105 0,103 0,094
10. Tag 0,090 0,092 0,101 0,102 0,081 0,102 0,106 0,111 0,081
Tabelle 35: Messergebnisse von Poly-L-Tyrosin
0,2
0,15+
E 0,1 O1. Tag
W 2. Tag
0,05+ O5. Tag
’ 010. Tag
0- T

4

5

6

Ansatz-Nummer

Abbildung 29: Extinktionsverlauf von Poly-L-Tyrosin

Generell ist Tyrosin in der Lage, die Uberstands-Lipoproteinfraktion unseres Modellsystems

zu beeinflussen. In den meisten Ansatzbehiltern kommt es zu einer Abnahme der Extinktion

und damit zu einem Absinken der cholesterinhaltigen Vesikel auf den Boden. Im Gegensatz

zu vielen anderen unserer Versuchsaufbauten konnen hier nur schwer eindeutige Trendverlau-

fe festgestellt werden, da sich der Kurvenverlauf —unabhingig von pH-Wert oder Immun-

komplexprisenz- sehr unregelmafig verhalt.
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4.5.3 Versuch 24: Das Heteroploymer Poly-Ornithin-Tyrosin in einem Molekiilver-

héltnis von 4:1 (Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 4534)

Ornithin ist ein Zwischenprodukt des Harnstoffzyklus, in dessen Verlauf Harnstoff aus Am-

moniak, Aminstickstoff und CO, unter ATP-Verbrauch gebildet wird. An seiner Synthese ist

die weiter oben beschriebene L-Glutaminsdure beteiligt.

Ansatz-Nr.: 1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 7 | 8 | 9
ohne IC IC vor TS TS vor IC
pH7 pHS pH3 pH7 pHS pH3 pH7 pHS pH3
1. Tag 0,137 0,131 0,121 0,141 0,141 0,124 0,148 0,139 0,122
2. Tag 0,054 0,048 0,120 0,041 0,041 0,127 0,038 0,038 0,124
5. Tag 0,044 0,062 0,115 0,030 0,027 0,115 0,029 0,029 0,113
10. Tag 0,025 0,023 0,096 0,010 0,009 0,115 0,011 0,009 0,117
Tabelle 36: Messergebnisse von Poly-Ornithin-Tyrosin
0,16- —
0,141 = I EEE—
0,121 — =
0,11 B i
E 0,081 — - O1. Tag
0,061 — — H2. Tag
0.04 4 - u O5. Tag
0- . T 1

4

5

6

Ansatz-Nummer

Abbildung 30: Extinktionsverlauf von Poly-Ornithin-Tyrosin

7

Die in diesem Versuch ausgeldsten Cholesterolausfallungen nehmen ihren ausgepragtesten

Verlauf bei pH-Werten zwischen 5 und 7. Die Testsubstanz alleine ist in der Lage, ein Absin-

ken der urspriinglichen Extinktion auf 18% zu bewirken. Die in Nummer 4,5,8 und 9 zugege-

benen Immunkomplexe verstirken die intermolekularen plasmadestabilisierenden Anzie-

hungskrifte, so dass ihr deutlicher Einfluss dokumentiert werden kann. Noch weiteres Senken

des pH-Wertes fiihrt eher zu einer Hemmung der bis dahin festgestellten Phinomene.
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4.6 Versuchsaufbau zur Resuspension bereits prézipitierter Immunkomplex-

Lipoproteinvesikel

In diesem Teil der Dissertation soll ein System etabliert werden, welches dazu dient, Substan-
zen ausfindig zu machen, die in der Lage sind, bereits abgelaufene Préizipitationsvorgédnge
wieder riickgingig zu machen.

Die in den bisher ausgefiihrten Modellversuchen untersuchten Substanzen lassen sich nach
ihren Einwirkungen auf die Plasmastabilitét —insbesondere nach der Geschwindigkeit, mit der
sich die Konglomerate bilden, in drei verschiedene Klassen einteilen: es gibt ,,Prazipitiersub-
stanzen® die zu schneller, mittlerer und langsamer Prizipitation-und damit zum Absinken der
Extinktion im Uberstand der Ansitze fithren. Wir haben aus diesen Klassen jeweils einen
Vertreter ausgewéhlt und mit ihm das neue Versuchsystem aufgebaut:

Wie auch schon in den herkémmlichen Versuchen wird ein in-vitro-Modell des Blutserums
mit den Prézipitiersubstanzen versehen, diesmal jedoch keine Messungen durchgefiihrt, son-
dern abgewartet, bis sich die Immunkomplex-Liproteinvesikel am Boden der Ansatzgefille
abgesetzt haben und laut den Messergebnislisten keine Extinktionsdnderung mehr zu erwarten
ist. Jetzt konnten erneut Testsubstanzen in die Reagenzbehélter zugegeben werden und Mess-
daten erhoben werden.

Ziel war es,die Ablagerung von IC und die mit ithnen zu einem Aggregat verwobenen Lipo-
proteinvesikel durch Beeinflussung der physikalisch-chemischen Bedingungen wieder aufzu-
l16sen und ihre Resolvation in das Serum zu erreichen. Um vergleichbare Werte zu erhalten
wurde jeweils ein Versuchsansatz mit und einer ohne Immunkomplexzugabe durchgefiihrt.
Zusétzlich wurden manche Behiltern kinetische Energie in Form von Schiittelbewegungen
zugefiihrt, sollten die Resolvationskréfte zu gering sein um ein bestehendes Prizipitat wieder
aufzulosen.

Alle folgenden Versuch entsprechen dem Versuchstyp 3, das zugehdrige Pipettierschema und
die Konzentrationen der beteiligten Stoffe kénnen auch hier aufgrund der besseren Ubersicht-

lichkeit dem Kapitel 3.8.1 entnommen werden.
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4.6.1 Versuche mit der zur mittleren Geschwindigkeitsklasse gehorigen Prazipitier-

substanz Poly-L-Arginin-hydrochlorid mit einem Molekulargewicht zwischen 70

000 und 100 000 Dalton und einem pH-Optimum von 5
(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 3892)

Arginin ist eine hydrophile und positiv geladene Aminoséure, deren isoelektrischer Punkt bei

pH 11,5 liegt. In diesem pH-Bereich reagiert das Molekiil aufgrund seiner Seitenkette basisch.

Die Bezugswerte fiir die folgenden Experimente sind die kurz nach Herstellung des Ansatzes

gemessenen Extinktionswerte, welche in der Tabelle grau unterlegt sind.

Abbildung 31: Extinktionsverlauf von L-Arginin mit und ohne Immunkomplexeinwirkung

Ansatz-Nummer

OIh él ¢ pH7 pHS MitIC pH7 pHS
Ansatz 1 2 Ansatz 1 2
1. Tag 0,085 0,102 1. Tag 0,088 0,089
2. Tag 0,086 0,024 2. Tag 0,083 0,025
5. Tag 0,084 0,023 5. Tag 0,079 0,024
10. Tag 0,078 0,022 IO.Tg 0,063 0,019
Tabelle 37: Messergebnisse von Poly-L-Arginin
0,12+
0,1+
0,0817]
E 0,0617]
0,0417]
0,0217]
0.
1 2 3

O1.Tag

M 2. Tag
O5. Tag
010.Tag
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4.6.1.1 Versuch 25: Resuspensionspartner: Das Polypeptid Poly-L-Ornithin mit einem
Molekulargewicht zwischen 5000 und 15000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 4538)

Ansatz 1 | 2 | 3 | 4 5 | 6 | 7 | 8
ohne IC mit IC
mit Glutamin ohne Glutamin mit Glutamin ohne Glutamin
ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-
mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen
vor Zug. 0,120 0,117 0,115 0,107 0,087 0,104 0,075 0,072
5.Tag 0,148 0,157 0,093 0,105 0,118 0,115 0,061 0,059
10.Tag 0,137 0,098 0,087 0,096 0,100 0,102 0,051 0,054
Tabelle 38: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit Poly-L-Ornithin
E O1. Tag
M 2. Tag
O5. Tag
1 2 3 4 5 6 7 8
Ansatz-Nummer
Abbildung 32: Extinktionsverlauf von Poly-L-Ornithin

In allen Abschnitten des Versuches kommt es zu weiterem Absinken der Extinktion. Der Zu-
satz der Testsubstanz fiihrt zunichst zu einem Wiederanstieg der Eigenextinktion des eigent-
lich prézipitierten Vorversuches. Versuch Nr. 1 und 2 zeigt zwar einen leichten Zwischenan-
stieg am flinften Tag, der jedoch anschlieBend in allen Ansétzen bis auf zweimal (Nr.1 und 6)
-unter seinen Startwert abféllt . In dieser Versuchskonstellation kdnnen Resuspensionsvor-
ginge tempordren Verlaufes festgestellt werden, deren groflte Intensitdt unter dem isolierten
Einfluss von Ornithin und Zufuhr kinetischer Energie erreicht wird. Der maximalste Extinkti-
onswert der Hauptsubstanz Poly-L-Arginin wird dabei um bis zu 35% tiiberschritten, was auf
einen intensivierten Angriff des Polymers auf die im Kernbereich reich cholesterolhaltigen

Lipoproteinvesikel schlieen lésst.
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4.6.1.2 Versuch 26: Resuspensionspartner: Das ungeladene, polare Polypeptid Poly-L-
Asparagin mit einem Molekulargewicht zwischen 5000 und 15000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 8137)

Der isoelektrische Punkt von Asparagin liegt bei pH 2,77. Die AS besitzt eine Amid-

O1.Tag
W 5. Tag
O010. Tag

Seitenkette
Ansatz | 1 | 2 | 3 | 4 5 | 6 | 71 | 8
ohne IC mit IC
mit Asparagin ohne Asparagin mit Asparagin ohne Asparagin
ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-
mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen
vor Zug. 0,127 0,124 0,121 0,124 0,078 0,075 0,095 0,079
5.Tag 0,031 0,036 0,096 0,101 0,019 0,023 0,057 0,057
10.Tag 0,035 0,036 0,090 0,092 0,020 0,024 0,043 0,050
Tabelle 39: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit Poly-L-Asparagin
0,14
0,1217
0,111
E 0,081
0,061
0,047
0,021
0-
1 2 3 4 5 6 7 8
Ansatz-Nummer
Abbildung 33: Extinktionsverlauf von Poly-L-Asparagin

Wie schon im Versuch zuvor, kommt es hier lediglich zu einem weiteren Abfall der Extinkti-

onsrate und zu keinen Resuspensionsvorgingen. Durch Zusatz des Resuspensionspartners

kommt es zum sofortigen Wiederanstieg der Extinktion. Allerdings kann auch an diesem Bei-

spiel deutlich gemacht werden, dass die Anwesenheit von IC den Trend unterstiitzt, zu einer

verstdrkten Prézipitation zu fiihren.
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4.6.1.3 Versuch 27: Resuspensionspartner: Das Polypeptid Poly-L-Hydroyx-Prolin mit
einem Molekulargewicht zwischen 5000 und 20000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 0388)

Enthélt als einzige aller 20 in Proteinen vorkommenden Aminoséuren eine sekundére, zykli-

sche Aminogruppe. Diese bewirkt, dass an den Prolin-Positionen eines Proteins helikale

Strukturen unterbrochen werden( sog. Helix-Unterbrecher). Der isoelektrische Punkt dieser

AS liegt bei pH 6,64.

Ansatz 1 | 2 I | 4 5 [ 6 | 7] 8
ohne IC mit IC
mit Prolin ohne Prolin mit Prolin ohne Prolin
Ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-
mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen
vor Zug. 0,123 0,124 0,118 0,123 0,078 0,084 0,102 0,081
5.Tag 0,092 0,100 0,092 0,105 0,063 0,068 0,073 0,063
10.Tag 0,089 0,079 0,084 0,097 0,054 0,061 0,060 0,057

Tabelle 40: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit Poly-L-Prolin

0,14-
0,12

0,1
0,08-
0,06-
0,04-
0,02-

Abbildung 3

Ansatz-Nummer

4 5

4: Extinktionsverlauf von Poly-L-Prolin

O vor Zusatz
M 5. Tag
O010. Tag

Die Messwerte, die bei Zusatz der Aminosdure erhoben wurden, geben keinen Anhaltspunkt

fiir eine Resuspension. In allen Versuchsansitzen kommt es zu einer weiteren Verstirkung der

Extinktionsabnahme, in keinem zu einem Wiederanstieg, der Riickschliisse auf Wiederanrei-

cherung von Cholesterol im Uberstand der Eppendorf-Behilter zulassen wiirde.
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4.6.1.4 Versuch 28: Resuspensionspartner: Das Polypeptid Poly-DL-Alanin mit einem
Molekulargewicht zwischen 1000 und 5000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 9003)

Alanin ist bei pH 6,0 (IP) eine unpolare und hydrophobe Aminoséure.

Ansatz-Nummer

Abbildung 35: Extinktionsverlauf von Poly-DL-Alanin

Ansatz | 2 I | 4 5 [ 6 | 7] 8
ohne IC mit IC
mit Alanin ohne Alanin mit Alanin ohne Alanin
ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-
mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen
vor Zug. 0,132 0,130 0,126 0,132 0,072 0,096 0,082 0,101
5.Tag 0,071 0,080 0,089 0,105 0,037 0,061 0,054 0,052
10.Tag 0,051 0,116 0,046 0,022 0,040 0,079 0,032 0,072
Tabelle 41: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit Poly-DL-Alanin
0,14
0,121
0,1+
E 0,08+
0,061 E ;fm"r Zusatz
0,04 a10.7s
. Ta
0,02+ g
0-
1 2 3 4 5 6 7 8

In dieser Anordnung kommt es zu einer sehr schwach ausgeprigten Resuspensionserschei-

nungen. Ansatz Nr. 2 zeigt einen Wiederanstieg am zehnten Tag der Messreihe, dhnliche Bil-

der kénnen auch in Versuch Nr. 6 und 8 festgestellt werden.

In allen anderen verstirkt der Zusatz von Testsubstanz oder IC eher die weitere Abnahme der

Cholesterinfraktion aus dem Uberstand.
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4.6.1.5 Versuch 29: Resuspensionspartner: Das unpolare, hydrophobe und optisch in-
aktive Polypeptid Poly-L-Glycin mit einem Molekulargewicht zwischen 2000
und 5000 Dalton (Sigma-Chem. Produkt-Nr.P8791)

Der isoelektrischer Punkt dieser AS liegt bei pH 5.97.

Ansatz-Nummer

Abbildung 36: Extinktionsverlauf von Poly-L-Glycin

Ansatz 1 | 2 | 3 | 4 5 | 6 |7 8
ohne IC mit IC
mit Glycin ohne Glycin mit Glycin ohne Glycin
ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-
mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen
vor Zug. 0,115 0,126 0,125 0,108 0,092 0,147 0,079 0,091
5.Tag 0,042 0,064 0,094 0,097 0,027 0,083 0,055 0,069
10.Tag -0,004 0,005 0,092 0,057 0,027 0,074 0,068 0,111
Tabelle 42: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit Poly-L-Glycin
0,16
0,14
0,12
0,117
0,087
E 0:06 i O1.Tag
0,0417] M 5. Tag
0,02171 010. Tag
0=
-0,02
1 2 3 4 5 6 7 8

Wihrend es durch das Einwirken von Glycin allein zu einer massiven Verstirkung der Ex-

tinktionsminderung bis in negative Zahlenbereiche kommt (Versuch Nr.1 und 2), kénnen

durch Zugabe von Immunkomplexen in Nr. 7 und 8 Wiederauflosungsprozesse beobachtet

werden . Am zehnten Tag kommt es zum Anstieg der Cholesterinfraktion im Uberstand, in

Versuch Nr.8, der durch Schiitteln noch zusétzlich aktiviert wurde, kommt es sogar zum An-

stieg liber den Ausgangswert hinaus.

Glycin ist bei diesem Versuch nicht in der Lage, konglomerierte Prézipitate vom Boden der

Versuchsbehélter wieder in Losung zu bringen, die mit stark polaren Gruppen versehenen

Immunkomplexe vermdgen eine teilweise Herauslosung zu erreichen.
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4.6.1.6 Versuch 30: Resuspensionspartner: Das negativ geladene, saure Polypeptid Po-
ly-DL-Aspartat mit einem Molekulargewicht zwischen 2000 und 10000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr.P 3418)

Der isoelektrische Punkt dieser AS liegt bei pH 2,77.

Ansatz-Nummer

Abbildung 37: Extinktionsverlauf von Poly-DL-Aspartat

Ansatz 1 [ 2 ] 3 ] 4 5 | e | 71 8
ohne IC mit IC
mit Aspartatsr. ohne Aspartatsr. mit Aspartatsr. ohne Aspartatsr.
ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-
mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen
vor Zug. 0,132 0,128 0,126 0,138 0,100 0,098 0,101 0,096
5.Tag 0,030 0,030 0,095 0,081 0,016 0,022 0,066 0,063
10.Tag 0,031 0,027 0,031 0,049 0,009 0,024 0,062 0,065
Tabelle 43: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit DL-Aspartat
0,14
0,121
0,111
0,081
E
0,061 E;.”frag
.l @10, 7a
.Ta
0,021 B
0-
1 2 3 4 5 6 7 8

Aspartat bewirkt zunédchst einen massiven Wiederanstieg der Extinktion in allen durchgefiihr-

ten Experimenten. Am fiinften Tag der Messreihe sinkt die Cholesterinfraktion auf jeweils

23% in Ansatz Nr. 1 und 6 -was dem Zusatz von Aspartat alleine und der kombinierten Zuga-

be von Aspartat und IC entspricht. Ansatz Nr. 2 und 5 zeigen ihre ausgepragteste Schwéchung

der Extinktion am letzten Tag der Messung. Die Zugabe von AS wurde in Nr.2 geschiittelt

und fiihrt zu einem Wert von 21% Extinktionsabnahme, in Nr.5 bewirken IC und der Re-

suspensionspartner eine Abnahme auf 9% des Eingangswertes.
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4.6.1.7 Versuch 31: Resuspensionspartner: Das hydrophob-unpolare Polypeptid Poly-

L-Tryptophan mit einem Molekulargewicht zwischen 1000 und 5000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr.P 4647)

Diese Aminosédure besitzt eine aromatische Seitenkette, ihr isoelektrischer Punkt liegt bei pH

5,89.
Ansatz 1 [ 2 [ 3 ] 4 5 | e | 71 | 8
ohne IC mit IC
mit Tryptophan ohne Tryptophan mit Tryptophan ohne Tryptophan
ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-
mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen
vor Zug. 0,111 0,080 0,114 0,069 0,110 0,046 0,106 0,069
5.Tag 0,091 0,065 0,099 0,061 0,072 0,042 0,106 0,057
10.Tag 0,091 0,059 0,085 0,047 0,056 0,034 0,090 0,044
Tabelle 44: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit L-Tryptophan
E O1.Tag
W 5. Tag
O10. Tag
1 2 3 4 6 7 8
Ansatz-Nummer
Abbildung 38: Extinktionsverlauf von Poly-L-Tryptophan

Auch der Zusatz dieser essentiellen AS fiihrt zu keinem Resuspensionseffekt. Nach dem Wie-

deranstieg der Extinktion als Auswirkung der Partnersubstanzzugabe fallen die Cholesterol-

fraktionen in allen Ansétzen bis zum zehnten Tag um bis zu 51% in Nr. 5 ab. Trotzdem ldsst

sich die verstirkende Komponente von ITummkomplexanwesenheit auf das Prézipitations-

verhalten dokumentieren.
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4.6.2 Versuche mit der zur langsamen Geschwindigkeitsklasse gehorigen sau-
ren,negativ geladenen Prizipitiersubstanz Poly-L-Asparagin mit einem pH-

Optimum von 5 (Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 8137)

Die Bezugswerte fiir die folgenden Experimente sind die kurz nach Herstellung des Ansatzes

gemessenen Extinktionswerte, welche in der Tabelle grau unterlegt sind.

Ohne pHT pH S Mit IC pHT pHS
IC
Ansatz 1 2 Ansatz 3 4
1. Tag 0,124 0,127 1. Tag 0,131 0,118
2. Tag 0,114 0,114 2. Tag 0,111 0,103
5.Tag | 0112 0,110 | 5.Tag | 0,108 0,103
10. Tag | 0.110 0098 | 10.Tg | 0.112 0,057

Tabelle 45: Messergebnisse von Poly-L-Asparagin

O1.Tag

W 2. Tag
O5. Tag
[010.Tag

1 2 3 4

Ansatz-Nummer

Abbildung 39: Extinktionsverlauf von Poly-L-Asparagin mit und ohne Immunkomplexeinwirkung
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4.6.2.1 Versuch 32: Resuspensionspartner: Das Polypeptid Poly-L-Ornithin Hydro-

bromid mit einem Molekulargewicht zwischen 5000 und 15000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P4538)

Ornithin, eine Diaminovaleriansidure, kommt als Zwischenprodukt bei der Harnstoffbildung

im Harnstoffzyklus vor.

Ansatz 1 | 2 | 3 | 4 5 | 6 | 7 | 8
ohne IC mit IC
mit Ornithin ohne Ornithin mit Ornithin ohne Ornithin
ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-

mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen

vor Zug. 0,144 0,129 0,144 0,127 0,121 0,097 0,120 0,105

5.Tag 0,044 0,041 0,118 0,005 0,039 -0,009 0,045 0,089

10.Tag 0,041 0,038 0,099 0,002 0,027 0,000 0,038 0,069

Tabelle 46: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit L-Ornithin
0,16
0,141
0,121
0,117
0,087
E 0:06 i O1.Tag
0,0417] W 5. Tag
0,02171 010. Tag
017 T T T :
-0,02
1 2 3 4 5 6 7 8

Ansatz-Nummer

Abbildung 40: Extinktionsverlauf von Poly-L-Ornithin

Die Aminosdure 16st nach einem initalen Anstieg der Extinktion ein Absinken des Choleste-
rolgehaltes im Uberstand der Eppendorfbehilter aus. Die zusitzliche Anwesenheit von Im-
munkomplexen verstirkt diese Phdnomen (Ansatz Nr. 4 und 5). Dabei kommt es zur Ab-
schwichung der Extinktion auf 22% in Nr.4, bzw. zum vélligen Verschwinden von Choleste-
rol aus dem Uberstand (Nr.5). Zu Resuspensionseffekten kommt es in diesem Experiment

nicht.
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4.6.2.2 Versuch 33: Resuspensionspartner: Das saure, negativ geladene Polypeptid Po-
ly-L-Asparagin mit einem Molekulargewicht zwischen 5000 und 15000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 8137)

Der isoelektrische Punkt dieser Aminoséure liegt bei pH 2,77.

Ansatz-Nummer

Abbildung 41: Extinktionsverlauf von Poly-L-Asparagin

Ansatz 1 | 2 I | 4 5 [ 6 | 7] 8
ohne IC mit IC
mit Asparagin ohne Asparagin mit Asparagin ohne Asparagin
ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-
mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen
vor Zug. 0,065 0,041 0,091 0,051 0,108 0,099 0,117 0,108
5.Tag 0,046 0,005 0,059 0,048 0,042 0,033 0,052 0,037
10.Tag 0,046 0,001 0,026 0,024 0,041 0,022 0,051 0,021
Tabelle 47: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit L-Asparagin
0,121
0,1+
0,08
E 0,06 O1.Tag
0,041 W 5. Tag
0,021 O10. Tag
bl
0-
1 2 3 4 5 6 7 8

Asparagin flihrt, wie auch schon in frither durchgefiihrten Versuchen, zu keinen Resuspensi-

onseffekten. Nach dem kurz nach Zugabe der Substanz feststellbaren Anstieg der Extinktion

wird diese im Verlauf von 5, bzw.10 Tagen mit unterschiedlicher Intensitit wieder abge-

schwicht. Der letzte gemessene Wert liegt dabei immer niedriger als der am ersten Tag be-

stimmte. Auch das Vorhandensein von Immunkomplexen hat keinen zusdtzlichen Effekt auf

die Geschwindgkeit oder das Ausmaf3 der erneuten Konglomeratentstehung.
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4.6.2.3 Versuch 34: Resuspensionspartner: Das Polypeptid Poly-Hydroxy-Prolin mit

einem Molekulargewicht zwischen 5000 und 20000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 0388)

4

5

Ansatz-Nummer

Abbildung 42: Extinktionsverlauf von Hydroxy-Prolin

Ansatz 1 | 2 | 3 | 4 5 [ 6 | 7] 8
ohne IC mit IC
mit Hydroxypro ohne Hydroxypro mit Hydroxypro ohne Hydroxypro
ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-
mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen
vor Zug. 0,115 0,105 0,054 0,100 0,112 0,117 0,120 0,098
5.Tag 0,019 0,038 0,048 0,004 0,093 0,045 0,049 0,017
10.Tag 0,018 0,024 0,037 0,001 0,089 0,034 0,021 0,015
Tabelle 48: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit Hydroxy-Prolin
E O1.Tag
W 5. Tag
0O10. Tag

Weder Prolin noch Immunkomplexe 16sen nach Zugabe zum prézipitierten Versuchsaufbau

eine Resuspension aus. Im Vergleich zu den Kurvenverldufen in Versuch 27 fallen die hier

festgestellten Werte weitaus unregelmafiger aus. Dennoch bewirkt Prolin. in einem Modell-

system, das zuvor mit Asparagin reagiert hat,eine weitere Abnahme der Extinktion , in Kom-

bination mit IC wird die Konglomeratbildung etwas abgeschwicht: 23% in Ansatz Nr.2 ste-

hen 30% Abnahme in Ansatz Nr. 6 gegeniiber.
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4.6.2.4 Versuch 35: Resuspensionsparnter: Das hydrophobe,ungeladene Polypeptid

Der isoelektrische Punkt dieser Aminoséure liegt bei pH 6,00.

Poly-D,L-Alanin mit einem Molekulargewicht zwischen 1000 und 5000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 9003)

4

Ansatz-Nummer

Abbildung 43: Extinktionsverlauf von Poly-DL-Alanin

Ansatz 1 | 2 I | 4 5 [ 6 | 7] 8
ohne IC mit IC
mit Alanin ohne Alanin mit Alanin ohne Alanin
ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-
mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen
vor Zug. 0,094 0,039 0,086 0,076 0,068 0,067 0,090 0,078
5.Tag 0,071 0,021 0,070 0,023 0,034 0,067 0,069 0,069
10.Tag 0,069 0,019 0,055 0,021 0,029 0,064 0,067 0,067
Tabelle 49: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit Poly-DL-Alanin
E O1.Tag
W 5. Tag
O10. Tag

Das Polypeptid Alanin allein vermag die Eingangsextinktion auf 73% in Ansatz Nr.1 und auf

49% in Ansatz Nr.2 zu vermindern. Zuvor kommt es nach Zugabe in die Versuchsbehélter in

allen Ansdtzen zu einem Anstieg des Extinktionswertes. Genauso nimmt der Cholesterolgeh-

lat im Uberstand ohne Ausnahme wieder ab. Aufldsungsprozesse der Lipoprotein-

Immunkomplexkonglomerate, die mit einem spiteren Anstieg der Extinktion einhergehen

wiirden, konnen nicht dokumentiert werden.
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4.6.2.5 Versuch 36: Resuspensionspartner: das hydrophobe, unpolare und optisch in-

Der isoelektrische Punkt dieser Aminoséure liegt bei pH 5,9

aktive Polypeptid Poly-L-Glycin mit einem Molekulargewicht zwischen 2000
und 5000 Dalton (Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 8791)

Ansatz 1 | 2 | 3 | 4 5 | 6 | 7 | 8
ohne IC mit IC
mit Glycin ohne Glycin mit Glycin ohne Glycin
ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-
mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen
vor Zug. 0,086 0,071 0,075 0,077 0,091 0,048 0,093 0,067
5.Tag 0,042 0,011 0,016 0,036 0,064 0,061 0,119 0,027
10.Tag 0,031 0,009 0,009 0,029 0,055 0,049 0,120 0,015

Tabelle 50: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit Poly-L-Glycin

Abbildung 44:

3 4

5

Ansatz-Nummer

Extinktionsverlauf von Poly-L-Glycin

Ovor Zusatz
W 5. Tag
O10. Tag

In Ansatz Nr. 6 kommt es zu einem minimalen Wiederanstieg des Extinktionswertes auf 52%

am flinften Tag. Ansatz-Nr. 7 zeigt die isolierte Einwirkung von Immunkomplexen. Hier zeigt

sich ebenfalls eine dauerhafte Resuspensionstendenz, der aber aufgrund des Fehlens der Ami-

nosdure nur Kontrollcharakter zugesprochen werden kann. In allen anderen Experimenten

kommt es zundchst zum Wiederanstieg der Eingangsextinktion, die sich bis zum zehnten Tag

jedoch bis auf die zwei Ausnahmen wieder in sehr niedrige Bereiche absenken.
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4.6.2.6 Versuch 37: Resuspensionspartner: Das negativ geladene Polypeptid Poly-(a,p)-

Die Aminosdure hat einen isoelektrischen Punkt von pH 2,77

DL-Asparaginsiure (Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 3418)

Ansatz 1 | 2 | 3 | 4 5 [ 6 | 7] 8
ohne IC mit IC

mit Asparaginsr ohne Asparaginsr mit Asparaginsr ohne Asparaginsr
ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-

mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen

vor Zug. 0,091 0,039 0,085 0,077 0,064 0,076 0,090 0,078
5.Tag 0,060 0,026 0,057 0,052 0,070 0,033 0,057 0,054

10.Tag 0,029 0,017 0,045 0,039 0,077 0,029 0,055 0,051

Tabelle 51: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit Asparaginsidure

Abbildung 45:

Ansatz-Nummer

4

5

Extinktionsverlauf von Poly-L-Asparaginséure

W 5. Tag
O10. Tag

O vor Zusatz

In Ansatz Nr.5 kommt es zu einem Extinktionsanstieg, der sich iiber die gesamten zehn Tage

bis auf 65% des Eingangswertes annédhert. Alle anderen Versuchsansitze zeigen abfallende

Extinktionswerte, Resuspensionsvorginge konnen deshalb nicht dokumentiert werden.
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4.6.2.7 Versuch 38: Resuspensionspartner: Das unpolar-hydrophobe Polypeptid Poly-
Tryptophan mit einem Molekulargewicht zwischen 1000 und 5000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 4647)

Die Aminosaure, welche eine aromatische Seitenkette besitzt, hat einen isoelektrischen Punkt

Ansatz-Nummer

Abbildung 46: Extinktionsverlauf von Poly-L-Tryptophan

bei pH 5,89.
Ansatz 1 | 2 I | 4 5 [ 6 | 7] 8
ohne IC mit IC
mit Tryptophan ohne Tryptophan mit Tryptophan ohne Tryptophan
ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-
mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen
vor Zug. 0,082 0,077 0,089 0,083 0,088 0,067 0,075 0,072
5.Tag 0,058 0,042 0,070 0,036 0,066 0,043 0,042 0,071
10.Tag 0,035 0,023 0,059 0,022 0,027 0,039 0,038 0,058
Tabelle 52: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit L-Tryptophan
0,09
0,08
0,07
0,06
E g:gi O vor Zusatz
0,03 W 5. Tag
0,02 O010. Tag
0,01
0
1 2 3 4 5 6 7 8

Poly-Tryptophan hebt die in der Versuchsvorbereitung abgefallene Extinktion des Modellse-

rums in allen Messbehiltern an und fiithrt im weiteren Verlauf des Experimentes unabhéngig

von der Anwesenheit von Immunkomplexen, zum Absinken des Cholesterolgehaltes im Uber-

stand der Messgefille. Es konnen keine Resuspensionserscheinungen, die mit einem Anstieg

der Extinktion verbunden sein miissen, registriert werden.
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4.6.3 Versuche mit der zur schnellen Geschwindigkeitsklasse gehorigen Prazipitier-
substanz Hauptsubstanz Poly-Arginin-Tyrosin in einem Molekiilverhiltnis von
4:1und einem pH-Optimum von 7

(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 7411)

Die Bezugswerte fiir die folgenden Experimente sind die kurz nach Herstellung des Ansatzes

gemessenen Extinktionswerte, welche in der Tabelle grau unterlegt sind.

Ohne pHT pH S Mit IC pHT pHS
IC
Ansatz 1 2 Ansatz 3 4
1. Tag | 0,178 0,211 1. Tag | 0,159 0,185
2.Tag | 0031 0043 | 2.Tag | 0016 0,021
5. Tag 0,013 0,036 5. Tag 0,011 0,019
10. Tag | 0,015 0,025 | 10.Tag | 0,006 0,015

Tabelle 53: Messergebnisse von Poly-L-Arginin-Tyrosin 4:1

0,25
0,2-
E 0,15¢7] O1.Tag
0,117 M2. Tag
pu O5. Tag
0,057 [010.Tag
0.

1 2 3 4

Ansatz-Nummer

Abbildung 47: Extinktionsverlauf von Poly-L-Arginin-Tyrosin 4:1 mit und ohne Immunkomplexeinwirkung

Das fiir diesen Basisversuch verwendete Heteropolymer besteht zu vier Teilen aus dem hy-
drophilen, basisch und positiv geladenen Arginin und zu einem Teil aus dem ungeladenen,
polaren Tyrosin, welches eine aromatische Seitenkette besitzt. Die isoelektrischen Punkte der
Aminoséuren liegen bei pH 11,15 (Arginin) und pH 5,66 (Tyrosin).

Im oben dargestellten Extinktionsverlauf, kann man deutlich die Zugehorigkeit der Substanz
zur schnellen Prazipitationsgruppe (eine interne Einteilung unserer Arbeitsgruppe) erkennen.
Schon nach 48 Stunden fallt derExtinktionswert auf 18% in Ansatz-Nr.1, die Anwesenheit

von Immunkomplexen verstdrkt den Effekt mit einer Abnahme auf 11%.
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4.6.3.1 Versuch 39: Resuspensionspartner: Das hydrophobe, unpolare Polypeptid Poly-
D,L-Alanin mit einem Molekulargewicht zwischen 1000 und 5000 Dalton

(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 9003)

Der isoelektrische Punkt dieser Aminoséure liegt bei ph 6,00.

Ansatz 1 | 2 I | 4 5 [ 6 | 7] 8
ohne IC mit IC
mit Alanin ohne Alanin mit Alanin ohne Alanin
ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-
mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen
vor Zug. 0,031 0,075 0,013 0,019 0,101 0,021 0,036 0,034
5.Tag 0,005 0,022 0,026 0,012 0,009 0,008 0,010 0,009
10.Tag 0,008 0,008 0,010 0,007 0,009 0,008 0,012 0,026
Tabelle 54: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit Poly-DL-Alanin
0,121
0,1+
0,08
E 0,06 Ovor Zusatz
0,04 W 5. Tag
0,02 010. Tag
bl
0-
1 2 3 4 5 6 7 8

Ansatz-Nummer

Abbildung 48: Extinktionsverlauf von Poly-DL-Alanin

Der Zusatz der Aminosdure bewirkt zunichst unterschiedlich stark ausgeprigte Anstiege der
Eingangsextinktion (Versuche Nr.1, 2, 5 und 6). Betrachtet man als néchstes die Versuche,
die moglichst erschiitterungsfrei gelagert und mit groBtmoglicher Vorsicht behandelt wurden,
so findet sich in Versuch Nr.1 ein minimaler Wiederanstieg eines Messwertes am 10.Tag auf
6% des urspriinglichen Cholesterolgehaltes im Uberstand. In allen anderen Microtubes kommt

es zu keinen Verdnderungen, die auf einen Resuspensionsvorgang hinweisen kdnnten.
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4.6.3.2 Versuch 40: Resuspensionspartner: Das Polypeptid Poly-L-Ornithin mit einem

Molekulargewicht zwischen 5000 und 15000 Dalton

(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 4538)

Ansatz-Nummer

Abbildung 49: Extinktionsverlauf von Poly-L-Ornithin

Ansatz 1 | 2 | 3 | 4 5 [ 6 | 7] 8
ohne IC mit IC
mit Ornithin ohne Ornithin mit Ornithin ohne Ornithin
ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-
mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen
vor Zug. 0,082 0,077 0,089 0,083 0,088 0,067 0,075 0,072
5.Tag 0,058 0,042 0,070 0,036 0,066 0,043 0,042 0,071
10.Tag 0,035 0,023 0,059 0,022 0,027 0,039 0,038 0,058
Tabelle 55: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit Poly-L-Ornithin
0,09
0,08
0,07
0,06
E g:gi O vor Zusatz
0,03 M 5. Tag
0,02 010. Tag
0,01
0
1 2 3 4 5 6 7 8

Die Aminosdure Ornithin verursacht einen ausgeprigten Anstieg der im Vorbereitungsver-

such abgefallenen Extintion. Im Verlauf der zehn Tage kommt es in allen Uberstinden wieder

zur Cholesterolverarmung. Die Anwesenheit der Substanz fiihrt zu keiner erkennbaren Solubi-

litdtssteigerung des Modellserums weder unter statischen noch unter kinetischen Bedingun-

gen. Auch Imunkomplexe vermdgen an der serumdestabilisierenden Wirkung der Substanz

nichts veridndern.
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4.6.3.3 Versuch 41: Resuspensionspartner: Das Polypeptid Poly-L-Glutaminsiure mit
einem Molekulargewicht zwischen 2000 und 15000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 4636)

Ansatz | 1 | 2 | 3 | 4 5 | e | 1 | 8
ohne IC mit IC
mit Glutaminsr ohne Glutaminsr mit Glutaminsr ohne Glutaminsr
ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-
mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen
vor Zug. 0,022 0,024 0,026 0,020 0,031 0,029 0,028 0,027
5.Tag 0,027 0,028 0,031 0,028 0,006 0,007 0,010 0,009
10.Tag 0,122 0,041 0,026 0,035 0,031 0,008 0,007 0,011
Tabelle 56: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit Poly-L-Glutamin
0,14
0,121
0,1
E 0,08+
0,06+
0,04
0,021
0-
1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 50: Extinktionsverlauf von Poly-L-Ornithin

Ansatz-Nummer

Ovor Zusatz
W 5. Tag
O010. Tag

In Ansatz Nr.1 findet sich eine Wiederanstieg des Cholesterolgehaltes bis auf 69%. Da dieser

Effekt in den Ansdtzen ohne Glutamingehalt nicht feststellbar ist, kann die Wirkung der Ami-

nosédure zugesprochen werden. Fithrt man dem System kinetische Energie zu (Ansatz-Nr.2),

so fallt das Ergebnis deutlich schwicher aus (Anstieg auf 23%). Immunkomplexe haben kei-

nen zusétzlichen Einfluss auf das Wiederausflosungsverhalten, in Ansatz Nr.5 wird am zehn-

ten Tag der Messreihe wieder der Ausgangswert erreicht.
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4.6.3.4 Versuch 42: Resuspensionspartner: Das Polypeptid Poly-Glutamin-Tyrosin in

einem Molekularverhiiltnis von 1:1 (Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 0151)

Ansatz 1 | 2 | 3 | 4 5 | 6 | 7] 8
ohne IC mit IC
mit Glu-Tyr ohne Glu-Tyr mit Glu-Tyr ohne Glu-Tyr
ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-
mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen
vor Zug. 0,019 0,020 0,023 0,021 0,020 0,019 0,022 0,021
5.Tag 0,007 0,008 0,009 0,008 0,006 0,006 0,009 0,009
10.Tag 0,008 0,007 0,011 0,009 0,008 0,008 0,011 0,010

Tabelle 57: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit Poly-L-Glutamin-Tyrosin

2 3 4

5 6 7

Ansatz-Nummer

Abbildung 51: Extinktionsverlauf von Poly-L-Glutamin-Tyrosin

Ovor Zusatz
W 5. Tag
O10. Tag

Nach einem initalen Wiederanstieg in allen Microtubes kommt es am fiinften Tag der Extink-

tionsbestimmung zu ihrem Abfall auf bis zu 4% in Versuch Nr.5.

Die am zehnten Tag stattfindenden Cholesterolanreicherungen sind nicht als Resuspensionsef-

fekt verwertbar, da sie auch in den ohne Zusétze angesetzten Kontrollversuchen stattfinden.

Das Experiment weist jedoch auf eine prézipitationsverstirkende Wirkung von Immunkom-

plexen hin, was deutlich wird, wenn man Versuche Nr. 1 und 2 mit Nr.5 und 6 vergleicht.

Hier stehen sich Schwichungsraten zwischen 35% und 37% in Nr. 2/1 und zwischen 30% und

32% in Nr. 5 bzw.6 gegeniiber.
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4.6.3.5

Versuch

43:

Resuspensionspartner:

Das

Polypeptid

Poly-N5-(3-

Hydroxypropyl)-L-Glutamin mit einem Molekulargewicht zwischen 40000 und
60000 Dalton (Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 1899)

Ansatz 1 2 | 3 | 4 5 | 6 | 7] 8
ohne IC mit IC
mit Glutamin ohne Glutamin mit Glutamin ohne Glutamin
ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-

mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen
vor Zug. 0,006 0,012 0,013 0,011 0,012 0,008 0,015 0,014
5.Tag 0,006 0,006 0,012 0,008 0,008 0,009 0,014 0,009
10.Tag 0,009 0,005 0,011 0,006 0,012 0,010 0,011 0,011

Tabelle 58: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit Poly-L-Glutamin

Ovor Zusatz
W 5. Tag
O010. Tag

1 2 3 4 5 6 7 8

Ansatz-Nummer

Abbildung 52: Extinktionsverlauf von Poly-L-Glutamin

Die bei diesem Versuch interessanten Ansétze tragen die Nummern 1 und 5. Glutamin als
isolierter Reaktionspartner ist in der Lage, den ganz zu Beginn festgestellten Cholesterolge-
halt des Modellserums auf 6% wieder anzuheben, nachdem er zuvor auf 4% abgefallen war.
In Versuch Nr. 5 erreicht die Extinktion wieder ihren Ausgangswert von 8%. Glutamin zeigt
hier eine-wenn auch sehr schwach ausgeprigte Tendenz, bereits préizipitiertes Lipoprotein-
Immunkomplex-Konglomerate wieder zu resolubilisieren. Diese Annahme wird durch Fehlen
der Wiederanstiege in den entsprechenden Kontrollgruppen Nr.3 und Nr.7

bestitigt.
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4.6.3.6 Versuch 44: Resuspensionspartner: Das Polypeptid Poly-L-Glutaminsiure
(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 1943)

Ovor Zusatz
W 5. Tag
0O10. Tag

Ansatz | 1 | 2 | 3 | 4 5 | e | 1 | 8
ohne IC mit IC
mit Glutaminsr ohne Glutaminsr mit Glutaminsr ohne Glutaminsr
ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-
mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen
vor Zug. 0,011 0,001 0,013 0,009 0,013 0,009 0,015 0,011
5.Tag 0,019 0,006 0,030 0,028 0,005 0,008 0,012 0,008
10.Tag 0,023 0,005 0,031 0,031 0,013 0,010 0,010 0,008
Tabelle 59: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit Poly-L-Glutaminsdure
0,035
0,03
0,025+
E 0,02
0,0151
0,011
0,005
0-
1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 53: Extinktionsverlauf von Poly-L-Glutamin

Ansatz-Nummer

Ansatz Nr.1 zeigt zusammen mit seinem zugehdrigen Kontrollversuch Nr.3, einen ausgeprig-

ten Wiederanstieg der Ausgangsextinktion. Da beide Versuche einen identischen Trend wie-

dergeben, kann nicht auf eine resuspendierende Wirkung der Aminosdure geschlossen wer-

den. Anders verhilt es sich in Ansatz-Nr.5: der moglichst schonend behandelte Versuch mit

Immunkomplexinhalt zeigt am 10 Tag einen Anstieg auf 8% der Ausgangsextinktion vom

1.Tag. In den restlichen Ansétzen sind keine resolubilisierenden Effekte festzustellen.
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4.6.3.7 Versuch 45: Resuspensionspartner: Das Polpeptid Poly-L-Lysin succinyliert mit
einem Molekiilgewicht zwischen 15000 und 30000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 4283)

Ansatz 1 | 2 | 3 | 4 5 | 6 7] 8
ohne IC mit IC
mit Lysin ohne Lysin mit Lysin ohne Lysin
ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-

mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen
vor Zug. 0,012 0,003 0,007 0,005 0,014 0,001 0,008 0,006
5.Tag 0,013 0,007 0,017 0,017 0,008 0,007 0,010 0,012
10.Tag 0,010 0,004 0,012 0,022 0,004 0,004 0,006 0,012

Tabelle 60: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit Poly-L-Lysin

0,025
0,02-
E Ovor Zusatz
W 5. Tag
O10. Tag

4 5 6 7 8

Ansatz-Nummer

Abbildung 54: Extinktionsverlauf von Poly-L-Lysin

Am 5. Tag der Messreihe verursachen die Aminoséure zusammen mit Immunkomplexen in
Ansatz Nr. 6 einen Wiederanstieg des Cholesterolgehaltes im Uberstand, welcher durch Ein-
wirkung des Heteropolymers Poly-Arginin-Tyrosin im Vorfeld des Versuches zur Prazipitati-
on und damit zum Absinken gebracht wurde. Im zugehorigen Kontrollversuch Nr.8 steigt der
Extinktionswert ebenfalls an, daher sind keine Wiederauflosungsvorgéinge festzustellen. Bei
der alleinigen Zugabe des Resuspensionspartners (Versuch Nr.1-Kontrollversuch Nr.3) sind in
ihrem Verlauf dhnliche Ergebnisse festzustellen, eine Resuspension kann daher nicht in die

Schlussfolgerungen eingeschlossen werden
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4.6.3.8 Versuch 46: Resuspensionspartner: Das Heteropolymer Poly-Glutamin-Alanin
in einem Molekiilverhiltnis von 6:4 und einem Molekulargewicht zwischen
20000 und 50000 Dalton (Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 1650)

Ansatz 1 | 2 ] 3 | 4 5 | e | 1 | 8
ohne IC mit IC
mit Glu-Ala ohne Glu-Ala mit Glu-Ala ohne Glu-Ala
ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-
mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen
vor Zug. 0,018 0,009 0,016 0,010 0,013 0,007 0,013 0,008
5.Tag 0,009 0,007 0,032 0,036 0,010 0,007 0,014 0,010
10.Tag 0,021 0,013 0,035 0,032 0,012 0,007 0,011 0,060
Tabelle 61: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit Poly-L-Glutamin-Alanin
0,06
0,05+
0,04
E 0,03 Ovor Zusatz
0,021 W 5. Tag
0,011 O10. Tag
9
0-
1 2 3 4 5 6 7 8

Ansatz-Nummer

Abbildung 55: Extinktionsverlauf von Poly-L-Glutamin-Alanin

Die Kontrollversuche (Nr. 3, 4 und 8) ,die ohne Zugabe der zu testenden Substanz durchge-

fiihrt werden, bieten teilweise starke Extinktionswiederanstiege. Betrachtet man die Ansétze,

die Versuchssubstanz enthalten, so ist ein deutlich vermindertes Steigen der Extinktion fest-

zustellen. Da zum Nachweis einer Resuspension isolierte Wertezuwéchse in den Ansitzen,

die Resuspensionspartnersubstanz und/oder Immunkomplexe enthalten, nétig ist, konnen in

diesem Experiment keine die Cholesteroltransportkapazitit des Modellserums steigernde

Stoffkonstellationen festgestellt werden.
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4.6.3.9 Versuch 47: Resuspensionspartner: Das Polypeptid Poly-L-Tyrosin mit einem
Molekiilverhéltnis zwischen 10000 und 40000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 1800)

Ansatz 1 | 2 | 3 | 4 5 | 6 | 7] 8
ohne IC mit IC
mit Tyrosin ohne Tyrosin mit Tyrosin ohne Tyrosin
ohne mit mi- ohne Mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-
mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen
vor Zug. 0,018 0,008 0,011 0,014 0,013 0,007 0,013 0,010
5.Tag 0,006 0,007 0,011 0,008 0,008 0,009 0,011 0,013
10.Tag 0,009 0,024 0,011 0,010 0,017 0,012 0,011 0,013

Tabelle 62: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit Poly-L-Tyrosin

Ovor Zusatz
W 5. Tag
0O10. Tag

1 2 3 4 5 6 7 8

Ansatz-Nummer

Abbildung 56: Extinktionsverlauf von Poly-L-Tyrosin

Das Einwirken der Aminosdure Tyrosin fiihrt zu einem deutlichen Wiederanstieg der Extink-
tion, welcher am deutlichsten in Versuch Nr.2 ausfillt. Hier steigt der Wert nach Zufiihren
kinetischer Energie bis auf 13% der Ausgangsextinktion, im zugehdrigen Kontrollversuch
Nr.4 ist dieser Anstieg nur minimal ausgepragt. Immunkomplexe und der Resuspensionspart-
ner zusammen bewirken ebenfalls ein vermehrtes Herauslosen von Cholesterol aus dem am

Boden der Microtubes befindlichen Prézipitate bis auf 11% des Ausgangswertes.
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4.6.3.10 Versuch 48: Resuspensionspartner: Das Polypeptid Poly-L-Glutaminsiure mit
einem Molekulargewicht zwischen 2000 und 15000 Dalton
(Sigma-Chem. Produkt-Nr. P 4636)

Ansatz-Nummer

Abbildung 57: Extinktionsverlauf von Poly-L-Glutaminsaure

Ansatz 1 | 2 ] 3 | 4 5 | e | 1 | 8
ohne IC mit IC
mit Glutaminsr ohne Glutaminsr mit Glutaminsr ohne Glutaminsr
ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi- ohne mit mi-
mischen schen mischen schen mischen schen mischen schen
vor Zug. 0,010 0,009 0,012 0,009 0,011 0,009 0,011 0,010
5.Tag 0,013 0,006 0,026 0,022 0,007 0,004 0,011 0,014
10.Tag 0,013 0,007 0,024 0,013 0,013 0,011 0,008 0,009
Tabelle 63: Messergebnisse des Resuspensierungsversuches mit Poly-L-Glutaminsdure
0,03
0,025+
0,02
E 0,015 Ovor Zusatz
0,011 W 5. Tag
0,005 010. Tag
0-
1 2 3 4 5 6 7 8

Dieses Experiment zeigt bei Anwesenheit von Immunkomplexen und der zu testenden Sub-

stanz L-Glutaminsdure einen Anstieg auf 9% der Ausgangsextinktion (Versuch Nr.5). der

zugeordnete Kontrollversuch Nr.7 zeigt diesen Verlauf nicht, im Gegenteil ist hier ein weite-

rer Abfall zu verzeichnen. So konnen Riickschliisse auf einen resolubilsierenden Effekt der

beiden Reaktionspartner zugelassen werden. In den restlichen Ansétzen sind durch Abnahme

der Extinktion dokumentierte Préizipitationseffekte festzuhalten, die jedoch in einem sehr ge-

ringen Mal} auftreten.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Dissertation sollten drei verschiedene Versuchsanordnungen dazu fiihren,
plasmadestabilisierende Wechselwirkungen zwischen Immunkomplexen, dem Modellserum
und verschiedenen definierten und in ihren physikalischen und chemischen Eigenschaften
bekannten Polypeptiden nachzuweisen und dariiber hinaus, eine bestehende Aggregationsten-
denz zu verhindern. Ziel der ersten beiden Abschnitte (Versuche 1-24) war, durch Modulati-
on der Milieubedingungen (vom physiologischen zum sauren), durch Zugabe die Bindungs-
kréifte beeinflussender Substanzen TCA, GA, PVP und weiterhin durch Zugabe oder Nicht-
Zugabe von Immunkomplexen eindeutige Trendlinien herauszuarbeiten. Dabei ergaben sich
Versuchskonstellationen, in denen eine bestehende Préizipitationsneigung verstérkt oder abge-
schwicht werden sollte.

Zusitzlich wurden den Ansédtzen synthetische Polypeptide zugefiigt, deren besonderer Vorteil
ihre genau bekannte Struktur ist und die den Einfluss physiologisch vorkommender, z.B. im
Rahmen einer durch T-Helfer-Zellen induzierten persistierenden Makrophagenhyperaktivie-
rung sezernierter Proteine im Bezug auf ihre physikalisch-chemischen Wechselwirkungen
simulieren sollten. Durch Kenntnis der intramolekularen Ladungsverteilungen konnten wich-
tige Detailinformationen iiber den Prozess der Serumdestabilisierung gewonnen werden:
Durch geeignete Zusammenstellung der Polypeptide konnte nicht nur zwischen positiv (Dia-
minomonocarboxyaminosduren) und negativ (Monoaminodicarboxyaminosduren) geladenen
Makromolekiilen, sondern auch zwischen stirker (z.B. Poly-L-Lysin) und schwicher (z.B.
Poly-L-Arginin) geladenen Polymeren unterschieden werden. Was die Heteropolymere be-
trifft, so war die Moglichkeit gegeben, zwischen apolaren und polaren Doménen einerseits,
sowie positiv und negativ geladenen Gruppen andererseits, zu variieren. Weiterhin konnte
durch Zugabe von Trichloressigsdure bzw. Glutaraldehyd eine partielle Steigerung der Hy-
drophobie der Reaktionspartner erzielt werden, die mit einer gleichzeitigen Verstirkung des
kationischen Charakters der NH;3-Seitengruppen einhergeht und die so aus dem Interaktions-
geschehen ausgeschaltet werden sollten[20].

Der dritte Abschnitt war darauf ausgelegt, bereits stattgefundene Prizipitationsvorginge
durch Zugabe ausgewdhlter Polypeptide wieder riickgéingig zu machen und so durch direkte
Beeinflussung  der  physikalisch-chemischen =~ Wechselwirkungen  die  Plasma-
cholesterolkapazitit zu erhohen, bzw. Féllungserscheinungen von Cholesterin zu verhindern
Die Aggregationsneigung zwischen Immunkomplexen und Lipoproteinen ensteht u.a. auf-

grund von Coulombschen Anziehungskriften in Abhédngigkeit vom pH-Wert.
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Auch apolare Wechselwirkungen wie die Van-der-Waal-Kréfte und hydrophobe Wechselwir-
kungen tragen zu den intermolekularen Anziehungsvorgéngen bei und begiinstigen so die
Ausbildung groBerer Aggregate, in deren Folge es zu den plasmadestabilisierenden Ausfil-
lungserscheinungen kommt.

Die Versuche Nr.1-8 mit der Aminosdure Lysin folgten alle dem gleichen Versuchsaufbau,
der es ermdglichte, IC-haltige Ansédtze mit solchen ohne IC vergleichen zu konnen. Dabei
wurde die Zugabe der IC zum Versuchsbehilter zeitlich variiert, um so eine eventuell beste-
hende Aggregationsneigung mit den Bestandteilen des Modellserums oder mit der Testsub-
stanz sichtbar machen zu konnen.

Betrachtet man die Ansédtze-Nr. 1, 4 und 7 der ersten drei Versuchsreihen (S.25-27), so kann
zundchst ein pH-Wert, der sich dem physiologischen Bereich néhert, dafiir verantwortlich
gemacht werden, dass optimale Voraussetzungen fiir ein Interagieren der beteiligten Substan-
zen geschaffen wurden. Sowohl die Testsubstanz alleine, als auch in Kombination mit den
Immunkomplexen fiihrten zu einer ausgepriagten Plasmadestabilisierung nach bereits 48 Stun-
den. Die Immunkomplexe verstirken die Prézipitationsneignung der im Modellserum enthal-
tenen Lipoproteinvesikel.

Einen zusétzlichen Einfluss auf die Intensitéit der Prizipitatbildung hatte in diesen Versuchen
das Molekulargewicht. Mit zunehmendem Gewicht konnte eine entsprechende verstirkte Ab-
nahme von Cholesterin im Uberstand der Probengefile gemessen werden. Die GroBe eine
Molekiils und das damit verbundene erhdhte Aufkommen von aggregationsfreudigen funktio-
nellen, polaren oder apolaren Gruppen fiihren also zur verstirkten Bildung von Lipoprotein-
Immunkomplex Sedimenten, deren Existenz zum Teil bereits makroskopisch zu erkennen
war: Wihrend die anfanglich in allen Ansdtzen vorhandene Triibung in den Ansdtzen ohne
IC-Zugabe wihrend aller Messtage erhalten blieb, bildete sich in den immunkomplexhaltigen
Ansitzen ein sichtbares Sediment am Boden der Microtubes.

Da auch die Milieubedingungen, die zu schnelleren und effizienteren Wechselwirkungen von
Immunkomplexen mit cholesterolhaltigen Lipoproteinen fithren konnten, genauer betrachtet
werden sollten, wurde den entsprechenden Ansétzen 0,1 molare Salzsdure zugesetzt. Dabei
wurden in den Versuchsbehdltern zum Teil ,,Extrembedingungen® geschaffen, die jedoch no-
tig waren, um Veridnderungen, die im Organismus im Lauf von Jahren und Jahrzehnten ent-
stehen, zu beschleunigen und zum Zeitpunkt der Messungen erkennbar zu machen.

Die Versuche Nr. 4 und 5 zeigen eine solche pH-Verschiebung und die damit verbundene
Steigerung der Prézipitationsrate. Moglicherweise hingt der Effekt mit den unterschiedlichen

isoelektrischen Punkten der verwendeten Heteropolymere zusammen.
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In Versuch Nr. 4 (S.28), in dem Lysin (IP bei pH 9,95) und Tyrosin (IP bei pH 5,66) zu glei-
chen Teilen verwendet werden, kommt es zu einer insgesamt ausgepriagten (pH 7 und 5) und
zusitzlich leichten Steigerung der Prézipitationsrate mit irreversiblem Absinken bis auf 1%
der Ausgangsextinktion bei pH 5. Betrachtet man die Gesamtladung des Molekiils, so ergibt
sich fiir den physiologischen Bereich ein Uberwiegen der negativen Ladungen, was aufgrund
der elektrostatischen Anziehungskréften eine Préizipitation mit den negativ geladenen Liporo-
teinen ermoglicht.

Versuch Nr. 5 (S.29) zeigt neben einer insgesamt schwécher ausfallenden Destabilisierun-
greaktion die Tendenz, bei pH 7 effizientere Auswirkungen auf das Modellserum zu haben.
Das in seiner Aminosdurezusammensetzung identische Heteropolymer liegt hier in einem
Molekiilverhiltnis von 4:1 vor, es resultiert also bei Uberwiegen von Lysin im saueren Milieu
eine iiberwiegend positive Gesamtladung, die den im Versuch-Nr.4 dokumentierten Effekt
abschwicht.

In Versuch Nr.6 und 7 (S.30,31) findet das Heteropolymer Lysin-Alanin mit unterschiedli-
chen Molekiilverhdltnissen Verwendung. Sind die einerseits hydrophob, andererseits hy-
drophilen Polypeptide zu gleichen Teilen im Ansatz enthalten, kommt es bei pH 7 zu einer
Destabilisierungstendenz, die durch Anwesenheit von Immunkompelexen eher abgeschwicht
wird. Uberwiegt in Versuch Nr.7 der positiv geladene und hydrophile Lysinanteil im Polymer,
so kann ein eindeutiger Zusammenhang mit der Anwesenheit von Immunkompexen im Bezug
auf die Prézipitationsstirke festgestellt werden. In den immunkomplexfreien Ansédtzen her-
schen stabile Kréfteverhdltnisse, wihrend die Zugabe von Immunkomplexen zu ausgeprégter
Extinktionsschwéchung und dem damit verbundenen Absetzen von Konglomeraten aus Lipo-
proteien und Immunkomplexen und dem Heteropolymer fiihrt.

Der IP der Immunkomplexe wird zwischen pH 5,5 und 7,5 [1] angegeben, das bedeutet fiir
einen pH-Wert des Probenmilieus ein ebenfalls verstirktes Vorhandensein von positiven La-

dungen, die dann sehr effizient mit den negativ geladenen Lipoproteinen interagieren kdnnen.

Versuch Nr.8 (S.32) verwendet schlielich noch ein Zufallspolymer aus den beiden Amino-
sduren. Obwohl das Molekiilverhéltnis hier nicht bekannt ist und damit keinerlei Aussagen
iiber die intramolekulare Ladungsverteilung getroffen werden kann, kann dieser Versuch
trotzdem als Kontrollversuch fiir die vorher durchgefiihrten angesehen werden.

Die Entscheidung, ob es zu einer Plasmadestabilsierung kommt oder nicht, hingt offensicht-
lich von sehr exakt zueinander stehenden Ladungsverteilungen ab. Kommt es nur zu einer

minimalen Konfigurationsédnderung, wie hier in dem Zufallspolymer, so wird der
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Prizipitationsvorgang nicht in Gang gesetzt und nicht einmal die durch ihre Grofe bedingt
stark polaren Immunkomplexe wirken dann destabilisierend.
Es soll noch erwidhnt werden, dass die Reihenfolge der Zugabe der Immunkomplexe zu den

Versuchsbehéltern insgesamt nur sehr geringen Einfluss auf die Intensitét der Reaktion hatten.

Versuche 9-13 (S.33-41): Die ersten drei Versuche dieser Gruppe betrachten wieder Polypep-
tide, die nur aus der Aminosdure Lysin mit zunehmendem Molekulargewicht synthetisiert
sind. Im Unterschied zu den Versuchen Nr.1-3 werden die Reaktionspartner noch dem Ein-
fluss von Trichloressigsdure, Glutaraldehyd und Polyvinylpyrolidon ausgesetzt. Hier kann
ebenfalls eine Abhingigkeit der Fahigkeit, Immunkomplexe und Lipoproteinvesikel zu prazi-
pitieren, vom Molekulargewicht des Polypeptids festgestellt werden. Je groBer dieses Gewicht
ist, desto groBer wird auch die positive Gesamtladung des Molekiils, was es den bei physiolo-
gischem pH-Wert negativ geladenen Immunkomplexen erlaubt, durch polare Anziehungskraf-
te angezogen, mit dem Polypeptid zu interagieren. Die ebenfalls negativ geladenen Lipopro-
teinvesikel werden erst dann mit in den Komplex miteinbezogen, wenn die entgegengesetzten
Ladungsdifferenzen grof3 genug sind und dies ist bei hoheren Molekulargewichten der Fall.
Dann kommt es jedoch sofort zur Prizipitation und damit zum Abfall der Cholesterinfraktion
aus dem Uberstand. Die zusétzlich modulierenden Substanzen unterstiitzen diesen Trend ein-
deutig (vgl. Tabellen 9-14; Abbildungen 9-14 ).

In den Versuchen Nr.12 und 13 kommt ein Heteropolymer zum Einsatz, welches in der Lage
ist, die Plasmadestabilisierung zu verstiarken. Der Grund dafiir ist auch hier wieder bei der
intramolekularen Ladungsverteilung zu suchen. Setzt man den Modellseren Polymere mit
genau definierten Molekiilverhdltnissen zu —in diesem Beispiel mit einem Molekiilverhéltnis
von 1:1, so kommt es auch ohne Anwesenheit von Immunkomplexen zu Féllungserscheinun-
gen im physiologischen Milieu. Der isoelektrische Punkt der Aminosiure Alanin, der nahe bei
dem der Immunkomplexe liegt, ermdglicht eine optimale Annéherung aufgrund polarer An-
ziehungskrifte zwischen Lipoproteinvesikel und dem Heteropolymer. Die entstehende Prézi-
pitationstendenz ist als Folge dieser Molekiilanndherung zu verstehen.

Fiigt man jetzt noch negativ geladene Immunkomplexe hinzu, so verstdrkt sich dieser Effekt
und erfdhrt eine zusétzliche Steigerung unter dem Einfluss der hydrophobizierenden, die apo-
laren Anziehungskréfte steigernden Substanzen. Ist das Heteropymer jedoch in seiner Synthe-
sesequenz zufillig erstellt, kann man also keine Aussage iiber die genaue Lokalitdt polarer
oder hydrophober Doménen treffen, so findet sich diese StrukturunregelmiBigkeit auch in den

Versuchsergebnissen wieder: Versuch Nr.13 (S.41) enthilt ein Zufallskopolymer mit einem
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relativ zu den Vorversuchen niedrigen Molekiilgewicht, in dem es zu sehr geringfiigigen Ex-
tinktionsdnderungen kommt und zwar nur dann, wenn der negativ-polare Einfluss der Im-
munkomplexe im leicht sauren Milieu zum Tragen kommt (vgl. Abb.16, Ansatz 13-16)
Versuche Nr.14-18 (S.43-47) untersuchen das Polypeptid Glutamin und Heteropolymere, die
immer zu einem Teil Glutamin beinhalten. Die untersuchten Makromolekiile wurden bis auf
eine Ausnahme so ausgewaihlt, dass ihre isoelektrischen Punkte nahe beisammen liegen und
zwar in einer Spanne zwischen pH 5,65 und 5,95. So konnten die apolaren Wechselwirkungen
genauer untersucht werden:

Als Ergebnis zeigt sich der eindeutige Einfluss von Immunkomplexen auf das Prézipitations-
verhalten der Lipoproteinfraktion in den Modellseren. Thr Fehlen hat stabilere Molekiilver-
hiltnisse zur Folge und die Extinktionsdnderungen sind nur sehr gering ausgeprigt (vgl. Tab
25-29). Sind jedoch Immunkomplexe vorhanden (ihr IP bewegt sich ebenfalls im oben ge-
nannten pH-Bereich), so liegen sich ausreichend viele hydrophobe Dominen gegeniiber und
die Fallungsintensitit nimmt zu.

Die in den Versuchen Nr. 19-21 (S.48-50) verwendete stark saure Glutaminsiure destabilisiert
das Serumcholesterin nur bei reduzierten pH-Werten und nur in gleichzeitiger Gegenwart von
Immunkomplexen. Dieser Wirkungsmechanismus konnte an der Interaktion zwischen den bei
pH 5,0-6,0 positiv geladene Immunkomplexen und den beiden negativ geladenen Lipopro-
teinvesikeln und Glutaminsédure liegen(vgl. Tab.30-32).

Das in Versuch Nr. 22 (S.51) verwendete Histidin besitzt eine Imidazolgruppe. Solch eine
Gruppe ist u.a. durch einen n-Bindungsanteil charakterisiert. Der isoelektrische Punkt liegt
mit pH 7,74 dem physiologischen sehr nahe. Nach den bisher aufgetretenen Trendverldufen
wire deshalb eine ausgepridgte Prézipitation aufgrund der apolaren Anziehungskrifte zwi-
schen den bei neutralem pH negativ geladenen Lipoproteinen und dem Polymer alleine zu
erwarten, die auch tatsichlich stattfindet (vgl. Tab. 33.)

In diesem Bereich liegen auch die Immunkomplexe eher negativ geladen vor, es bilden sich
hydrophobe Doménen, welche sich aneinander anndhern und schlieBlich zur Aggregierung
mit den cholesterolhaltigen Lipoproteinen fiihren und ausfallen (vgl. Tab. 34). Sobald sich
das Ansatzmilieu zum Sauren hin verdndert wird, bleiben die Effekte aus, auch Immunkom-
plexe haben hierauf keinen Einfluss.

Insgesamt betrachtet kommt es in den Ansdtzen, die Immunkomplexe enthalten hdufiger zu

einer verstirkten Prizipitationsneigung
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Die ungeladene, hydrophobe Aminosdure Tyrosin flihrt, als Polypeptid vorliegend, zur Aus-
bildung von Konglomeraten mit LDL/VLDL. Versuche Nr.23 und 24 (S.52-53) zeigen diesen
Verlauf. Je mehr hydophobe Dominen in einem Molekiil enthalten sind, desto stirker werden
die Abstossungskrifte durch die umgebende Hydrathiille. Dem Prinzip des geringsten Ener-
giegehaltes folgend, orientieren sich die Domédnen so zueinander, dass die der umgebenden
Hydrathiille zugewandte Oberfliche minimiert wird. Die Lipoproteine beteiligen sich auf-
grund ihrer apolaren Struktur an den Zusammenschliissen. Kommen nun noch -
entziindungsbedingt- Immunkomplexe dazu, so wird die Apolaritit des Aggregationsmolekiil
so gross, dass das normalerweise ausgeglichene Gleichgewicht zwischen Anziehungs- und
AbstoBungskriften nicht mehr aufrecht erhalten werden kann und es kommt zur Prézipitation.
Aufgrund seiner Masse sinkt der Komplex auf den Grund des Ansatzbehilters und kann dort
auch makroskopisch erkannt werden. In Versuch-Nr.24 ist solch ein Effekt sehr deutlich
nachzuvollziehen (vgl. Tab 35): auch ohne Anwesenheit von Immunkomplexen wird der
Cholesterolgehalt des Uberstandes geschwiicht, kommen Aggregate aus IC und LDL dazu,
kommt es zu einer Verstarkung der Prizipitation bei pH 7 und 5. Die Reaktion verlduft unab-

hingig von der zeitlichen Reihenfolge der Zugabe der Immunkomplexe.

Der zweite Teil der Arbeit entstand aus der Hypothese der physikalisch-chemischen Einfluss-
nahme von artifiziellen Polypeptiden auf die Gesamtstabilitit eines Plasmasystems. Wenn
solche Peptide, die in ihren Eigenschaften genau definiert sind und so theoretische Erwartun-
gen tiber ihre Wirkung auf die Plasmaastabilitdt zulassen-die sich in einer Vielzahl von Expe-
rimenten dieser und anderer Arbeiten unserer Arbeitsgruppe auch bestétigt haben- dann liegt
die Uberlegung nicht fern, nach umgekehrten Effekten, also solchen, die die Cholesterol-
transportkapazitit des Plasmas ansteigen lassen, zu suchen.

Zu diesem Zweck wurden aus den bis dahin untersuchten Substanzen solche ausgewdhlt, die
einen besonders deutlichen Trendverlauf der Prizipitation aufzuweisen hatten.

Neben der Intensitdt der Sedimentierung war ein weiteres Auswahlkriterium die Geschwin-
digkeit, so dass sich drei Gruppen mit langsamer (Poly-L-Asparagin), mittlerer (Poly-L-
Arginin) und schneller (Poly-L-Arginin-Tyrosin) Einflussnahme heraus-kristallisierten.

Nun wurde jeweils ein Vertreter dieser ,,Hauptgruppen®, wie gewohnt, einem Ansatzbehilter
mit Modellserum zugesetzt und die Zeitspanne abgewartet, nach der es in den Vorversuchen
zu keiner weiteren Extinktionsdnderung mehr gekommen war. Die Systeme haben also ihren
neuen Stabilititszustand wieder erreicht, die Prézipitation ist abgelaufen. Jetzt konnten, in

gleicher Weise wie bisher, erneut Testsubstanzen in den Versuchsbehélter zugegeben werden,
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die Anfangsextinktion und der weitere Verlauf photometrisch bestimmt werden. Die Ergeb-
nisse werden nachfolgend zusammengefasst.

In den Versuchen Nr. 25-48 (S.55-81) wurden ausgewihlte Polypeptide Prézipitationssyste-
men unterschiedlicher Geschwindigkeitsklassen zugesetzt. Die Ansétze unterscheiden sich
durch die An- oder Abwesenheit von Immunkomplexen und durch das zusétzliche Einwirken
von kinetischer Energie, die durch einmaliges Schiitteln der Versuchsbehélter nach Zusatz der
Testsubstanz zugefiihrt wurde.

Insgesamt betrachtet treten die Resolubilisierungstendenzen im Vergleich zu den vorausge-
gangenen Prizipitationen seltener und in geringerem Ausmaf} auf. Man kann sie ihrem Cha-
rakter nach in tempordre Wiederanstiege der Extinktionswerte (vgl. Tab. 38, 49, 59) oder in
endgiiltige —auf den Zeitrahmen der Messungen bezogene- Wiederanstiege (vgl. Tab. 40, 50,
55, 56, 57, 58, 60, 61, 62) unterteilen. Zum einen diirfte dies an den langen Standzeiten der
reagierenden Testansdtze liegen. Nach der letzten Messung am zehnten Tag sind bis zu zwei
Wochen vergangen, in denen das in-vitro-System keinerlei Substituierung beteiligter Inhalts-
stoffe erfahren hat, wie es in einem in vivo-System moglich ist. Ein weiterer Punkt konnte das
Zusammenspiel von zu vielen intermolekularen Kréftevektoren sein. Prinzipiell ist eine Wie-
derauflosung chemisch problemlos durchzufiihren, aber mit der Prdmisse, physiologisch vor-
kommende und vertrdgliche und im besten Fall-applizierbare Polypeptide zu verwenden,
missen die Erwartungen beziiglich der Ergebnisse deutlich eingeschrankt werden. Offensicht-
lich miissen duferst exakte Versuchsbedingungen erfiillt sein , um die einmal prézipitierten
Konglomerate so angreifen zu kdnnen, dass es zu einer Herauslosung von cholesterolhaltigen
Vesikeln kommen kann. Auch die Konstellation des umgebenden Milieus scheint hier deut-
lich mehr Einfluss auf den Ablauf zu haben, als im umgekehrten Fall, da dort Prézipitation-
stendenzen {iber einen groferen pH-Bereich hinweg beobachtet werden konnten.

Auffillig hdufig konnten Resuspendierungstendenzen in der Versuchsgruppe festgestellt wer-
den, die mit dem Heteropolymer Poly-Arginin-Tyrosin vorbehandelt wurden. Die isoelektri-
schen Punkte aller Stoffe, die in der Lage waren, die Prazipitate zumindest teilweise wieder
riickgdngig zu machen, lagen immer deutlich niedriger als der pH-Wert des Gesamtsystems.
Die deutlichsten Ergebnisse zeigte das stark saure Poly-L-Glutamat (vgl. Abb 55, Ansatz 1),
welches die am letzten Tag gemessene Extinktion wieder bis auf 70% des Startwertes anzu-
heben vermochte. Die Ursache ist, dhnlich wie bei den Fallungsversuchen wieder in der Pola-
ritdt der Substanzen zu suchen. Die erneut auf das Prizipitat einwirkenden stark polaren Kraf-
te scheinen eine phasische Anordung des Cholesterols an der Oberfldche der Reaktionsgefal3e

zu unterstiitzen, wihrend die Immunkomplexe, die sich untereinander durch stabile
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Disulfidbriicken verbunden haben, am Boden zuriickbleiben. So kann auch der temporire
Wiederanstieg am Beispiel der Aminosdure Poly-L-Ornithin (vgl. Anséitze-Nr.1, 2, 5 und 6
in Versuch 25) erklédrt werden. Sie ist in der Lage, einen deutlicher Wiederanstieg des Chole-
sterolgehaltes im Uberstand auszuldsen. Immunkomplexe schwiichen den Effekt etwas ab und
insgesamt ist der Resolubilisierungsprozess nur temporérer Art. Fiinf Tage nach Erreichen der
maximalen Extinktion, die 13% iiber der Anfangsextinktion der Prizipitiersubstanz Poly-L-
Arginin der Vorbereitungsreaktion liegt und damit auf ein zusétzliches Herauslésen von Li-
poproteinen aus dem Plasmaverband ( z.B. an Albumin gebundenes LDL) Hinweis geben
konnte, sinken die Werte in allen Ansdtzen wieder auf ihr Ausgangsniveau zuriick. Der Kraf-
teinfluss des zugesetzten Polypeptides wird also wieder abgeschwicht und die Anziehung der

immer noch persistierenden Immunkomplexe liberwiegt erneut.

Abschliefend kann festgehalten werden, dass die Bildung und anschlieende Prézipitation

von IC-Lipoprotein-Komplexen experimentell in-vitro ausreichend bewiesen werden konnte.

Die IC-Lipoprotein-Komplexe, deren Entstehung durch zahlreiche Faktoren wie verstérkte T-
Helfer,-Zellexpression, persistierende Makrophagenaktivierung und Aktivierung der
NADPH-Oxidase in Endothelzellen gefordert werden, sind durch Fc-Antikdrper-Markierung
fiir den Makrophagen als Substrat erkennbar und werden deshalb via Scavenger-Pathway ent-
fernt. Da dieser Stoffwechselweg keiner negativen Riickkoppelung unterliegt, trigt dies zur
Uberladung der Makrophagen mit Cholesterol bei und fordert ihre Umwandlung in Schaum-
zellen. Somit sind diese Komplexe als potentiell atherogen einzustufen.

Es konnte auch gezeigt werden, dass die IC-Lipoprotein-Komplexe bevorzugt bei erniedrig-
tem pH und in Anwesenheit von Modellproteinen, die den Einfluss von Sekretionsprodukten
(hyper-)aktivierter Makrophagen simulieren und den Vorteil ihrer genau bekannten Struktur
und Ladungsverteilung bieten, entstehen und ausfallen.

Ahnliche Bedingungen sind auch im Rahmen immunologischer Uberreaktionen erfiillt, es
wire also vorstellbar, dass sich die bisher bekannten atherogenen Risikofaktoren um ein wei-
teres Mitglied vermehren konnte.

Endgiiltige Aussagen zu einer moglichen pathologischen Einflussnahme der hier nachgewie-
senen IC-Lipoprotein-Komplexe konnen jedoch ohne weitere Versuche (z.B. in klinischen

Studien) nicht gemacht werden.
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6 Zusammenfassung

Immunkomplexe aus modifizierten LDL und spezifisch dagegen gebildeten Antikorpern tra-
gen zur Ausbildung einer Entziindungsreaktion in den GefiaBwédnden bei und sind damit als
wichtiger Bestandteil der Atherogenese anzusehen. Die Erforschung therapeutischer Substan-
zen, die entweder solche Immunkomplexe auflsen oder ihre Entstehung verhindern kénnen,
ist daher von grolem medizinischen Interesse. Als Voraussetzung fiir derartige Forschungs-
vorhaben wére eine steuerbare und beschleunigte Einwirkung von Immunkomplexen auf ein

moglichst natiirliches in-vitro Versuchssystem wiinschenswert.

In der vorliegenden Arbeit wurden die physikalisch-chemischen Interaktionen und die daraus
resultierende Aggregationsneigung zwischen unspezifischen IgG-Immunkomplexen und cho-
lesterolhaltigen Lipoproteinvesikeln in Anwesenheit verschiedener definierter Polypeptide bei

unterschiedlichen Mileubedingungen untersucht.

Zusammenfassend lassen sich folgende Aussagen treffen:

Immunkomplexe alleine bewirken im Zeitraum der Versuchsdauer nur geringradige
pH-abhdngige Schwichung der Prézipitation. In Kombination mit 75% der getesteten Poly-
peptide jedoch verstirken Immunkomplexe die Prézipation von Lipoproteinvesikeln. Diese
Interaktion ist sowohl vom pH-Wert des Versuchsansatzes wie auch vom isoelektrischen
Punkt des beteiligten Polymers abhingig.

Polymere mit vielen polaren Seitenketten konnen alleine das Modellsystem stabilisieren. Im-
munkomplexe verstirken lediglich dieses Phdnomen. Dagegen bendtigen Polymere mit vor-
wiegend apolaren Seitenketten die Anwesenheit von Immunkomplexen zur Prézipitation. Als
eine weitere Einflussgrofle auf die Prézipitationsgeschwindigkeit stellte sich die Molekiilgro-
Be der eingesetzten Polymere dar. Zunehmende Molekiilgrofle verbessert die Moglichkeit der
Polymere, in beschleunigender Weise auf das in-vitro-Modell einzuwirken und Cholestero-

lausfdllungen aus dem Plasmaverband zu verstérken.

Durch Auswertung der im ersten Teil der Arbeit gewonnenen Ergebnisse konnte ein in-vitro
System etabliert werden, das die Prézipitation von Immunkomplexen und Lipoproteinen unter
kontrollierten Bedingungen steuerbar macht. Dieses System wurde anschliessend eingesetzt,

um Substanzen zu identifizierten,die vorhandene Prézipitate wieder auflosen konnen.
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Durch erneuten Einsatz von den schon bekannten Polypeptiden sollten deren Wirkung auf
abgelagerte Préizipitatkomplexe untersucht werden. Es haben sich voriibergehende und dauer-
hafte Resolubilisierungstendenzen herauskristallisiert, die allerdings eher selten und in ihrer
Intensitdt weitaus schwicher als ihre Umkehrreaktionen zu beobachten waren. Dies kdnnte an
der Vielzahl von elektrostatischen Wechselwirkungen liegen, die nur bei optimalsten synergi-
stischen Wirkungsiibereinstimung zu einer Resuspension fiihren konnen, andererseits ist je-
doch auch ein zu grofles Zeitfenster, in welchem es im geschlossenen System zu Stagnations-

oder Mazerationserscheinungen kommen kann, als Ursache denkbar.

Abschliessend ldsst sich feststellen, dal eine Interaktion zwischen unspezifischen Immun-
komplexen und cholesterolhaltigen Lipoproteinen im Serum-unterstiitzt von polaren und apo-
laren Polypeptiden und sauerem pH-Wert- sowohl fiir die Prézipitation, als auch in geringe-

rem Male fiir die Resuspendierung-gezeigt werden konnte.

Die Grundlagenforschung konnte sich weiter auf die physikalisch-chemischen Zusammen-
hinge der Plasmastabilitdt konzentrieren, um Substanzen zu finden, die in der Lage sind, die
destabilisierenden Eigenschaften der Inmunkomplexe sowie der Lipoproteine zu entschirfen
und so die Atheroskleroseentstehung und die Entstehung anderer Ablagerungskrankeiten zu
verhindern. Unsere Messmethode bietet dazu einige Variationsmoglichkeiten, z.B. konnte am
Grund der Messbehélter Makrophagen angesiedelt und so die Komponente der Phagozytose

mit in den Versuchsautbau einbezogen werden.

Endgiiltige Aussagen zur Pathogenitit der in-vitro nachgewiesenen IC-Lipoprotein-
Komplexen und die mogliche therapeutische Verwendung von Polymeren sollen jedoch wei-

teren tierexperimentellen und klinischen Studien vorbehalten bleiben.
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