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1 Einleitung 

 

Die Atherosklerose ist ein degenerativer, chronischer Entzündungsprozess, der hauptsächlich in 

den großen und mittelgroßen Arterien stattfindet (50;131). Am Entstehungsprozess der Athe-

rosklerose sind Endothelzellen in entscheidendem Maße beteiligt. Nach ihrer Aktivierung durch 

Zytokine und Wachstumsfaktoren erfüllen sie im wesentlichen folgende zwei Funktionen: Sie 

bilden erstens durch Migration ausgehend von den Vasa vasorum neue Gefäße, die in die Intima 

und das atherosklerotische Plaque einwachsen und so für eine Neovaskularisation atheroskleroti-

scher Gefäßabschnitte sorgen (113;149;163). Zweitens ermöglichen sie es Monozyten und Lym-

phozyten durch Expression der Adhäsionsmoleküle E-Selectin, Vascular Cell Adhesion Molecu-

le-1 (VCAM-1) und Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) am Endothel zu adhärieren 

und durch die Endothel-Barriere hindurch an den Entzündungsort zu migrieren (7;11;93). Diese 

Adhäsionsmoleküle werden zum einen an der dem Lumen zugewandten Seite exprimiert und 

dienen so schon initial der Leukozyten-Rekrutierung (8;125), zum anderen werden sie auch von 

den neovaskulären Endothelzellen exprimiert und ermöglichen so über einen zusätzlichen Weg 

den Einstrom von Monozyten und Lymphozyten in das Entzündungsgebiet (28;30;114). Im wei-

teren Verlauf des atherosklerotischen Prozesses nimmt die Plaque an Größe zu. Durch die Pro-

duktion proteolytischer Enzyme durch die Entzündungszellen und die Durchsetzung der Plaques 

mit Mikrogefäßen wird sie instabil und kann rupturieren. Dadurch kann das Ablösen einzelner 

Plaqueteile zur Embolisierung des Gefäßes oder die Aktivierung des Gerinnungssystems zur 

Thrombosierung mit nachfolgender Okklusion des Gefäßes führen. 

Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPARs) sind ligand-aktivierte Kernrezepto-

ren, die zur Superfamilie der Steroidhormon-Rezeptoren gehören (156). Bisher sind die Subty-

pen PPARα, PPARγ und PPARδ (auch PPARβ genannt) bekannt, wobei die Funktion von 

PPARδ noch sehr unklar ist. Sie fungieren als Transkriptionsfaktoren und regulieren die Expres-

sion von Genen, die im Fett- und Glukosestoffwechsel eine Rolle spielen (79;138). Endogene 

Liganden von PPARα sind Fettsäuren wie Palmitinsäure, Arachidonsäure und einige Eicosanoi-

de wie 8(S)-HETE (Hydroxyeicosatetaenoic acid). PPARγ wird von endogenen Liganden wie 

den oxidierten Fettsäuren 9(S)-HODE und 13(S)-HODE (Hydroxyoctadecadienoic acid) akti-

viert (18;156). Exogene, synthetische Liganden für PPARα und PPARγ finden in der Therapie 

metabolischer Erkrankungen Verwendung. PPARα wird von der lipidsenkenden Stoffgruppe der 

Fibrate aktiviert (45;138;147). Vertreter dieser Gruppe sind Fenofibrat, das seit Jahren bereits 

erfolgreich zur Therapie der Hyperlipidämie eingesetzt wird (5;29), und die Verbindung WY-
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14,643, die ebenfalls als lipidsenkendes Medikament synthetisiert wurde (156). Thiazolidindio-

ne, auch Glitazone oder kurz TZDs genannt, sind eine neue Klasse oraler Antidiabetika, die als 

sogenannte „Insulin-Sensitizer“ in der Therapie des Typ II-Diabetes mellitus (Non Insulin-

dependent Diabetes mellitus, NIDDM) verwendet werden. Diese Stoffgruppe, zu der die Sub-

stanzen Troglitazon, Ciglitazon und Rosiglitazon gehören, entfaltet ihre Wirkung über PPARγ 

(31;117;146). Da diese metabolischen Erkrankungen wie Hyperlipidämie und Diabetes mellitus 

Typ II, die zumeist auch mit Adipositas und Bluthochdruck einhergehen (144), wichtige Risiko-

faktoren für die Entwicklung einer Atherosklerose darstellen (68;69) und zudem für PPARα und 

PPARγ neben ihren Wirkungen im Fett- und Glukosestoffwechsel auch direkte antiatherogene 

Effekte auf vaskuläre Zellen nachgewiesen wurden (9;111), sollte in der vorliegenden Arbeit 

untersucht werden, ob und in welcher Weise PPAR-Liganden die zwei pathophysiologischen 

Endothelzellfunktionen der Migration und Expression von Adhäsionsmolekülen beeinflussen. 

Den ersten Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit bildete die Untersuchung des Migrations-

verhaltens von Endothelzellen unter dem Einfluss von PPAR-Liganden. Da inzwischen mehrere 

Signaltransduktionswege bekannt sind, über die die Migration von vaskulären Zellen vermittelt 

wird, sollten zusätzlich Teile der Signaltransduktionskaskade in Endothelzellen hinsichtlich ihrer 

möglichen Beeinflussung durch PPARα- und PPARγ-Liganden untersucht werden. Im zweiten 

Schwerpunkt sollte die Wirkung der PPAR-Liganden auf die Expression der endothelialen Ad-

häsionsmoleküle E-Selectin, VCAM-1 und ICAM-1 getestet werden. 

Zum besseren Verständnis der Rolle der Endothelzellen in der Atherosklerose und der bis-

her bekannten Wirkungen der PPAR-Liganden im kardiovaskulären System wird auf diese bei-

den Aspekte im folgenden Kapitel detailliert eingegangen. 

 



 

7

2 Endothelzellen und PPAR-Liganden in der Atherosklerose 

 

2.1 Pathophysiologische Aspekte der Endothelzellfunktion in der Atherosklerose 

Bei der Entstehung der Atherosklerose kommt dem Endothel eine besondere Bedeutung zu, da 

hier die ersten Veränderungen stattfinden (131), die bei Fortschreiten des Prozesses in der Bil-

dung atherosklerotischer Plaques und unter Umständen in der Ruptur solcher Plaques münden 

(64;151), die dann zu thrombembolischen Ereignissen führen können (50). Unter physiologi-

schen Bedingungen erfüllt das Endothel eine Reihe von Schutzfunktionen. Dazu gehören bei-

spielsweise die Regulierung des Gefäßtonus, der durch die Produktion und Sekretion bestimmter 

Moleküle wie Stickstoffmonoxid (NO), Prostaglandin I2 (PGI2 = Prostazyklin) oder Endothelin 

in einem Gleichgewicht gehalten wird (130). Die glatte und antithrombogene Oberfläche des 

Endothels verhindert eine Thrombozytenaggregation und sorgt für einen gleichmäßigen Blutfluss 

(94). Außerdem können keine Leukozyten adhärieren, da Adhäsionsmoleküle unter physiologi-

schen Bedingungen nicht in ausreichendem Maße exprimiert werden (7;12;125). Das Endothel 

ist eine durchlässige Barriere, durch die der Austausch von Stoffen zwischen Gefäßlumen und 

Gefäßwand gewährleistet wird (130). Es besitzt ferner die Fähigkeit, Lipoproteine beim Trans-

port durch die Gefäßwand zu modifizieren, z. B. durch Oxidation (50). Die Bildung und Sekreti-

on von Wachstumsfaktoren und Zytokinen sowie die Aufrechterhaltung der Basalmembran aus 

Kollagen und Proteoglykanen gehören ebenfalls zu den physiologischen Endothelzellfunktionen 

(130). 

Unter pathologischen Bedingungen werden Endothelfunktionen verändert, die das Fort-

schreiten des Entzündungsprozesses fördern und deren mögliche Beeinflussung durch PPAR-

Liganden in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde. Zu diesen Funktionen zählen neben der 

Migration von Endothelzellen auch die Expression der Adhäsionsmoleküle E-Selectin, VCAM-1 

und ICAM-1.  

Die Migrationsfähigkeit der Endothelzellen ist ein entscheidender Faktor, durch den es zur 

Neovaskularisation der Gefäßwand und der atherosklerotischen Plaque kommt 

(30;73;113;131;149;163). Diese Gefäßneubildung trägt zur Vergrößerung und zur Destabilisie-

rung der Plaque bei, so dass es schließlich zur Plaqueruptur und Plaqueeinblutung kommen kann 

(50). Die Untersuchung der Wirkung der PPAR-Liganden auf die Migration von Endothelzellen 

bildete den einen Schwerpunkt dieser Arbeit. Dazu wurde sowohl die Migration selbst unter-

sucht, als auch die Adhäsion der Endothelzellen und Komponenten der Signaltransduktion, durch 

die die Migration der Endothelzellen vermittelt wird.  
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 Die Expression endothelialer Adhäsionsmoleküle gestattet es Monozyten und Lymphozy-

ten, am Endothel zu adhärieren, in die Intima zu transmigrieren und dort Entzündungsprozesse 

voranzutreiben (8;11). Die Beeinflussung der Expression der Adhäsionsmoleküle E-Selectin, 

VCAM-1 und ICAM-1 durch PPARα- und PPARγ-Liganden war der andere Schwerpunkt dieser 

Arbeit. 

 

2.1.1 Migration von Endothelzellen 

Normalerweise ist das Vorkommen von Vasa vasorum in Blutgefäßen auf die Adventitia und die 

äußere Media beschränkt (107;113). In fortgeschrittenen atherosklerotischen Läsionen finden 

sich jedoch Mikrogefäße auch in der Intima und in den atherosklerotischen Plaques (113;114). 

Es konnte nachgewiesen werden, dass diese Gefäße durch Angiogenese hauptsächlich aus den 

adventitiellen Vasa vasorum hervorgehen (163). Sie dienen höchstwahrscheinlich der Versor-

gung des atherosklerotischen Gefäßabschnittes mit Entzündungszellen, Sauerstoff und anderen 

Nährstoffen. Eine solche Funktion wird durch die Beobachtungen unterstützt, dass die Endothel-

zellen dieser neu gebildeten Gefäße vermehrt Adhäsionsmoleküle wie E-Selectin, VCAM-1 und 

ICAM-1 exprimieren (30) und dass die Verteilung von Entzündungszellen wie Makrophagen 

und T-Zellen  um die Mikrogefäße mit der Stärke der Expression der Adhäsionsmoleküle korre-

liert (114). Makrophagen und T-Zellen können selbst durch Sekretion bestimmter Mediatoren 

wie Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Platelet Derived Growth Factor (PDGF) und 

basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) Angiogenese induzieren (94;130). Diese Fähigkeit wird 

durch oxidiertes Low Densitiy Lipoprotein (oxLDL) noch weiter verstärkt (127). Ferner ist da-

von auszugehen, dass die Gefäßwand ab einer bestimmten Dicke nicht mehr ausreichend mit 

Sauerstoff versorgt wird und somit den Bedarf nur durch Bildung neuer Gefäße decken kann 

(73;107;113). Verschiedene Untersuchungen belegen, dass tatsächlich eine Neubildung von Ge-

fäßen  innerhalb der atherosklerotischen Gefäße und der atheromatösen Plaques stattfindet: In 

atherosklerotischen Gefäßen und atherosklerotischen Läsionen wurde sowohl die Existenz dieser 

Gefäße nachgewiesen (82;113;149), als auch das Vorhandensein von VEGF, einem etablierten 

Migrationsfaktor für Endothelzellen (6;41;161), gefunden (16;26;72;127). Die durch VEGF in-

duzierte Endothelzellmigration ist eine entscheidende Komponente im Prozess dieser Neoangio-

genese. Der Prozess der Migration selbst beinhaltet wichtige Komponenten wie Invasion, Fort-

bewegung und Adhäsion der Zellen (1;161). Die große klinische Bedeutung der Plaque-

Neovaskularisation besteht darin, dass durch die Größenzunahme, den Abbau extrazellulärer 

Matrix und der daraus folgenden Durchsetzung der Plaque mit Mikrogefäßen die Stabilität ab-



 

9

nimmt und die Gefahr einer Plaqueruptur oder Einblutung zunimmt (50;64;151). Tenaglia et al. 

konnten zeigen, dass die Prävalenz einer instabilen Angina pectoris mit der Stärke der 

Neovaskularisation atherosklerotischer Plaques in den Koronargefäßen der untersuchten 

Patienten korrelierte (149).  

Den Endothelzellen kommt bei der Migration bzw. der Neovaskularisation atheroskleroti-

scher Gefäßabschnitte insofern eine große Bedeutung zu, da sie die Zellen sind, die als erste auf 

die migrationsfördernden Stimuli wie (VEGF) mit Aussprossungen aus dem bestehenden Gefäß 

reagieren (25). Es sind bislang drei Rezeptoren für VEGF bekannt. Im Gegensatz zu VEGF-

Rezeptor-3 (VEGFR3, auch Flk-4) besitzen VEGFR1 (Flt-1) und VEGFR2 (KDR/Flk-1) Tyro-

sinkinase-Aktivität. Nahezu alle biologisch relevanten Wirkungen von VEGF werden durch 

VEGFR2 vermittelt (161). Die migrationsfördernde Wirkung von VEGF auf Endothelzellen ist 

inzwischen gut belegt, und einige Signaltransduktionsmechanismen, die schließlich zur Migrati-

on der Zellen führen, sind z.T. recht genau untersucht worden (1;13;25;38). Wenn man die 

Signaltransduktionskaskade von der Induktion der Migration bis zur Fortbewegung der Zellen 

betrachtet, so werden in der Literatur im wesentlichen zwei Signalwege postuliert, die höchst-

wahrscheinlich unabhängig voneinander zur Migration der Zellen führen (siehe Abb. 1). Dies ist 

zum einen ein Weg, der über die extrazellulär-regulierten Kinasen 1/2 (ERK 1/2), die zur Fami-

lie der Mitogen-aktivierten Protein-Kinasen (MAP-Kinasen) gehören, zur Migration führt (139) 

und zum anderen ein Weg, in den die Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase (PI[3]-Kinase), die Se-

rin/Threonin-Kinase „Akt“ (Proteinkinase B) und die endotheliale Stickstoffmonoxid (NO)-

Synthase (eNOS) in Form einer Signaltransduktionskaskade involviert sind (38). 

Sowohl in der vorliegenden Arbeit (siehe Ergebnisse, Kap. 4), als auch in anderen Studien 

konnte gezeigt werden, dass VEGF über das Enzym MEK (Mitogen-activated, ERK-activating 

Kinase) die Phosphorylierung und Aktivierung der MAP-Kinase induziert (2;155). Diese Sig-

nalmoleküle vermitteln die Migration von vaskulären und nicht-vaskulären Zellen über einen 

zytosolischen und einen nukleären Signalweg. Der zytosolische Weg beinhaltet die Phosphory-

lierung und Aktivierung von Myosin-Leichtketten (MLC)-Kinasen (MLCK) (17;21). MLC sind 

essentiell für die Migration von Zellen, indem sie das Aktin/Myosin-Zusammenspiel koordinie-

ren und so die geordnete Fortbewegung der Zellen gewährleisten. Am Ende des nukleären We-

ges steht die Produktion und Sekretion von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs). Nach ihrer In-

duktion in den Zellen durch Migrations-Faktoren erleichtern diese Enzyme durch Abbau extra-

zellulärer Matrix die Invasion der Zellen in ein neues Territorium. Lamoreaux et al. konnten 

nachweisen, dass in Endothelzellen nach Stimulation durch VEGF die Sekretion von  
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Abbildung 1: 
Schematische Darstellung von zwei möglichen Signaltransduktionskaskaden, über die die 
Stimulation der Endothelzellen mit VEGF zur Migration führen kann 
(1):  Der MEK-MAP-Kinase-Pathway: 

Stimulation der Zellen mit VEGF führt über die Aktivierung von MEK zur 
Phosphorylierung der MAP-Kinase (ERK 1/2). Über einen zytosolischen Weg (1a) und 
einen nukleärenWeg (1b) vermittelt die MAP-Kinase die Endothelzellmigration. 

(2): Der PI(3)-Kinase-Akt-Pathway: 
 Die PI(3)-Kinase, die durch VEGF aktiviert wird, phosphoryliert Akt. Dadurch stimuliert 

 Akt die Reorganisation des Aktin/Myosin-Zytoskeletts und anschließend die 
Zellbewegung (2a). Zusätzlich phosphoryliert Akt eNOS am Serin-Rest 1177 (humane 
Zellen) und aktiviert damit die NO-Produktion, wodurch ebenfalls die Zellmigration 
stimuliert wird (2b). 
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Gelatinase A (MMP-9) zunimmt und die Produktion von MMP-Inhibitoren wie TIMP  

 (tissue-inhibitor of metalloproteinases) abnimmt (83). Auch in Gefäßmuskelzellen und Monozy-

ten ist die Migration MMP-abhängig (80;120;162). Die Expression und Sekretion von MMPs 

wird über ERK 1/2 vermittelt (20) und zwar vermutlich durch die Involvierung bestimmter Tran-

skriptionsfaktoren wie Ets-1 (142), der die Expression von MMPs induziert (115). Somit lässt 

sich der MAP-Kinase-Pathway folgendermaßen zusammenfassen: VEGF induziert die Phospho-

rylierung und Aktivierung von ERK 1/2. Diese beiden Signalmoleküle induzieren über einen 

zytosolischen Signalweg die Aktivierung von MLCKs und über einen nukleären Signalweg, in 

den u.a. der Transkriptionsfaktor Ets-1 involviert ist, die Expression und Sekretion von MMPs. 

Diese beiden Downstream-Effekte sind wesentliche Komponenten, die zur Zellmigration beitra-

gen.  

In den anderen möglichen Signaltransduktionsweg der VEGF-induzierten Endothelzell-

migration sind die Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase (PI[3]-Kinase) und die Serin/Threonin-

Kinase Akt (Proteinkinase B) involviert (38) (siehe auch Abb. 1). Akt wird durch VEGF über die 

PI(3)-Kinase aktiviert (157) und stimuliert in vaskulären und nicht-vaskulären Zellen die Ak-

tin/Myosin-Zytoskelett-Reorganisation und anschließend die Zellbewegung (105;106). Ferner 

aktiviert  Akt die endotheliale NO-Synthase eNOS durch Phosphorylierung am Serin-Rest 1177 

in humanen Endothelzellen (37) und am Serin-Rest 1179 in bovinen Endothelzellen (49). Nach 

ihrer Aktivierung produziert eNOS aus L-Arginin NO, das proangiogenetisch wirkt (118). Die 

Bedeutung des PI(3)-Kinase-Akt-eNOS-Pathways wird dadurch unterstrichen, dass eine selekti-

ve Hemmung der einzelnen Komponenten der Signaltransduktionskaskade eine Inhibition der 

VEGF-induzierten Endothelzellmigration zur Folge hatte: Die Hemmung der PI(3)-Kinase mit 

Inhibitoren wie Wortmannin oder LY294002 führte ebenso wie die Transfektion der Zellen mit 

einer inaktiven Form der Akt und eine Hemmung von eNOS durch die eNOS-Inhibitoren Nω-

Mono-Methyl-L-Arginin (L-NMMA) und Nω-Nitro-L-Arginin Methyl Ester (L-NAME) bzw. 

die Transfektion der Zellen mit einer nicht-phosphorylierbaren Mutante der eNOS zu einer 

Hemmung der VEGF-induzierten Migration (36;106;164). Dieser zweite Signaltransduktions-

weg lässt sich wie folgt zusammenfassen: VEGF aktiviert die PI(3)-Kinase, wodurch wiederum 

die Serin/Threonin-Kinase Akt aktiviert wird. Daraufhin stimuliert Akt zum einen die Reorgani-

sation des Aktin/Myosin-Zytoskeletts und wirkt dadurch migrationsfördernd, zum anderen phos-

phoryliert und aktiviert Akt die endotheliale NO-Synthase eNOS, was in der Bildung von NO 

resultiert, das ebenfalls promigratorisch wirkt. Eine Hemmung der einzelnen Signaltransduk-

tionskomponenten hat eine Inhibition der VEGF-induzierten Endothelzellmigration zur Folge.  
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2.1.2 Endotheliale Adhäsionsmoleküle  

Es gibt vier Klassen von Adhäsionsmolekülen: Cadherine, Integrine, Selectine und jene Molekü-

le, die zur Superfamilie der Immunglobuline (Ig) gehören (123). Am Prozess der Atherosklerose 

sind hauptsächlich das Selectin E-Selectin, das die leukozytären Glykokonjugate erkennt, und 

die Mitglieder der Ig-Superfamilie, VCAM-1 und ICAM-1, die mit Leukozyten-Integrinen inter-

agieren, beteiligt (8).  

E-Selectin ist ein endotheliales Glykoprotein. Liganden sind das Tetrasaccharid sialyl Le-

wis x (sLex) und verwandte Zucker (8;12). An E-Selectin binden Neutrophile, Eosinophile, Mo-

nozyten und einige Lymphozyten. Es wird nur in Reaktion auf Stimuli durch Zytokine wie z. B. 

Tumor Nekrose Faktor α (TNFα) oder Interleukin-1 (IL-1) synthetisiert und exprimiert. Die Ex-

pression erreicht nach vier bis sechs Stunden ein Maximum und erreicht den Ausgangspunkt 

nach über 24 Stunden (7).  

ICAM-1 ist ein transmembranäres Glykoprotein, das fünf Ig-Domänen enthält. Es ist in ge-

ringem Maße auch unter physiologischen Bedingungen exprimiert und ist durch Endotoxin, 

TNFα und IL-1 stark hochregulierbar (8). Unter Kulturbedingungen hält die Expression über 

mehrere Tage an, in vivo ist sie ein Zeichen eines chronischen Entzündungsprozesses (7;126). 

Liganden für ICAM-1 sind leukozytäre β2-Integrine (CD11a/CD18 = LFA-1; CD11b/CD18 = 

Mac-1; CD11c/CD18 = p150,95), die maßgeblich die Adhäsion und Transmigration der Leuko-

zyten durch das Endothel vermitteln (8;12). 

VCAM-1, das mit ICAM-1 zur Ig-Superfamilie der Adhäsionsmoleküle gehört, ist eben-

falls ein transmembranäres Glykoprotein, das sieben Ig-Domänen enthält. Es ist ebenfalls durch 

Endotoxin, TNFα und IL-1 induzierbar und zeigt im Zeitverlauf ein ähnliches Expressionsmus-

ter wie ICAM-1, es wird allerdings unter Ruhebedingungen nicht exprimiert (7). Der Ligand für 

VCAM-1 ist das Integrin α4β1 (VLA-4, very late antigen-4), das auf Lymphozyten, Monozyten 

und Eosinophilen exprimiert wird (12). Neutrophile haben kein α4β1-Integrin und binden daher 

nicht an VCAM-1 (8).  

Die Expression der Adhäsionsmoleküle E-Selectin, VCAM-1 und ICAM-1 wird durch eine 

Reihe von möglichen Noxen induziert. Zu diesen Noxen zählen LDL bzw. oxLDL (50;59;63), 

sowie mechanische Faktoren wie Ballondilatationen oder Gefäßoperationen und immunologi-

sche Faktoren wie Endotoxine, Viren (Herpesvirus) und Chlamydia pneumoniae (131). Hyperto-

nie, Diabetes mellitus und freie Radikale durch Zigarettenrauch  schädigen ebenfalls das Endo-

thel (68;69;131;144). In Gefäßabschnitten wie Gabelungen oder Kurven, an denen der Blutfluss 

durch Wirbelbildung unregelmäßig ist, sind die Endothelzellen nicht mehr eng aneinanderlie-
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gend in ellipsoider Form in Richtung des laminaren Blutstroms ausgerichtet, sondern polygonal 

geformt und in keine bestimmte Richtung ausgerichtet (94). Dort besteht eine erhöhte Permeabi-

lität für Makromoleküle wie z.B. LDL. Es kann sich zum Teil durch einfache Diffusion in der 

subendothelialen Matrix ablagern, zum Teil wird es auch aktiv durch die Endothelmembran 

transportiert (94) und dabei durch endotheliale Lipoxygenasen oxidiert (50). Diese subendotheli-

ale Lipideinlagerung ist ein Stimulus für Endothelzellen. Sie reagieren darauf mit der Expression 

von Adhäsionsmolekülen wie E-Selectin, VCAM-1 und ICAM-1 und setzen vasoaktive Molekü-

le, Zytokine (z.B. monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1) und Wachstumsfaktoren frei, die 

Monozyten und Lymphozyten dazu veranlassen, am Endothel zu adhärieren und in die Intima zu 

transmigrieren (50;60;94;130). Ein wichtiger zugrunde liegender Mechanismus, durch den in den 

Endothelzellen die Reaktion auf die angeführten Stimuli vermittelt wird, ist die Aktivierung von 

NF-κB: Er ist als Transktiptionsfaktor wesentlich an der Aktivierung der Genexpression der ge-

nannten endothelialen Adhäsionsmoleküle beteiligt (24;50). Eine frühe Stufe der Leukozyten-

Adhäsion bildet das sogenannte „Rolling“, das Rollen der Leukozyten entlang des Endothels, 

geleitet durch die Interaktion mit den Adhäsionsmolekülen (11). Dieser Prozess wird vorwiegend 

durch Selectine wie E-Selectin, das an die leukozytären Carbohydratliganden wie sLewisX bin-

det, vermittelt, aber auch ICAM-1 ist daran beteiligt (94). Die feste Adhäsion wird maßgeblich 

durch VCAM-1 und ICAM-1 vermittelt, an die Monozyten und T-Zellen mit dem β1-Integrin 

VLA-4 bzw. Mac-1 binden (94). Es ist durch histologische Untersuchungen atherosklerotischer 

Läsionen bekannt, dass Adhäsionsmoleküle in den Endothelzellen solcher atherosklerotischer 

Plaques vermehrt exprimiert werden  (27;81;89-91;126;152). Die Bedeutung dieser Adhäsions-

moleküle für das Rekrutieren der Leukozyten in das Entzündungsgebiet in vivo wird durch fol-

gende Tatsache unterstrichen: Es wurde tierexperimentell nachgewiesen, dass ein Fehlen dieser 

Adhäsionsmoleküle in Knock-out-Mäusen ein Fortschreiten der Atherosklerose signifikant ver-

mindern konnte (23;39;140).   

Nach der Migration durch die Endothel-Barriere differenzieren die Monozyten zu Makro-

phagen und phagozytieren subendotheliale Lipide. Die nach der reichlichen Phagozytose von 

Lipiden und Cholesterol-Estern als „Schaumzellen“ bezeichneten Makrophagen (131) sind 

jedoch nicht in der Lage, die phagozytierten Lipide vollständig abzubauen. Die bei der Phagozy-

tose entstandenen Peroxide schädigen die Schaumzellen und führen schließlich zu deren Unter-

gang (131). Die dadurch freigesetzten oxidierten und unlöslichen Lipide (50) locken weitere 

Monozyten an und aktivieren Makrophagen (131). Der auf diese Weise in Gang gesetzte Ent-

zündungsprozess schreitet durch die Rekrutierung weiterer Leukozyten fort. Die Entzündungsre-
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aktion, die eigentlich dazu dienen soll, Noxen wie proinflammatorische oxLDL-Partikel zu be-

seitigen und den Ausgangszustand wiederherzustellen, wird durch die Produktion von Zytokinen 

wie Tumor-Nekrose-Faktor α (TNFα), Transforming Growth Factor β (TGFβ) und durch die 

Produktion von Wachstumsfaktoren wie Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Monocy-

te Colony Stimulating Factor (M-CSF) oder Platelet Derived Growth Factor (PDGF) und die 

Einbeziehung anderer Zellen wie glatter Gefäßmuskelzellen in den Entzündungsprozess noch 

weiter vorangetrieben. So entwickeln sich die als „fatty streaks“ bezeichneten Läsionen, die 

hauptsächlich aus subendothelialem oxLDL, Schaumzellen und T-Lymphozyten  bestehen (131), 

zu „fibrösen Plaques“. Deren Kerne setzen sich aus Lipiden und Zelldetritus zusammen und 

werden von fibrösen Kappen, die aus glatten Gefäßmuskelzellen und der von ihnen produzierten 

extrazellulären Matrix bestehen, bedeckt (130). Aus diesen Plaques kann sich dann durch weitere 

Vergrößerung eine sogenannte „advanced lesion“ weiterentwickeln. Eine „complicated lesion“ 

liegt vor, wenn durch zelluläre Proteinasen die extrazelluläre Matrix weiter aufgeweicht und eine 

Plaqueruptur aufgetreten ist (50).  

Eine wichtige Komponente, die zusätzlich zum Wachstum und zur Instabilität der Plaque 

beiträgt, ist die Neovaskularisation des Gefäßes durch intimale und adventitielle Gefäße 

(30;50;113;163). In den Endothelzellen dieser Gefäße konnte ebenfalls die Expression von E-

Selectin, VCAM-1 und ICAM-1 nachgewiesen werden (28;114). Dadurch besteht eine weitere 

Möglichkeit der Rekrutierung von Leukozyten in das Entzündungsgebiet (30). Durch weitere 

Zytokin-Freisetzung und Abbau extrazellulärer Matrix durch die in den Entzündungsprozess 

involvierten Zellen wird das Atherom aufgeweicht und die Plaque kann rupturieren (50;64;151). 

Die Neovaskularisation der Plaque trägt so maßgeblich zur Instabilität bei. 

Die Bedeutung der Expression endothelialer Adhäsionsmoleküle lässt sich nun folgender-

maßen zusammenfassen: Wird das vaskuläre Endothel durch eine Noxe wie z.B. oxLDL (oxida-

tiven Stress) geschädigt, reagiert es früh mit der vermehrten Expression von Adhäsionsmolekü-

len. Die Monozyten und Lymphozyten aus dem Blut können adhärieren und durch das Endothel 

in die Intima migrieren. Dort wird der Entzündungsprozess durch die Aktivierung anderer Zell-

typen wie glatter Gefäßmuskelzellen weiter vorangetrieben. Aus der frühen Läsion (fatty streak) 

entwickelt sich über eine vorwiegend fibröse Läsion (fibrous plaque) eine fortgeschrittene Läsi-

on (advanced lesion) und schließlich die komplizierte Läsion (complicated lesion). Neben dem 

Hauptrekrutierungsweg der Leukozyten durch das luminale Endothel gibt es Alternativwege, 

über die die Monozyten und Lymphozyten an den Entzündungsort gelangen können: In den athe-

rosklerotischen Gefäßabschnitten kommt es durch Migration von Endothelzellen zur Gefäßneu-
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bildung innerhalb der Gefäßwand. Die Endothelzellen dieser intimalen und adventitiellen Gefäße 

exprimieren ebenfalls die Adhäsionsmoleküle E-Selectin, VCAM-1 und ICAM-1. Somit besteht 

für die Leukozyten neben dem Weg über das luminale Endothel eine weitere Möglichkeit, in das 

Entzündungsgebiet zu gelangen. Das Atherom wird größer, und durch die Neovaskularisation, 

die weiteren Entzündungsvorgänge wie den Abbau extrazellulärer Matrix und den Zerfall lipid-

beladener Makrophagen weicht die Plaque auf, wird instabil und kann rupturieren.  

 

2.2 Funktion der PPARs und die Rolle der PPAR-Liganden  

im kardiovaskulären System 

Die Bezeichnung Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPARs) leitet sich von der Beo-

bachtung her, dass bestimmte Stoffe, durch die diese Rezeptoren aktiviert werden, in Nagetieren 

die Proliferation von Peroxisomen (Zellorganellen in der Leber, die u. a. an der β-Oxidation von 

Fettsäuren beteiligt sind) und Hepatomegalie verursachen können (156). Obwohl diese Phäno-

mene beim Menschen nicht nachweisbar sind (156), hat diese Rezeptor-Gruppe dennoch diesen 

Namen behalten. Es sind bisher die Subtypen PPARα, PPARγ und PPARδ (oft auch PPARβ 

genannt) bekannt. Die Berichte über PPARδ sind nicht einheitlich und seine Funktion ist noch 

sehr unklar, weshalb im folgenden nur auf PPARα und PPARγ genauer eingegangen wird. 

PPARα wird im wesentlichen in der Leber, im Herzen, in den Nieren, im braunen Fettgewebe 

und in der Darmmukosa exprimiert. PPARγ wird  hauptsächlich im Fettgewebe exprimiert, es 

kommt aber auch im Darm und im Herzen vor (18;156). Wie bereits in Kapitel 1 erwähnt, gibt es 

endogene und exogene Liganden für die PPARs. Sie besitzen wie andere nukleäre Hormonrezep-

toren eine DNA-bindende Domäne (DBD) und eine Ligand-bindende Domäne (LBD) (156). 

Bindet ein Ligand an die LBD, so transloziert der Komplex aus PPAR und Ligand in den Zell-

kern, wo er mit dem Retinoid X Rezeptor (RXR), der u.a. durch 9-cis-retinoic acid aktiviert 

wird, ein Heterodimer bildet (9;31;156). Dieses PPAR:RXR Heterodimer bindet mit der DBD an 

ein DNA-Stück, das PPAR response element (PPRE) genannt wird, und aktiviert die Transkrip-

tion des zu dem PPRE gehörenden Gens (111;138;156). PPARα und PPARγ beeinflussen den 

Fett- und Glukosestoffwechsel (79;138). PPARα wirkt hauptsächlich beim Abbau von Fettsäu-

ren in der Leber mit (79). Die Zielgene von PPARα sind daher Gene, die eine Rolle im Lipidka-

tabolismus spielen. So fördert PPARα die Aufnahme von Fettsäuren in die Leberzelle und die 

Oxidation dieser Fettsäuren in Zellorganellen wie Mikrosomen, Peroxisomen und Mitochondrien 

(79). PPARγ wirkt an der Differenzierung von Präadipozyten in Fettzellen mit und erfüllt in die-
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sen Zellen eher eine anabole Aufgabe (31;146). Es stimuliert die Lipolyse zirkulierender Fettsäu-

ren, die nachfolgende Aufnahme dieser Fettsäuren in die Zelle und deren Aktivierung, wodurch 

die Synthese von Triglyzeriden gefördert wird (79).  

 In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass auch vaskuläre Zellen wie Endothelzellen,  

glatte Gefäßmuskelzellen und Monozyten bzw. Makrophagen PPARα und PPARγ enthalten 

(15;71;84;97;101;103;104). Dies lässt auf eine Funktion von PPARs im kardiovaskulären Sys-

tem schließen. Tatsächlich sind neben den Wirkungen der PPARα- und PPARγ-Liganden im 

Fett- und Glukosestoffwechsel inzwischen eine Vielzahl von Wirkungen im kardiovaskulären 

System bekannt (9;18;111;124;129). Neben einer Wirkung auf den Gefäßtonus beeinflussen 

PPAR-Liganden Mechanismen, die der Rekrutierung von Leukozyten aus dem Blut in athe-

rosklerotisch veränderte Gefäßabschnitte dienen. Ferner zeigen die Liganden Effekte auf die 

Blutgerinnung und auf das Migrationsverhalten von vaskulären Zellen. Auf diese Wirkungen soll 

im Folgenden näher eingegangen werden: 

Endothelin-1 (ET-1) reguliert als potenter Vasokonstriktor den Gefäßtonus. Die Produktion 

von ET-1 wird in Endothelzellen durch PPARα- und PPARγ-Liganden gehemmt (34;136). In 

Patienten mit Bluthochdruck, Adipositas und Typ-II-Diabetes sind erhöhte ET-1-Werte im Blut 

messbar (42), und Hyperinsulinämie kann die Expression von ET-1 in vitro und in vivo stimulie-

ren (43;70). Dieser Aspekt ist deshalb besonders interessant, da Typ-II-Diabetes und Hyperinsu-

linämie häufig mit Adipositas und Bluthochdruck vergesellschaftet sind (68;69) und PPARα-

Liganden wie Fenofibrat zur Therapie der Hyperlipidämie und PPARγ-Liganden wie die Thiazo-

lidindione zur Behandlung eines NIDDM eingesetzt werden. Neben einer Verbesserung der 

Stoffwechsellage haben PPAR-Liganden möglicherweise zusätzliche, günstige Wirkungen auf 

den Gefäßtonus von Patienten, deren Atheroskleroserisiko durch das Vorhandensein von Risiko-

faktoren wie Adipositas, Hyperlipidämie und Insulinresistenz erhöht ist.  

PPARγ-Liganden, nicht aber PPARα-Liganden hemmen in Endothelzellen außerdem die 

Expression der Chemokine IP-10 (Interferon [IFN]-inducible Protein-10), Mig (Monokine indu-

ced by IFN-γ), I-TAC (IFN-inducible T-cell α-chemoattractant) und Monocyte Chemotactic Pro-

tein-1 (MCP-1) (100;108). Diese Chemokine dienen der Aktivierung und Anlockung von Leu-

kozyten, damit sie durch das Endothel migrieren (50). Die Wirkung von MCP-1 auf Monozyten 

und Makrophagen wird ebenfalls durch PPAR-Liganden beeinflusst. Kintscher et al. (80) konn-

ten zeigen, dass die MCP-1-induzierte Migration von Monozyten durch PPAR-Liganden ge-

hemmt wird. MCP-1 wird von vaskulären Endothelzellen produziert und vermittelt die Migration 

der Monozyten durch die Endothel-Barriere (50;94). Der Effekt von MCP-1, das zu der soge-
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nannten CC-Familie der Chemokine gehört, wird in den Monozyten durch den transmembranä-

ren, G-Protein-gekoppelten Rezeptor CCR2 vermittelt (95). Die Expression dieses Rezeptors in 

den Monozyten wird ebenfalls durch PPARγ-Liganden gehemmt (65). Außerdem wird in Mono-

zyten die Interferon-γ-induzierte Produktion wichtiger proinflammatorischer Zytokine wie 

TNFα, IL-6, IL-1β, IL-2 (76) und die Aktivierung der Monozyten durch Inhibition der induzier-

baren NO-Synthase (iNOS)-Bildung und der Expression von Gelatinase B (einer Matrix-

Metalloproteinase) und von scavenger-receptor-A gehemmt (128). PPAR-Liganden können also 

durch verschiedene Effekte auf Endothelzellen und Leukozyten die Interaktionen zwischen die-

sen Zellen beeinflussen und dadurch möglicherweise eine Progression der Atherosklerose ver-

mindern.  

In weiter fortgeschrittenen atherosklerotischen Läsionen ist die Aktivierung der Blutgerin-

nung mit nachfolgender Thrombosierung eine wichtige Komplikation (50). Die hierbei involvier-

ten Mechanismen werden ebenfalls durch PPAR-Liganden beeinflusst, wobei sowohl antithrom-

bogene, als auch prothrombogene Effekte beschrieben werden. Plasminogen Activator Inhibitor 

Type-1 (PAI-1), der in vaskulären Endothelzellen synthetisiert wird, gehört zur Familie der Se-

rin-Protease-Inhibitoren und vermindert durch seine hemmende Wirkung auf Gewebe-

Plasminogen-Aktivator und Urokinase die Fibrinolyse (92). Die PAI-1-Plasma-Werte sind in 

Patienten mit Insulinresistenz erhöht (143) und korrelieren mit der Schwere der Atherosklerose 

in diesen Patienten (137). Marx et al. (97) und Xin et al. (159) berichten, dass PPARγ-Liganden 

die Expression von PAI-1 in Endothelzellen erhöhen. Dies würde in vivo eine Herabsetzung der 

fibrinolytischen Aktivität des Blutes bedeuten und könnte in Patienten mit Typ II-Diabetes und 

die an atherosklerotischen Gefäßabschnitten ohnehin vorhandene Gerinnungsneigung verstärken 

und somit prothrombotisch wirken. Kato et al. (77) berichten demgegenüber jedoch, dass durch 

den PPARγ-Ligand Troglitazon die Expression von PAI-1 in Endothelzellen herabreguliert wird. 

In vivo-Untersuchungen an Patientinnen mit Polyzystischem Ovar Syndrom, das u.a. durch Insu-

linresistenz, Hyperinsulinämie und verschlechterte Fibinolyse-Aktivität charakterisiert ist, erga-

ben, dass nach Behandlung mit Troglitazon die Plasma-Spiegel von PAI-1 reduziert waren (143). 

Ebenfalls nicht ganz einheitlich sind die Wirkungen von PPARα-Liganden auf die PAI-1-

Sekretion in Endothelzellen. So verstärkten niedrige Dosen Clofibrat und Bezafibrat die PAI-1-

Sekretion, wohingegen Fenofibrat und Gemfibrozil die PAI-1-Sekretion verminderten (112). 

Bezüglich der Wirkung der PPAR-Liganden auf die Expression von PAI-1 in Endothelzellen 

besteht also noch keine einheitliche Meinung.  

Ein anderer Aspekt, der ebenfalls die Koagulation des Blutes an atherosklerotisch verän-
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dertem Endothel betrifft, ist die Produktion von Tissue Factor in Monozyten. Tissue Factor ist 

ein Protein, das an die Gerinnungsfaktoren VII/VIIa bindet und die Koagulationskaskade in 

Gang setzt (4). Es wird auf der Oberfläche von Lipid-beladenen Monozyten, Makrophagen und 

Schaumzellen in atherosklerotischen Läsionen exprimiert und verstärkt dort die Gerinnungsnei-

gung des Blutes (3). Die Expression und Aktivität von Tissue Factor in Monozyten wird durch 

PPARα-Liganden inhibiert, nicht jedoch durch PPARγ-Liganden (101).  

Die Migration von Zellen wie Monozyten, glatten Gefäßmuskelzellen und Endothelzellen 

ist in allen Phasen der Atherosklerose von Bedeutung (50;94;131). In einigen Studien wurde 

berichtet, dass PPAR-Liganden die Migration von Zellen beeinflussen können. Wie oben er-

wähnt, hemmen PPARγ-Liganden die MCP-1-induzierte Migration von Monozyten (80). Einige 

Studien zeigen, dass PPARγ-Liganden die Migration von glatten Gefäßmuskelzellen hemmen, 

die durch verschiedene Stoffe wie PDGF (55;84;85;102), TNFα (56), Thrombin oder Insulin-

like Growth Factor-1 (IGF-1) (55) induziert wird. Die antimigratorische Wirkung konnte im 

Tierexperiment bestätigt werden, wo PPARγ-Liganden signifikant die neointimale Verdickung 

von Arterien nach Ballon-Verletzung gegenüber unbehandelten Tieren verminderten (85;160). 

Die klinische Relevanz dieses Effektes wird dadurch unterstrichen, dass auch an Patienten mit 

Typ II-Diabetes gezeigt werden konnte, dass Troglitazon nach koronarer Stent-Implantation die 

Proliferation neointimalen Gewebes verminderte (148).  

Weniger genau untersucht wurden die antimigratorischen Effekte bisher in Endothelzellen. 

Hierzu gibt es drei Arbeiten, in denen an Pigmentepithelzellen der Retina und bovinen choroida-

len Endothelzellen die Wirkungen der PPARγ-Liganden auf die Neovaskularisation der Kornea 

untersucht wurden (109;110;159). In diesen Studien konnte gezeigt werden, dass PPARγ-

Liganden die Neovaskularisation der Kornea in vitro und in vivo hemmen. Diese Beobachtung 

ist deshalb interessant, weil die in der Therapie des NIDDM eingesetzten Thiazolidindione 

PPARγ-Liganden sind und die Entwicklung einer diabetischen Retinopathie eine gefürchtete 

Spätfolge bei Diabetikern ist. Neben einer Verbesserung des Glukosestoffwechsels würden diese 

TZDs zusätzlich der Entwicklung einer diabetischen Retinopathie entgegenwirken.  

In einigen wenigen Studien wird den PPAR-Liganden jedoch auch eine proatherogene 

Wirkung zugeschrieben. Tontonoz et al. (150) beschreiben in ihrer Studie, dass Monozyten bzw. 

Makrophagen (HL 60- und THP-1-Zellen) in Reaktion auf PPARγ-Liganden den Scavenger Re-

ceptor CD 36 vermehrt exprimieren und als Folge davon vermehrt oxLDL phagozytieren, was 

schließlich in der Bildung von Schaumzellen mündet. Aus der gleichen Arbeitsgruppe zeigt die 

Studie von Lee et al. (86), dass in Endothelzellen, vermittelt durch PPARα, vermehrt MCP-1 
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und IL-8 produziert wird. Nach diesen Arbeiten käme den PPAR-Liganden auch eine proathero-

gene Wirkung zu. Li et al. (88) zeigen jedoch, dass in LDL-Rezeptor-defizienten Mäusen unter 

der Gabe von PPARγ-Liganden trotz einer vermehrten Expression von CD 36 in atheroskleroti-

schen Läsionen der antiatherogene Effekt überwiegt und eine Abnahme der Größe der athe-

rosklerotischen Plaques bewirkt. Insgesamt scheinen also die antiatherogenen Effekte stärker zu 

sein als putative proatherogene Wirkungen.  

 

2.3 Fragestellung 

Vor dem Hintergrund der bekannten, zumeist antiinflammatorischen Wirkungen der PPAR-

Liganden sollte in der vorliegenden Arbeit der Effekt der PPAR-Liganden auf die beiden Endo-

thelzellfunktionen Migration und Expression der Adhäsionsmoleküle E-Selectin, VCAM-1 und 

ICAM-1 getestet werden. In einem ersten Schwerpunkt sollte die Wirkung der Liganden auf den 

Prozess der Migration von Endothelzellen untersucht werden. Hierbei sollte sowohl der Migrati-

onsvorgang selbst mit einem Migrationsassay, in dem die Zahl der durch einen Filter migrierten 

Zellen gemessen wird, untersucht werden. In Ergänzung dazu sollte mit einem Adhäsionsassay 

der Einfluss der Liganden auf die Adhäsion der Endothelzellen auf einer extrazellulären Matrix 

beurteilt werden. Im Falle eines Effektes der PPAR-Liganden auf die Endothelzellmigration soll-

ten Komponenten der Signaltransduktionskaskade, die die Migration von Zellen vermitteln, hin-

sichtlich ihrer Beeinflussung durch PPAR-Liganden überprüft werden. Mittels Western Blot-

Analyse sollte die Wirkung von PPARα- und PPARγ-Liganden auf die Phosphorylierung von in 

den Signaltransduktionsprozess involvierten Enzymen (siehe Abb. 1) untersucht werden. In ei-

nem zweiten Schwerpunkt sollte unter Verwendung eines Zell-ELISAs (ELISA = Enzyme-

Linked Immuno Sorbent Assay) der Effekt der PPAR-Liganden auf die Expression der Adhäsi-

onsmoleküle E-Selectin, VCAM-1 und ICAM-1 in Endothelzellen getestet werden. 
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3 Material und Methoden 

 

3.1 Gewinnung von Endothelzellen humaner Nabelschnurvenen (HUVEC) 

Die Nabelschnüre, aus denen die Endothelzellen abgelöst wurden, wurden freundlicherweise von 

den Hebammen der Geburtskliniken der Charité, Campus Virchow-Klinikum (Direktor: Prof. Dr. 

J. W. Dudenhausen), und Campus Benjamin Franklin (damaliger Direktor: Prof. Dr. H. Weitzel) 

zur Verfügung gestellt. Die Gewinnung von Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen 

(Human Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVEC) erfolgte in modifizierter Form nach einer 

publizierten Methode (46;75). Die Nabelschnüre wurden unverzüglich nach der Geburt an bei-

den Enden mit einer Nabelschnurklemme abgeklemmt und in 500ml-Gefäße gelegt, in sich de-

nen ca. 100 ml einer phosphatgepufferten Salzlösung (Phosphate Buffered Saline, PBS) mit 

Ca2+, Mg2+, Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 µg/ml) zur Aufbewahrung der Nabel-

schnüre befanden. Dort wurden sie nicht länger als drei Tage bis zur Präparation aufbewahrt. Die 

Präparation fand unter sterilen Bedingungen statt, d.h. es wurde Schutzkleidung getragen und die 

Nabelschnur wurde auf einer keimarmen Unterlage mit sterilen Instrumenten bearbeitet. Soweit 

nicht anders erwähnt wurden die Endothelzellen mit einem standardisierten Kulturmedium bei 

37°C und 5 % CO2 inkubiert. Das Kulturmedium bestand aus Medium 199 Earle, das mit 20 % 

fetalem Kälberserum (FKS), 1 % L-Glutamin-Lösung (200 mM), Penicillin (100 U/l), Strepto-

mycin (100 µg/ml), HEPES-Puffer (10 mM) und acidic Fibroblast Growth Factor (aFGF, 10 

ng/ml) angereichert war.  

Die Nabelschnur wurde mit einer Pinzette aus dem Glas geholt. Auf der Unterlage wurden 

die abgeklemmten Enden mit einem sterilen Einmalskalpell abgeschnitten und das restliche Blut 

aus der Nabelschnur gedrückt. Abschließend wurde eine Venenverweilkanüle (Durchmesser 1,0 

bzw. 1,4 mm) in die Vene eingeführt, an dieser Stelle mit einer Klemme abgeklemmt und in ei-

nen Stativständer eingehakt. Um das restliche Blut aus der Vene zu spülen, wurde die Nabel-

schnur mit 40 ml PBS (mit Ca2+ und Mg2+) durchgespült, das in eine Nierenschale ablaufen 

konnte. Dann wurde das untere Ende abgeklemmt und durch den Venenverweilkatheter am obe-

ren Ende 10 ml einer Dispase-II-Lösung (2,4 U/ml) in die Vene gegeben. Nachdem der Venen-

verweilkatheter anschließend mit einem Verschlusskonus verschlossen worden war, wurde die 

Nabelschnur für 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Dann wurde die Nabelschnur auf der Unterlage 

mit 70% Propanol abgesprüht und mit den Händen vorsichtig durchgeknetet, damit sich mög-

lichst alle Endothelzellen von der Gefäßwand lösten. Die Nabelschnur wurde erneut in den Stän-

der eingehakt, das untere Ende mit dem Skalpell abgeschnitten und der Inhalt, d.h. die  
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. 

Dispase-II-Lösung mit den abgelösten Endothelzellen, konnte in ein steriles 50ml-Röhrchen von 

Falcon® ablaufen. Die Nabelschnur wurde dann mit 10 ml Kulturmedium gespült, die ebenfalls 

in das 50 ml-Röhrchen abliefen. Die frisch gewonnenen Zellen wurden für 5 Minuten bei 1200 

U/min (entspricht 250 x g) zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abgesaugt, das Pellet 

wurde mit 10 ml Kulturmedium resuspendiert und in eine mit 0,2% Gelatine beschichtete, sterile 

Kulturflasche T 75 (75 cm2) überführt. Der erste Mediumwechsel mit 8 ml Kulturmedium 

erfolgte nicht später als nach 24 Stunden

 

3.2 Zellpflege und Zellpassage 

Nach dem ersten Mediumwechsel am Tag nach der Gewinnung der Primärkultur wurde das Me-

dium regelmäßig all zwei Tage gewechselt, d.h. das alte Medium wurde abgesaugt und neues 

Medium wurde in die Kulturflasche pipettiert. Bei Konfluenz der Zellen wurde die Kultur 1:3 

passagiert. Dazu wurde das Medium abgesaugt, und die Zellen wurden zwei mal mit PBS (ohne 

Ca2+ und Mg2+) + 0,02% EDTA (Ethylenediamine Tetra-acetic Acid) gespült. Dann wurden die 

Zellen mit 2 ml Trypsin + EDTA vom Gelatine-Boden der Kulturflasche abgelöst. Wenn sich 

nach Überprüfung unter dem Mikroskop zeigte, dass alle Zellen vom Boden abgelöst waren, 

wurden 2 ml Kulturmedium in die Flasche gegeben, und mit einer sterilen gestopften Pipette 

wurden die Zellen in ein 15ml-Gefäß überführt. Dann wurden die Zellen für 5 Minuten mit 1200 

U/min zentrifugiert, mit 3 ml Kulturmedium resuspendiert und zu gleichen Anteilen (3 x 1 ml) in 

drei neue Kulturflaschen (75 cm2) gegeben, die mit 7 ml Kulturmedium gefüllt waren. Für die 

Experimente wurden Kulturen bis zur dritten Passage verwendet. 

 

3.3 Migrationsassay 

Mit dem Versuch sollte der Einfluss der PPAR-Liganden auf das Migrationsverhalten von Endo-

thelzellen untersucht werden. Das Prinzip ist dabei folgendes (siehe Abb. 2): Die Endothelzellen 

werden auf einem Polycarbonat-Filter mit 8 µm großen Poren ausgesät und für 30 Minuten mit 

den PPAR-Liganden inkubiert. Dann wird VEGF (10 ng/ml) in die untere Kammer gegeben, und 

nach fünf Stunden werden die durch den Filter migrierten Zellen unter dem Mikroskop standar-

disiert gezählt. 

Zur Vorbereitung des Versuches wurde die innere Kammer mit 200 µl, die äußere Kammer mit 

700 µl 0,2%iger Gelatine beschichtet und für 24 Stunden bei 4°C gelagert.  Unmittelbar vor dem 

Versuch wurde die Gelatine mit 1%igem bovinen Serumalbumin (BSA) für eine Stunde bei 37°C 

geblockt (innen 200 µl, außen 700 µl), um unspezifische Wechselwirkungen, die eventuell durch  
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Abbildung 2: Prinzip des Migrationsassays 
In der Abbildung ist schematisch ein Well einer Multiwell-Platte mit einem Membraneinsatz 
(Filter mit 8 µm großen Poren) dargestellt. 
Die Endothelzellen werden auf dem Boden des einsetzbaren Filters (innere Kammer) ausgesät. 
Durch Stimulation mit Zytokinen wie z.B. VEGF, die sich in der äußeren Kammer befinden, 
migrieren die Zellen durch die Poren der inneren Kammer hindurch und bleiben an der 
Unterseite haften. Nach dem Entfernen der nichtmigrierten Zellen von der Innenseite der 
Kammer und dem Fixieren der an der Unterseite haftenden Zellen kann die Anzahl der durch den 
Filter migrierten Zellen unter dem Mikroskop gezählt werden. 
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freie Reste der Gelatine zustande kommen und die Migration stören könnten, zu verhindern. In 

der Zwischenzeit wurden die Zellen einer konfluenten Kulturflasche trypsinisiert, abgelöst und 

für fünf Minuten mit 1200 U/min zentrifugiert. Um das Trypsin so gut wie möglich von den Zel-

len zu entfernen, wurden sie in Kulturmedium resuspendiert und noch einmal in gleicher Weise 

zentrifugiert. Anschließend wurden sie in 5%igem FKS-Medium (Medium 199 Earle + 5% FKS) 

resuspendiert. Da Serum selbst als Migrations-Stimulus wirken kann, wurde der Serumanteil im 

Medium so gering wie möglich gehalten. In Vorversuchen hatte sich gezeigt, dass ein Seruman-

teil von 5% für das Überleben der Zellen notwendig ist. 50 µl der Zellsuspension wurden in einer 

Neubauer-Kammer gezählt und die gesamte Resuspension anschließend so verdünnt, dass in 1 

ml Medium 250.000 Zellen enthalten waren. In die äußere Kammer wurden 700 µl 5%-FKS-

Medium gegeben, in der inneren Kammer wurden 50.000 Zellen (200 µl der Zellsuspension) 

ausgesät. Zur Adhäsion auf der Gelatine-Matrix wurden die Zellen für 45 Minuten bei 37°C in-

kubiert. Das sichere Haften auf der Matrix wurde anschließend unter dem Mikroskop durch 

leichtes Schütteln der Platte kontrolliert. Dann wurden die Zellen mit den PPAR-Liganden für 30 

Minuten bei 37°C inkubiert. Dazu wurde das Medium aus der äußeren und der inneren Kammer 

abgesaugt, und neues 5%-FKS-Medium, das die Liganden in den jeweils zu testenden Konzent-

rationen enthielt, wurde außen und innen wieder dazugegeben. Die Zellen wurden dann mit 

VEGF (10 ng/ml) stimuliert, indem das Medium aus der äußeren Kammer abgesaugt und neues 

Medium mit den Liganden und VEGF wieder dazugegeben wurde. Als Negativkontrollen dien-

ten Zellen, die nicht mit VEGF stimuliert und nicht mit den Liganden vorinkubiert wurden. Die 

Zellen der Positivkontrolle wurden ebenfalls nicht mit den Liganden vorinkubiert, sondern nur 

mit VEGF stimuliert.  

Nach fünf Stunden Stimulation bei 37°C wurde das Medium innen und außen vorsichtig 

abgesaugt, und die Zellen wurden einmal mit PBS (mit Ca2+ und Mg2+) gespült, um nicht durch 

den Filter migrierte Zellen zu entfernen. Die Innenseite des Membran-Einsatzes wurde vorsichtig 

mit einem Q-Tip gereinigt. Nach nochmaligem Spülen mit PBS (mit Ca2+ und Mg2+) wurden die 

Zellen mit 100% Methanol für 20 Minuten bei -20°C fixiert. Anschließend wurden die Zellen 

zweimal mit Wasser gespült und mit Mayer’s Hämalaun für 15 Minuten bei Raumtemperatur 

gefärbt. Dann wurde der Farbstoff mit Wasser abgespült, bis sich keine Farbwolken mehr lösten. 

Die durch den Filter migrierten Zellen wurden dann unter dem Mikroskop in einer zehnfachen 

Vergrößerung gezählt. Dabei wurde fast die gesamte Membran erfasst, so dass keine standardi-

sierten Gesichtsfelder ausgewählt werden mussten. 

 



 

24

3.4 Western Blot 

 

3.4.1 Gewinnung der Zellextrakte 

Die Endothelzellen wurden auf mittelgroßen Petrischalen (Durchmesser 5 cm) ausgesät. Bei  ca. 

95 % Konfluenz wurden sie mit 5 % Serum enthaltenden Medium 199 Earle für 18 Stunden vo-

rinkubiert, anschließend analog zu den Migrationsassays für 30 Minuten mit den PPARα- und 

PPARγ-Liganden in den Konzentrationen 10 und 20 µM inkubiert und dann für 10 Minuten mit 

VEGF (10 ng/ml) stimuliert. 

Nach der Stimulation wurden die Zellen mit eisgekühltem PBS (mit Ca2+ und Mg2+) ge-

spült (ca. 3 ml). Dazu wurde das PBS zu dem Medium in die Kulturschalen gegeben, abgesaugt 

und anschließend noch einmal nur mit PBS gespült und abgesaugt. Zum Stoppen der Zellaktivi-

tät wurden 150 µl eines Cocktails aus Proteinase-Inhibitoren (RIPA-Puffer + PMSF + PIC I + 

PIC II) pro Petrischale auf die Zellen gegeben und die Schalen für 10 Minuten auf Eis gestellt 

(RIPA = Radioimmunoprecipitation Assay, PMSF = Phenyl-Methyl-Sulfonyl-Fluorid, PIC I und 

II = Proteinase Inhibitor Cocktail for General Use bzw. No. 2 [von Sigma]). Anschließend wur-

den die Zellen mit einem Zellschaber zerstört und der Zellextrakt in Eppendorf-Cups pipettiert. 

Je nachdem, ob nach dem Gewinn der Zellextrakte mit der Verarbeitung fortgefahren oder erst 

später weitergearbeitet wurde, wurden die Extrakte in den Cups bei –20°C eingefroren.  

 

RIPA-Puffer: PBS (ohne Ca2+ und Mg2+)  

 Igepal 1 % 

 Natrium-Deoxycholat 0,5 % 

 SDS (Dodecylsulfat-Natriumsalz) 0,1 % 

 

 

Proteinase-Inhibitoren: pro ml RIPA:  

 10 µl PMSF (10 mg/ml) 

 2,5 µl PIC I (for general use) 

 2,5 µl PIC II (No. 2) 

 

 

3.4.2 Proteinbestimmung mit der BCA-Methode 

Waren die Zellextrakte vorher eingefroren, so wurden die Proben langsam auf Eis wieder aufge-
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taut. Ansonsten wurde sofort mit dem Homogenisieren des Extraktes begonnen, indem der Inhalt 

der Cups mit einer Pipette mit dünner, ausgezogener Spitze durchgemischt und somit homogeni-

siert wurde. (Zur weiteren Blockierung der Proteasen wurden noch einmal ca. 10 µl PMSF zu 

den Proben gegeben und diese für 30 Minuten auf Eis geschüttelt.) Anschließend wurde das 

Homogenisat für 10 Minuten bei 4°C mit 11.000 U/min (entspricht 11.500 x g) zentrifugiert. 

Dadurch wurden die schwereren Zellanteile wie Membranen von den Proteinen, die nun im Ü-

berstand enthalten sind, getrennt. Der Überstand wurde in neue Eppendorf-Cups überführt, ca. 

10 µl wurden für die Proteinbestimmung verwendet. 

Die anschließende Proteinbestimmung erfolgte nach dem BCA-Protein Assay von Pierce 

(BCA = Bicinchoninic acid). Dazu wurden alle Proben 1:10 mit Wasser verdünnt. Für die Stan-

dardreihe mit bekannter Proteinkonzentration wurde BSA in 1:2-Schritten von der höchsten 

Konzentration 2 mg/ml bis auf 62,5 µg/ml mit Wasser verdünnt. Als Nullprobe diente reines 

Wasser. Sowohl von den Referenzproben, als auch von den zu bestimmenden Proben wurden je 

zwei mal 20 µl + 300 µl BCA-Lösung ( 50 Teile Reagens A + 1 Teil Reagens B des BCA-

Protein Assays) pro Well auf die Mikrotiterplatte gegeben und für 30 Minuten bei 37°C inku-

biert. Jede Konzentration wurde also zweifach angesetzt. Anschließend wurden die Proben im 

ELISA-Reader bei 550 nm gemessen. Als Ergebnis wurden automatisch die Proteinkonzentrati-

onen in µg/ml anhand der Standardkurve errechnet. 

 

3.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Zur Vorbereitung für das Herstellen der Gele wurden zuerst eine 10%ige Ammoniumpersulfat-

Lösung (APS, kristallines Pulver in Wasser gelöst), als auch die beiden Gelpuffer (Sammelgel-

puffer und Trenngelpuffer) frisch angesetzt.  

 

Sammelgelpuffer: Tris-HCl 1 M (pH 6,8) 

Trenngelpuffer: Tris-HCl 1,5 M (pH 8,8) 

 

Danach wurde das Trenngel angesetzt (10 %ig, 1,5 mm Dicke). Die Menge des benötigten Acry-

lamid/Bisacrylamid-Anteils wurde nach einer standardisierten Formel für die Prozentigkeit der 

Gele ausgerechnet. Durch Radikalketten-Polymerisation von Acrylamid und dem vernetzenden 

Bisacrylamid wird eine poröse Gelmatrix erzeugt. Die Porengröße kann durch Veränderung der 

Konzentrationen der beiden Monomere variiert werden. Der Polymerisierungsstart  erfolgt durch 

die Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS) und N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylen-Diamin 
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(TEMED), das die gebildeten Radikale stabilisiert und so eine gleichmäßige Polymerisation be-

wirkt. Damit das Gel nicht austrocknet  und die Ränder des Gels sich wegen der Kapillarwirkung 

nicht nach oben ziehen, wurde Wasser bis zum oberen Rand über das Trenngel gegossen. An-

schließend wurde das Sammelgel angesetzt (5 %ig, 1,5 mm Dicke). Sobald das Trenngel auspo-

lymerisiert war, wurde die Wasserphase vom Trenngel abgegossen, und das Sammelgel wurde 

vorsichtig, damit keine Luftblasen entstanden, auf das Trenngel pipettiert. Dann wurden Kämme 

auf das Sammelgel gesteckt, die die Taschen für die Proteinproben vorformten. 

 

Trenngel: Trenngelpuffer 1,5 M 

 SDS-Lösung 10 % 

 APS-Lösung 10 % 

 Acrylamid / Bisacrylamid 

(30% / 0,8 % Stammlösung) 

(richtet sich nach Gel-Prozentigkeit) 

 TEMED (richtet sich nach Gel-Prozentigkeit) 

 H2O (richtet sich nach Gel-Prozentigkeit) 

 

Sammelgel: Sammelpuffer 1 M 

 SDS-Lösung 10 % 

 APS-Lösung 10 % 

 Acrylamid / Bisacrylamid 

(30% / 0,8 % Stammlösung) 

(richtet sich nach Gel-Prozentigkeit) 

 TEMED (richtet sich nach Gel-Prozentigkeit) 

 H2O (richtet sich nach Gel-Prozentigkeit) 

 

Zur Vorbereitung der Elektrophorese wurden zuerst ein Elektrophorese-Puffer und -wenn nötig- 

ein Proben-Puffer frisch angesetzt. Die Proben in den Eppendorf-Cups wurden mit Proben-

Puffer (5-fach konzentriert) 1:5 verdünnt und für 5 Minuten bei 95°C gekocht. Das im Proben-

puffer enthaltene SDS bewirkt ein Denaturieren der Proteine, und ebenfalls enthaltenes 2-

Mercapto-Ethanol reduziert die vorhandenen Disulfid-Brücken. Anschließend wurde das Kon-

densat (Wasser) einige Sekunden lang abzentrifugiert. Sobald das Sammelgel auspolymerisiert 

war, wurden die Kämme aus dem Gel genommen. Die Slots wurden mit Wasser ausgespült, und 

das Gel wurde in die Elektrophorese-Kammer eingesetzt, in die der Elektrophorese-Puffer gefüllt 

worden war. Dann wurden die Proben und die Marker mit definierten Proteinbanden (Prestained 



 

27

SDS-PAGE Standard Broad Range und Kaleidoskop Prestained SDS-PAGE Standard, beide von 

Biorad) in die Slots gegeben (je ein Marker ganz rechts und ganz links, die Proben-Reihe in der 

Mitte). Zum Auftrennen der Proteine wurde für 2 Stunden eine Spannung von 80 V an das Gel 

angelegt. Anhand von im Probenpuffer enthaltenem Bromphenol-Blau konnte das Fortschreiten 

der Proteinauftrennung während der Elektrophorese verfolgt werden. 

 

Elektrophorese-Puffer 

nach Maniatis: 

 

Tris-Base 

 

25 mM 

 Glycin 250 mM 

 SDS 0,1 % 

 

Proben-Puffer (einfach): Tris-Base 312,5 mM 

 SDS 10 % 

 Glycerol 50 % 

 2-Mercapto-Ethanol 25 % 

 Bromphenol-Blau 0,25 % 

 

 

3.4.4 Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran 

Nachdem anhand der Marker kontrolliert worden war, dass die Elektrophorese abgeschlossen 

war, wurde das Gel aus der Kammer genommen und für 10 Minuten zum Äquilibrieren in einen 

Transferpuffer nach Bio-Rad gelegt. Eine Nitrocellulose-Membran (Hybond ECL) wurde mit 

Wasser benetzt und ebenfalls in Transferpuffer gelegt, allerdings in einer anderen Schale, damit 

der Farbstoff der Marker aus dem Gel nicht die Nitrocellulose anfärbt. Der Tankblotter wurde 

gemäß Herstellerangaben zusammengebaut. Für den Transfer der Proteine aus dem Gel auf die 

Membran wurden das Gel und die Membran mit einem Filter und einem Filter pad in dieser Rei-

henfolge in der Transferkassette an die Elektroden angelegt:  

Kathode – Filter pad / Filter / Gel / Membran / Filter / Filter pad – Anode. Bei 100 V und 400 

mA wurden die Proteine für etwa eine Stunde im Tankblotter auf die Membran transferiert. 
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Transferpuffer nach Bio-Rad: Glycin 192 mM 

 Tris-Base 25 mM 

 Methanol 20 % 

 pH 8,8  

 

Nach dem Transfer der Proteine wurde die Membran aus der Kassette genommen. Um zu prüfen, 

ob die Proteine sich nun tatsächlich auf der Nitrocellulose befinden, wurden die Proteine mit 

dem Farbstoff Ponceau S (20 %), der 1:100 verdünnt wurde, angefärbt. Dazu wurde die Memb-

ran in die Färbelösung gelegt und für fünf Minuten bei Raumtemperatur geschüttelt. Die Anfär-

bung der Proteinbanden zeigte den erfolgreichen Proteintransfer. Anschließend wurde die Mem-

bran mit Wasser wieder entfärbt. 

Um eine spätere unspezifische Bindung der Antikörper an andere Proteine oder Reste der 

Nitrocellulose zu verhindern, wurden diese so gut wie möglich blockiert, um dieser Bindung 

vorzubeugen. Als Blocking Reagenz eignet sich Magermilchpulver sehr gut. Es wurde eine Puf-

ferlösung aus Tris-gepufferter Salzlösung (Tris Buffered Saline, TBS) und Tween 20 (pH 7,6) + 

5% Magermilchpulver angesetzt, in die die Nitrocellulose-Membran für eine Stunde gegeben 

und leicht geschüttelt wurde. Nach dem Absaugen wurde die Membran noch zweimal in dem 

Puffer für fünf Minuten gewaschen. 

 

TBS / Tween 20: Tris-Base 20 mM 

 NaCl 137 mM 

 Tween 20 0,05 % 

 

 

3.4.5 Detektion der geblotten Proteine 

 Je nachdem, welches Enzym untersucht werden sollte, Phospho-MAP-Kinase oder Phospho-

Akt, wurde ein spezifisch gegen dieses Antigen gerichteter Primärantikörper auf die Nitrocellu-

lose-Membran gegeben. Für Phospho-MAP-Kinase wurde der Antikörper Anti-Active-MAP-

Kinase von Promega verwendet, für Phospho-Akt Anti-Phospho-Akt von Cell Signalling. Die 

Antikörper Anti-Active-MAP-Kinase und Anti-Phospho-Akt wurden gemäß Herstellerangaben 

1:5000 bzw. 1:1000 verdünnt. Die Membran wurde aus dem Puffer genommen und in ein neues 

Gefäß mit der verdünnten Antikörper-Lösung gelegt. Über Nacht (bei 4°C) wurde die Membran 

vorsichtig hin und her geschüttelt, damit der Antikörper effektiv binden konnte. Danach wurde 
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die Membran drei mal für 15 Minuten mit TBS / Tween-Puffer gewaschen. Währenddessen 

wurde der den Primärantikörper bindende, enzymgekoppelte Sekundärantikörper (Anti-Rabbit 

IgG Peroxidase-konjugiert, Sigma) 1:10.000 mit TBS / Tween verdünnt und nach Beendigung 

der Waschvorgänge auf die Nitrocellulose-Membran gegeben, die eine Stunde bei 

Raumtemperatur geschüttelt wurde. Anschließend wurde die Membran erneut unter sanftem 

Schütteln für 15 Minuten in TBS-Tween-Puffer gewaschen. 

Als Substrat für das Enzym des Sekundärantikörpers wurden die Reagenzien 1 und 2 des 

Enhanced Chemiluminescence (ECL)-Kits 1:2 angesetzt (ca. 3 ml pro Blot). Die Membran wur-

de aus dem Spülbad genommen und mit der Proteinseite nach oben auf eine Folie gelegt. Nach 

dem vorsichtigen Abstreifen der Flüssigkeit wurde das Substrat (Nachweisreagenz des ECL-

Kits) auf die Membran gegeben und für eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-

ßend wurde die Membran vorsichtig abgetupft, mit Folie nun auch auf der Proteinseite zugedeckt 

und in der Dunkelkammer zusammen mit einem Röntgenfilm in eine Filmkassette eingelegt, wo 

das vom Enzym umgewandelte Substrat mit seiner Lumineszenz den Film belichtete. Dann wur-

de der Film in den Entwickler gegeben und das belichtete Negativ beurteilt.  

 

3.5 Adhäsionsassay 

Dieser Versuch wurde durchgeführt, um zu testen, ob die Adhäsion von Endothelzellen auf einer 

Gelatine-Matrix durch die PPAR-Liganden beeinflusst wird. Er beruht auf folgendem Prinzip: 

Eine Endothelzell-Suspension wird mit den PPAR-Liganden in den jeweiligen Konzentrationen 

für 30 Minuten bei 37°C inkubiert und anschließend auf einer 0,2%igen Gelatine-Matrix ausge-

sät. Dort können die Zellen bei 37°C eine Stunde lang adhärieren. Danach werden die nichtadhä-

renten Zellen abgespült, die adhärierten Zellen werden fixiert und gefärbt. Nach Zerstörung der 

Zellmembran durch ein Detergenz verteilt sich der von den Zellen aufgenommene Farbstoff 

gleichmäßig, und die Extinktion kann gemessen werden. Die Extinktion ist proportional zur Zahl 

der adhärierten Zellen. 

Zur Vorbereitung des Versuchs wurden 96-Well Mikrotiterplatten mit 0,2% Gelatine be-

schichtet (100 µl/Well) und für mindestens 12 Stunden bei 4°C aufbewahrt. Vor der Durchfüh-

rung des Versuches wurde die Gelatine abgesaugt. Um unspezifische Wechselwirkungen der 

Zellen mit der zurückbleibenden Gelatine-Matrix zu vermeiden, wurden 100 µl einer 1%igen 

bovinen Serumalbumin (BSA)-Lösung in die Wells gegeben und die Mikrotiterplatte für eine 

Stunde bei 37°C inkubiert. Währenddessen wurden die Zellen einer konfluenten Kulturflasche 

(75 cm2) wie zur Passage trypsinisiert und mit 0,02% EDTA-haltigem PBS (ohne Ca2+ und 
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Mg2+) vom Gelatine-Boden abgelöst. Nach Zentrifugieren der Zellen mit 1200 U/min, Absaugen 

des Überstandes und Resuspension mit Kulturmedium, wurden die Zellen noch ein Mal zentrifu-

giert und in 5 % FKS enthaltendem Medium 199 Earle resuspendiert. 50 µl der Resuspension 

wurden für das Zählen der Zellen in einer Neubauer-Kammer verwendet. Anschließend wurde 

die Resuspension durch Verdünnung mit 5%-FKS-Medium auf eine Konzentration von 250.000 

Zellen / ml gebracht. Dann wurden die Zellen mit den PPARα-Liganden WY-14,643 und Feno-

fibrat und den PPARγ-Liganden Troglitazon und Ciglitazon in Konzentrationen von 0,1 µM bis 

20 µM für 30 Minuten in Eppendorf-Cups vorinkubiert. Als Kontrolle dienten Zellen, die ohne 

die Liganden inkubiert wurden. Danach wurde das BSA aus den Wells der Mikrotiterplatte abge-

saugt. Die mit den PPAR-Liganden vorinkubierten Zellen wurden auf der Platte ausgesät 

(100µl/Well) und für eine Stunde bei 37°C inkubiert. 

Nach der Inkubation wurde die Flüssigkeit aus den Wells gegossen, die Wells einmal mit 

PBS (mit Ca2+ und Mg2+) gespült (100 µl/Well) und noch einmal ausgegossen. Danach wurden 

die Zellen mit 4% Paraformaldehyd in PBS (ohne Ca2+ und Mg2+) für 10 Minuten bei Raumtem-

peratur fixiert (100 µl/Well). Im Anschluss daran wurden die Zellen mit 0,05% Toluidinblau in 

4% Paraformaldehyd (100 µl/Well) für 10 Minuten bei Raumtemperatur angefärbt. Nach dreima-

ligem Waschen mit destilliertem Wasser (100 µl/Well) wurden die Zellen mit 1%igem SDS ly-

siert (100 µl/Well). Nach frühestens fünf Minuten, in denen sich der von den Zellen zuvor auf-

genommene Farbstoff gleichmäßig verteilen konnte, wurde die Extinktion im ELISA-Reader bei 

630 nm gemessen. Als Referenzwert dienten die Werte für leere Wells, die nur mit PBS (ohne 

Ca2+ und Mg2+) gefüllt waren. 

 

3.6 Zell-ELISA 

Mit diesem Versuch sollten die Wirkungen der PPAR-Liganden auf die Expression der Adhäsi-

onsmoleküle E-Selectin, VCAM-1 und ICAM-1  untersucht werden. Er beruht auf folgendem 

Prinzip (siehe Abb. 3): Auf stimulierte Zellen wird ein spezifischer Primärantikörper gegen das 

nachzuweisende Adhäsionsmolekül gegeben, der an dieses fest bindet. Ein Enzym-gekoppelter 

Sekundärantikörper bindet an den Primärantikörper. Durch Zugabe eines Substrates, das durch 

das Enzym des Sekundärantikörpers umgewandelt wird, erfolgt ein Farbumschlag, dessen Inten-

sität der Menge des exprimierten Adhäsionsmoleküls entspricht. 

Für den Versuch wurden die Zellen einer Kulturflasche (75 cm2) wie zum Passagieren 

trypsinisiert und abgelöst. Nach dem Zentrifugieren und Resuspendieren in 30 ml Kulturmedium 

wurden die Zellen auf drei 96-Well Mikrotiterplatten ausgesät (100 µl/Well). Präkonfluenz  



 
 
 
 

Zell-ELISA - Prinzip

(2) 

(1) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3: Prinzip des Zell-ELISAs 
In dieser Abbildung ist schematisch ein Well einer 96-Well-Mikrotiterplatte dargestellt. Am 
Boden ist der Endothelzell-Monolayer zu erkennen. 
Auf die durch Zytokine wie z.B. TNFα stimulierten Zellen wird ein Primärantikörper (1) 
gegeben, der spezifisch an das nachzuweisende Adhäsionsmolekül bindet. Ein Enzym-
gekoppelter (in diesem Falle Alkalische Phosphatase, AP) Sekundärantikörper (2) bindet an den 
Primärantikörper. Durch Zugabe eines Substrates (z.B. p-Nitrophenyl-Phosphat), das durch das 
Enzym des Sekundärantikörpers umgesetzt wird, erfolgt ein Farbumschlag, dessen Extinktion im 
ELISA-Reader gemessen wird, und dessen Intensität der Menge an nachgewiesenen 
Adhäsionsmolekülen proportional ist.  
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wurde nach zwei Tagen, Konfluenz drei Tage nach der Passage erreicht. Es wurden sowohl Zel-

len am zweiten Tag für 24 Stunden, als auch Zellen am dritten Tag für 30 Minuten mit den Li-

ganden vorinkubiert und anschließend mit TNFα (500 U/ml) unter Zugabe der Liganden für vier 

Stunden stimuliert. Die Konzentration der Liganden reichte von 0,01 µM bis 100 µM. Als Nega-

tivkontrolle dienten Zellen, die nicht mit TNFα stimuliert waren. Die Zellen der Positivkontrolle 

wurden nur mit TNFα ohne die Liganden stimuliert. 

Nach Ablauf der vier Stunden wurden die Zellen zwei Mal mit PBS (mit Ca2+ und Mg2+) 

gespült. Dann wurden die Primärantikörper gegen die Adhäsionsmoleküle E-Selectin (1:400), 

VCAM-1 (1:50) und ICAM-1 (1:50) auf die Zellen gegeben (50 µl/Well) und diese bei 37°C für 

30 Minuten inkubiert. Nach anschließendem dreimaligen Waschen mit PBS (mit Ca2+ und Mg2+) 

wurde der Sekundärantikörper, an den das Enzym Alkalische Phosphatase gekoppelt war, in ei-

ner Verdünnung von 1:3000 zu den Zellen gegeben (100 µl/Well) und diese nochmals für eine 

halbe Stunde bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden erneut drei Mal mit PBS (mit Ca2+ und 

Mg2+) gespült, und das Substrat p-Nitrophenyl-Phosphat wurde zu den Zellen gegeben, die bei 

Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert wurden, bis ein Farbumschlag zu sehen war. Danach 

wurde Extinktion im ELISA-Reader bei einer Wellenlänge von 405 nm gemessen. Als endgülti-

ge Daten wurden jene Extinktionswerte verwendet, die zu dem Zeitpunkt erreicht worden waren, 

an dem der Wert für E-Selectin der nur mit TNFα stimulierten Positivkontrolle 1 bis 1,5 betrug. 

 

3.7 Apoptose-Assay 

Für diesen Versuch wurde das Test-Kit „In Situ Cell Death Detection, POD“ der Firma Roche 

verwendet. Alle Lösungen und Reagenzien wurden so hergestellt, wie es in der Anleitung ge-

schrieben stand. 

Im Rahmen von Apoptosevorgängen entstandene DNA-Strangbrüche können identifiziert 

werden, indem die freien 3‘-OH-Gruppen mit Fluoreszein-markierten Nukleotiden in einer en-

zymatischen Reaktion gekennzeichnet werden. Diese Reaktion wird durch das Enzym Terminal 

deoxynucledityl Transferase (TdT) katalysiert. Ein Anti-Fluoreszein-Antikörper, an den das En-

zym Peroxidase (POD) gekoppelt ist, bindet an das Fluoreszein. Als Substrat für POD dient 

 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB), das durch Verwertung von Kobaltchlorid und Nickelchlorid ein 

dunkelbraunes Präzipitat bildet. Zur Herstellung der DAB-Lösung wurde das „DAB, Metal En-

hanced Substrate Set“ der Firma Roche verwendet und gemäß der Gebrauchsanweisung ange-

setzt. Nach Beendigung des Experiments wurde die Anzahl der angefärbten Kerne bestimmt. 
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3.7.1 Vorbereitung der Zellen 

Für den Versuch wurden die Zellen einer konfluenten Kulturflasche (75 cm2) trypsinisiert, abge-

löst und in der gleichen Konzentration wie für den Zell-ELISA, also resuspendiert in 30 ml Kul-

turmedium, auf 16-Well-Slides ausgesät (100 µl/Well). Der Boden dieser Slides ist ein Glas-

Objektträger, auf den eine Schablone in Form von 16 Wells aufgeklebt ist. Die Slides waren zu-

vor mit Fibronectin (1µg/cm2) beschichtet worden, das 45 Minuten bei Raumtemperatur einwir-

ken konnte und dann wieder abgesaugt wurde. Es konnte diesmal keine 0,2%ige Gelatine ver-

wendet werden, da die Zellen auf gelatine-beschichtetem Glas nicht hafteten. Bei Konfluenz der 

Zellen in den Wells wurde der Versuch durchgeführt. Die Zellen wurden dazu für 24 Stunden 

mit den PPARα- und PPARγ-Liganden in einer Konzentration von 100 µM vorinkubiert und 

anschließend für vier Stunden mit TNFα (500 U/ml) und den Liganden stimuliert. 

 

3.7.2 Durchführung und Auswertung 

Nach Ablauf der Zeit wurden die Zellen mit frisch angesetztem Paraformaldehyd (4%) in PBS 

(ohne Ca2+ und Mg2+), dessen pH-Wert 7,4 betrug, für eine Stunde bei Raumtemperatur fixiert. 

Danach wurden die Zellen einmal mit PBS (mit Ca2+ und Mg2+) gespült und für 10 Minuten bei 

Raumtemperatur mit frisch angesetzter Blocking Solution (3% H2O2 in Methanol) inkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen noch einmal mit PBS (mit Ca2+ und Mg2+) gespült und mit 

Permeabilisation Solution (0,1% Triton® X-100 in 0,1% Natrium-Citrat) für zwei Minuten auf 

Eis inkubiert. Nach zweimaligem Spülen mit PBS (mit Ca2+ und Mg2+) wurde das TUNEL-

Reagens (ca. 12µl) gleichmäßig in jedes Well gegeben und die Zellen für eine Stunde bei 37°C 

inkubiert (TUNEL= TdT-mediated dUTP [deoxy-Uridin-Tri-Phosphat] Nick End Labeling). An-

schließend wurden die Zellen drei Mal mit PBS (mit Ca2+ und Mg2+) gewaschen. Der Anti-

Fluoreszein-Antikörper wurde in die Wells gegeben (ca. 20 µl der Converter-POD-Lösung des 

Test-Kits) und die Zellen wurden für 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wur-

den die Zellen erneut dreimal mit PBS (mit Ca2+ und Mg2+) gewaschen. Anschließend wurden 

ca. 20 µl der DAB-Substrat-Lösung in die Wells gegeben und die Zellen für 10 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Zellen wiederum dreimal mit PBS (mit Ca2+ und 

Mg2+) gespült. Zur besseren Identifizierung der Präzipitate in den Zellkernen wurden nach dem 

Umsetzen des Substrats die Zellkerne mit 0,05% Toluidinblau in 4% Paraformaldehyd angefärbt. 

Dazu wurden 100 µl der Toluidinblau-Lösung für 15 Sekunden in die Wells zu den Zellen gege-

ben. Anschließend wurden die Slides in ein Wasserbad getaucht, um die überschüssige Farbe 

von den Zellen zu waschen. Nach dem Waschen der Slides wurde der Well-Aufsatz vom Objekt-
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träger entfernt und die Präzipitate konnten unter dem Lichtmikroskop beurteilt werden. Durch 

das Anfärben der Zellkerne konnte sehr gut unterschieden werden, ob es sich bei den Präzipita-

ten tatsächlich um angefärbte Kerne oder lediglich um mitangefärbten Zelldetritus handelte. Bei 

der Beurteilung der Zellen wurde auf dunkelbraun angefärbte intrazelluläre Strukturen geachtet, 

die markierten, durch Apoptose entstandenen DNA-Strangbrüchen entsprächen. Außerdem wur-

de die Homogenität der einzelnen Zellen und des Zellverbandes beurteilt. 

 

3.8 Statistik 

Für die Errechnung der Ergebnisse wurden die Daten von mindestens drei Versuchen zusam-

mengefasst und in den einzelnen Gruppen als Mittelwert ± Standardfehler angegeben. Nach Tes-

tung der Daten auf Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-Test für kontinuierliche Va-

riablen erfolgte die Überprüfung der statistischen Signifikanz mit dem einseitigen Student-t-Test 

für nicht gepaarte Stichproben. Bei den Migrationsassays wurde die Gruppe der nur mit VEGF 

stimulierten Zellen, die als Positivkontrolle diente, mit der Gruppe verglichen, in der die Zellen 

zusätzlich zur Stimulation mit VEGF auch noch mit den PPAR-Liganden vorinkubiert wurden. 

Der Wert „n“ steht für die Anzahl der verwendeten Multiwell-Platten, wobei bei den Migration-

sassays jede Konzentration der verwendeten Substanzen (inklusive Positiv- und Negativ-

Kontrolle) in zwei Wells, bei den Zell-ELISAs in vier Wells, bei den Adhäsionsassays in drei 

Wells und bei den Apoptose-Assays in je einem Well untersucht wurde. Bei den Adhäsionsas-

says wurde die Gruppe der nicht vorbehandelten Zellen mit der der mit den PPAR-Liganden 

inkubierten Gruppe verglichen. Für den Vergleich der Expression der Adhäsionsmoleküle wurde 

bei den Zell-ELISAs die nur mit TNFα stimulierte Positivkontrolle mit der Datengruppe vergli-

chen, bei der die Zellen zusätzlich zur Stimulation mit TNFα mit den PPAR-Liganden stimuliert 

und inkubiert worden waren. Als statistisch signifikant wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit 

von unter 5% angenommen (p < 0.05).  
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4 Ergebnisse 

 

4.1 Wirkungen von PPAR-Liganden auf die VEGF-induzierte Endothelzellmigration 

 

4.1.1 Migrationsassays mit PPARγ-Liganden 

Abbildung 4 A zeigt die Ergebnisse der Migrationsassays, bei denen die Wirkung der PPARγ-

Liganden auf die Migration der Endothelzellen getestet wurde. Die Zahl der durch VEGF stimu-

lierten und migrierten Zellen ist als x-fache Induktion der Migration gegenüber der unstimulier-

ten Negativkontrolle wiedergegeben. Es zeigte sich eine ca. 4,6-fache Steigerung der Migration 

nach Stimulation durch VEGF (4,62 ± 0,36). Die PPARγ-Liganden hemmten die Migration sig-

nifikant und konzentrationsabhängig. Schon 10 µM Troglitazon und Ciglitazon hemmten die 

Migration um mehr als die Hälfte (10 µM Troglitazon: 85,52 ± 5,25%, p < 0.01; 10 µM Ciglita-

zon 74,81 ± 8,1%, p < 0.01, n = 4). Unter dem Einfluss von 20 µM Troglitazon und Ciglitazon 

wurde die Migration z.T. vollständig aufgehoben (20 µM Troglitazon 101,01 ± 4,5%, p < 0.01; 

20 µM Ciglitazon 98,84 ± 4,13%, p < 0.01, n = 4). 

 

4.1.2 Migrationsassays mit PPARα-Liganden 

Ähnliche Ergebnisse ließen sich mit den PPARα-Liganden erzielen (s. Abb. 4 B). Hier zeigte 

sich eine fünffache Stimulation der Migration, verglichen mit der unstimulierten Negativkontrol-

le (5,3 ± 0,35). Unter dem Einfluss von 10 µM WY-14,643 zeigte sich eine leichte Hemmung 

der Migration, die allerdings keine statistische Signifikanz erreichte. 20 µM WY-14,643 hemm-

ten die Migration signifikant (67,23 ± 6,45%, p < 0.01, n = 4). Fenofibrat hemmte die Migration 

konzentrationsabhängig sowohl bei 10 µM (54,01 ± 5,67%, p < 0.01, n = 4), als auch bei 20 µM 

(86,05 ± 4,15%, p < 0.01, n = 4).  

 

Damit konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal gezeigt werden, dass sowohl PPARα-Liganden, 

als auch PPARγ-Liganden signifikant und konzentrationsabhängig die VEGF-induzierte Migra-

tion von HUVECs hemmen. 
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Abbildung 4:  
Wirkung der PPAR-Liganden auf die VEGF (10 ng/ml)-induzierte Endothelzellmigration 
Die PPARγ-Liganden Troglitazon und Ciglitazon (A)  und die PPARα-Liganden WY-14,643 
und Fenofibrat (B) hemmen signifikant und konzentrationsabhängig die Migration von 
HUVECs. 
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4.1.3 Migrationsassays mit Hemmstoffen der Enzyme MEK und PI(3)-Kinase  

Nachdem die PPAR-Liganden eine starke inhibitorische Wirkung auf die Migration der Endo-

thelzellen gezeigt hatten, stellte sich die Frage nach dem Mechanismus der Hemmung. Wie be-

reits in Kapitel 2 erwähnt, ist bekannt, dass ERK 1/2 die Migration von glatten Gefäßmuskelzel-

len und anderen Zelltypen reguliert und auch die bFGF-induzierte Endothelzellmigration vermit-

telt. In der Literatur ist die Rolle der MAP-Kinase in der VEGF-induzierten Endothelzellmigrati-

on bisher nicht dezidiert beschrieben worden. Deshalb wurde geprüft, ob die MAP-Kinase in den 

VEGF-induzierten Migrationsprozess involviert ist. Es wurden daher Migrationsassays durchge-

führt, bei denen zusätzlich zu VEGF der pharmakologische MEK-Inhibitor PD 98059 in den 

Konzentrationen 10 µM und 30 µM zu den Zellen gegeben wurde. Tabelle 1 ist zu entnehmen, 

dass der Inhibitor die Migration signifikant hemmt (10 µM 70,0 ± 13,27 %, p < 0.05; 30 µM 

89,24 ± 8,08 %, p < 0.01, n = 3). Dies bedeutet, das die VEGF-induzierte Endothelzellmigration 

MAP-Kinase abhängig ist. Ein möglicher Mechanismus, durch den der hemmende Effekt der 

PPAR-Liganden vermittelt werden könnte, wäre also die Hemmung der MAP-Kinase.  

Ein anderer möglicher Mechanismus, der die migrationsfördernde Wirkung von VEGF in-

nerhalb der Zelle vermitteln könnte, wäre die PI3-K – Akt – NO-Kaskade. Es wurden daher 

Migrationsassays durchgeführt, bei denen die Zellen zusätzlich zu VEGF mit dem PI3-Kinase-

Inhibitor Wortmannin in den Konzentrationen 50 nM und 100 nM inkubiert wurden. Tabelle 1 

zeigt, dass Wortmannin in einer Konzentration von 50 nM die migrationsstimulierende Wirkung 

von VEGF stark inhibiert (86,74 ± 3,69%, p < 0.01, n = 3). 100 nM Wortmannin heben die Mig-

ration fast vollständig auf (98,33 ± 2,67%, p < 0,01, n = 3). Daraus lässt sich schlussfolgern, dass 

die VEGF-induzierte Endothelzellmigration außer der MAP-Kinase-Abhängigkeit eine PI3-

Kinase-Abhängigkeit zeigt.  

 



 
 
 
 
 
 

 
Migrationshemmung durch: 

 
 

PD 98059 
 
 
Konzentrationen: 
 

 
10 µM 

 
30 µM 

 
Hemmung: 
 

 
70,0 ± 13,27% 

 
89,24 ± 8,08% 

 
Wortmannin 

 
 
Konzentrationen: 
 

 
50 nM 

 
100 nM 

 
Hemmung: 
 

 
86,74 ± 3,69% 

 
98,33 ± 2,67% 

 
 
 
 
 
Tabelle 1:  
Hemmung der Migration durch pharmakologische Enzyminhibitoren 
PD 98059, das die Phosphorylierung der MAP-Kinase (ERK 1/2) durch MEK verhindert und 
Wortmannin, das spezifisch die PI(3)-Kinase hemmt und so die Phosphorylierung von Akt 
inhibiert, hemmten konzentrationsabhängig die VEGF-induzierte Endothelzellmigration. Damit 
konnte gezeigt werden, dass die VEGF-induzierte Endothelzellmigration sowohl MAP-Kinase-, 
als auch Akt-abhängig ist. 
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4.1.4 Wirkung der PPAR-Liganden auf die Phosphorylierung  

der Enzyme ERK 1/2 und Akt 

Da mittels Migrationsassay gezeigt werden konnte, dass eine Hemmung der MEK, die die Akti-

vierung und Phosphorylierung von ERK 1/2 vermittelt, eine Inhibition der Endothelzellmigration 

zur Folge hat, wurde mit Western Blot-Analyse überprüft, ob die PPAR-Liganden die Phospho-

rylierung von ERK 1/2 beeinflussen. Stellvertretend für drei unabhängig voneinander durchge-

führte Western Blots sind die Ergebnisse eines dieser Versuche in den Abbildungen 5 und 6 dar-

gestellt.  

In den Abbildungen 5 A und B ist sowohl der Gesamtanteil (II) und der aktivierte, 

phosphorylierte Anteil (I) der MAP-Kinase zu sehen.  

 

Abbildung 5 A zeigt die Zeitabhängigkeit der VEGF-induzierten Phosphorylierung von 

ERK 1/2. Nach 10 Minuten Inkubation mit VEGF ist die Phosphorylierung von ERK 1/2 am 

stärksten ausgeprägt und nimmt im Laufe der Zeit wieder ab. 

Wie in Abb. 5 B dargestellt, hemmt der pharmakologische MEK-Inhibitor PD 98059 signi-

fikant und konzentrationsabhängig sowohl bei 10 µM, als auch bei 30 µM die Phosphorylierung 

von ERK 1/2. Dies bestätigt die Ergebnisse der Migrationsassays, in denen nachgewiesen wer-

den konnte, dass die VEGF-induzierte Endothelzellmigration durch MEK-Inhibition mit nach-

folgender Hemmung der Phosphorylierung von ERK 1/2 inhibiert werden konnte. 

In Abbildung 6 ist die Wirkung der PPAR-Liganden auf die Phosphorylierung der MAP-

Kinase dargestellt. Im Vergleich zur unstimulierten Negativkontrolle zeigte sich eine deutliche 

Zunahme des phosphorylierten Anteils der MAP-Kinase nach Stimulation mit VEGF. Allerdings 

hatten die PPARα-Liganden WY-14,643 und Fenofibrat in den verschiedenen getesteten Kon-

zentrationen keinen Einfluss auf die Phosphorylierung der MAP-Kinase. Das gleiche Ergebnis 

wurde mit den PPARγ-Liganden erzielt. Auch hier zeigte sich im Vergleich zur nur mit VEGF 

stimulierten Positivkontrolle durch Troglitazon und Ciglitazon in den verwendeten Konzentrati-

onen keine signifikante Hemmung der Aktivierung der MAP-Kinase. 

Obwohl also die Migration der Endothelzellen durch die PPARα- und PPARγ-Liganden 

gehemmt wird, bleibt die Phosphorylierung von ERK 1/2 durch die Liganden unbeeinflusst. Das 

bedeutet, dass die Wirkungen der PPAR-Liganden entweder downstream der MAP-Kinase oder 

über andere Signaltransduktionswege vermittelt werden.  

 



 

            10          20        30         45       60     min

VEGFKo

Phospho-ERK1
Phospho-ERK2

Gesamt-ERK1
Gesamt-ERK2

A 

I 

II 

 
 
 
 

Ko           VEGF

 10            30           µM

+ PD 98059

Phospho-ERK1
Phospho-ERK2

Gesamt-ERK1
Gesamt-ERK2

B

I 

II 

 
 
 
 
Abbildung 5: VEGF und MAP-Kinase 
Es ist sowohl der phosphorylierte, aktivierte Anteil der MAP-Kinase (I) dargestellt, als 
auch der Gesamtteil (II). „Ko“ steht für Kontrolle. 
A: VEGF (10 ng/ml) stimuliert zeitabhängig die Phosphorylierung und Aktivierung der 
     MAP-Kinase (ERK 1/2). 
B: Die VEGF-induzierte Phosphorylierung und Aktivierung der MAP-Kinase (ERK 1/2) wird 
     durch PD 98059 konzentrationsabhängig gehemmt. 
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Abbildung 6:  
Wirkung von PPARα- und PPARγ-Liganden auf die Phosphorylierung und Aktivierung der 
MAP-Kinase (ERK 1/2). „Ko“ steht für Kontrolle. 
Es ist nur der phosphorylierte Anteil der MAP-Kinase zu sehen. Aus Gründen der 
Übersichtlichkeit wurde hier auf die Darstellung des Gesamtanteils verzichtet. 
Weder die PPARα-Liganden WY-14,643 und Fenofibrat (A), noch die PPARγ-Liganden 
Troglitazon und Ciglitazon (B) haben in ihren verschiedenen Konzentrationen einen Einfluß 
auf die Phosphorylierung der MAP-Kinase (ERK 1/2). 
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Ein möglicher anderer Signalweg, der die Migration von Zellen vermittelt, und der durch die 

PPAR-Liganden beeinflusst werden könnte, ist der PI(3)-Kinase-Akt-Pathway. Da sowohl in 

dieser Arbeit (siehe Kap. 4.1.3), als auch in anderen Studien (36;106) nachgewiesen werden 

konnte, dass die VEGF-induzierte Endothelzellmigration durch Blockierung der PI(3)-Kinase, 

die die Serin/Threonin-Kinase Akt aktiviert und phosphoryliert, gehemmt werden konnte, wurde 

mittels Western Blot überprüft, ob die PPAR-Liganden die Phosphorylierung von Akt beeinflus-

sen.  

Stellvertretend für drei unabhängig voneinander durchgeführte Western Blots sind die Ergebnis-

se eines dieser Versuche in den Abbildungen 7 und 8 dargestellt. Zu sehen ist sowohl der Ge-

samtanteil (II), als auch der aktivierte, phosphorylierte Anteil (I) von Akt. 

Den zeitlichen Verlauf der durch VEGF induzierten Phosphorylierung von Akt zeigt Abb. 

7 A. Nach 10 bzw. nach 20 Minuten ist der phosphorylierte Anteil von Akt am höchsten. Danach 

nimmt er erst langsam wieder ab. 

Abb. 7 B zeigt die Wirkung des PI(3)-Kinase-Hemmstoffs Wortmannin auf die Phosphory-

lierung von Akt. Wortmannin hemmte konzentrationsabhängig bei 50 nM und 100 nM die durch 

VEGF induzierte Akt-Phosphorylierung. Dies bestätigt die Ergebnisse der Migrationsassays, in 

denen die VEGF-induzierte Migration der Endothelzellen ebenfalls durch 50 nM und 100 nM 

Wortmannin gehemmt werden konnte. 

Der Einfluss der PPAR-Liganden auf die Phosphorylierung von Akt ist in Abb. 8 zu sehen. 

Es wurden mit 10 µM und 20 µM die gleichen Konzentrationen verwendet, die auch die Migra-

tion hemmten. Sowohl die PPARα-Liganden WY-14,643 und Fenofibrat, als auch die PPARγ-

Liganden Troglitazon und Ciglitazon hemmen signifikant und konzentrationsabhängig die Phos-

phorylierung von Akt.  

 

Somit konnte in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal gezeigt werden, dass der Mechanismus 

der beobachteten Hemmung der Endothelzellmigration durch PPAR-Liganden sehr wahrschein-

lich in einer Hemmung der Phosphorylierung von Akt, nicht aber in einer Hemmung der 

Phosphorylierung von ERK 1/2 besteht.  
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Abbildung 7: VEGF und Akt 
Es ist sowohl der aktivierte, phosphorylierte Anteil von Akt (I), als auch Gesamt-Akt (II) 
dargestellt. „Ko“ steht für Kontrolle. 
A: VEGF (10 ng/ml) stimuliert zeitabhängig die Phosphorylierung von Akt. 
B: Wortmannin hemmt konzentrationsabhängig die Phosphorylierung von Akt. 
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Abbildung 8:  
Wirkung der PPAR-Liganden auf die Phosphorylierung von Akt 
Es ist sowohl der phosphorylierte Akt-Anteil (I), als auch der Gesamt-Akt-Anteil (II)  
zu sehen. „Ko“ steht für Kontrolle. 
Sowohl die PPARγ-Liganden Troglitazon und Ciglitazon (A), als auch die PPARα-Liganden 
WY-14,643 und Fenofibrat (B) hemmen konzentrationsabhängig die Phosphorylierung von 
Akt. 
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4.1.5 Wirkungen der PPAR-Liganden auf die Adhäsion von Endothelzellen 

Da in den Migrationsassays die hemmende Wirkung der PPAR-Liganden stark ausgeprägt war, 

wurde mit einem einfachen Assay untersucht, ob die Liganden auch eine Wirkung auf die Adhä-

sion der Endothelzellen auf einer Gelatine-Matrix haben. Die Zellen wurden vorbehandelt wie in 

Kapitel 3 beschrieben. Danach konnten sie eine Stunde an einer Gelatine-Matrix bei 37°C adhä-

rieren. 

In den Abbildungen 9 A und B sind die Ergebnisse dargestellt. Auf der X-Achse sind die 

verwendeten Konzentrationen der PPAR-Liganden angegeben. Es wurden nur die Konzentratio-

nen von 1 µM bis 20 µM untersucht, da die Liganden in niedrigeren Konzentrationen keine Ef-

fekte in den Experimenten gezeigt hatten. Auf der Y-Achse ist die optische Dichte (O.D.) ange-

geben, die mit einem Filter der Wellenlänge 630 nm gemessen wurde. Die Stärke der Extinktion 

entspricht der Menge des in den Wells enthaltenen Farbstoffs, die um so höher ist, je mehr Zel-

len auf der Matrix adhärieren konnten. Der einzelne Wert links in den Diagrammen ist der Kon-

trollwert, der ermittelt wurde, indem Zellen ohne die PPAR-Liganden inkubiert wurden. Er lag 

etwa bei 0,4 (0,43 ± 0,02). 

 

Abbildung 9 A zeigt die Ergebnisse der Adhäsionsassays mit den PPARα-Liganden WY-14,643 

und Fenofibrat. Im Vergleich zur Kontrolle hatte die Inkubation der Zellen mit den beiden 

PPARα-Liganden keinen Effekt auf die Adhäsion (n = 3).  

Die Wirkung der PPARγ-Liganden auf die Adhäsion der Endothelzellen ist in Abb. 9 B 

dargestellt. Während 10 µM Troglitazon und Ciglitazon keinen Effekt hatten, bewirkten 20 µM 

eine geringe aber dennoch signifikante Hemmung der Adhäsion (Troglitazon: 18,75 ± 2,95, p < 

0.01; Ciglitazon: 35,2 ± 3,4%, p < 0.01, n = 3).  

PPARγ-Liganden, nicht aber PPARα-Liganden hemmen also geringfügig die Adhäsion 

von Endothelzellen auf einer Gelatine-Matrix in einer Konzentration von 20 µM. Für die Migra-

tionsassays wurden nur Konzentrationen bis 20 µM und nicht höher verwendet. Da die Adhäsi-

onshemmung bei dieser Konzentration eher gering ausgeprägt ist, kann geschlussfolgert werden, 

dass die Ergebnisse der Migrationsassays hauptsächlich durch direkte Effekte der PPAR-

Liganden auf die Migration und nicht durch die geringen Effekte auf die Adhäsion zu erklären 

sind. 
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Abbildung 9:  
Einfluß der PPAR-Liganden auf die Adhäsion von HUVECs auf einer Gelatine-Matrix 
„K“ steht für Kontrolle. 
A: Die PPARα-Liganden haben keinen Einfluss auf die Adhäsion der Endothelzellen. 
B: Die PPARγ-Liganden hemmen die Adhäsion der Zellen in der höchsten untersuchten 
    Konzentration von 20 µM. 
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4.2 Wirkungen der PPAR-Liganden auf die Expression der Adhäsionsmoleküle  

E-Selectin, VCAM-1 und ICAM-1 in vaskulären Endothelzellen 

Nachdem im ersten Schwerpunkt dieser Arbeit die Wirkungen der PPAR-Liganden auf die Mig-

ration von Endothelzellen untersucht wurde, sollte im zweiten Schwerpunkt überprüft werden, 

welche Effekte die PPAR-Liganden auf die Expression der Adhäsionsmoleküle E-Selectin, 

VCAM-1 und ICAM-1 haben. 

Die Abbildungen 10 – 12 zeigen die Ergebnisse der Zell-ELISAs, bei denen der Einfluss 

der PPAR-Liganden auf die Expression der Adhäsionsmoleküle untersucht wurde. Auf der X-

Achse sind die Konzentrationen der Liganden dargestellt, mit denen die Experimente durchge-

führt wurden. Auf der Y-Achse ist die optische Dichte angegeben, die mit einem Filter der Wel-

lenlänge 405 nm gemessen wurde und die proportional zur Stärke der Expression der Adhäsi-

onsmoleküle ist. Links in den Diagrammen sind die beiden Kontrollen dargestellt: die unstimu-

lierte Negativkontrolle und die nur mit TNFα (500 U/ml) ohne PPAR-Liganden stimulierte Posi-

tivkontrolle. Da die Moleküle E-Selectin und VCAM-1 so gut wie nicht konstitutiv exprimiert 

werden (7;8), war der Wert der Negativkontrolle für diese beiden Adhäsionsmoleküle fast Null. 

ICAM-1 wird dagegen in geringem Umfang konstitutiv exprimiert (7;12), weshalb der Kon-

trollwert für ICAM-1 auch ohne Stimulation etwas höher liegt. Anhand der Positivkontrolle sieht 

man, dass sich die Expression aller drei Adhäsionsmoleküle durch Stimulation mit 500 U/ml 

TNFα deutlich steigern ließ. Die Werte zum Zeitpunkt der Messung lagen zwischen 1 und 1,5, 

wobei ICAM-1 meistens die stärkste Expression erreichte, gefolgt von E-Selectin und VCAM-1. 

 

4.2.1  Zell-ELISAs mit PPARα-Liganden 

Die Abbildungen 10 A und B zeigen das Ergebnis der Zell-ELISAs, bei denen die Zellen für 30 

Minuten mit den PPARα-Liganden vorinkubiert und anschließend für vier Stunden mit TNFα 

unter Zugabe der Liganden stimuliert wurden (n = 3). Im Vergleich zu den nur mit TNFα stimu-

lierten Positivkontrollen blieb die Expression aller drei Adhäsionsmoleküle durch WY-14,643 

unbeeinflusst (s. Abb. 10 A).  

Fenofibrat hemmte bei einer Konzentration von 100 µM signifikant die Expression von 

VCAM-1 (53,12 ± 3,7%, p < 0.01) und ICAM-1 (30,78 ± 4,4%, p < 0.05), nicht jedoch von E-

Selectin (s. Abb. 10 B). Geringere Konzentrationen der Liganden hatten keinen Einfluss auf die 

Expression der Adhäsionsmoleküle. 
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Abbildung 10:  
Wirkung der PPARα-Liganden WY-14,643 und Fenofibrat auf die TNFα-induzierte 
Expression der Adhäsionsmoleküle E-Selectin, VCAM-1 und ICAM-1 nach einer 
Vorinkubation der Zellen für 30 Minuten 
A: WY-14,643 hat nach 30 min. Vorinkubation keinen Einfluss auf die TNFα-stimulierte 
     Expression der Adhäsionsmoleküle. 
B: Fenofibrat hemmt nach einer Vorinkubation von 30 min. die TNFα-stimulierte Expression 
     von VCAM-1 (p < 0.01) und ICAM-1 (p < 0.05). 
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Das Ergebnis der 24-stündigen Vorinkubation mit den Liganden und der anschließenden Stimu-

lation ist in den Abbildungen 11 A und B wiedergegeben (n = 3). Unter dem Einfluss von WY-

14,643 wurde hier die Expression von VCAM-1 bei einer Konzentration von 100 µM signifikant 

gehemmt (30,45 ± 8,14%, p < 0.05; s. Abb. 11 A). Fenofibrat hemmte ebenfalls signifikant die 

Expression von VCAM-1 (54,49 ± 5,43%, p < 0.01) und außerdem die Expression von E-

Selectin und ICAM-1 (23,2 ± 5,15%, p < 0.01 bzw. 37,7 ± 3,24%, p < 0.01; s. Abb. 11 B).  

 

Es ließ sich also für die PPARα-Liganden ein hemmender Effekt beobachten, der sowohl kon-

zentrationsabhängig, als auch zeitabhängig war, denn eine Vorinkubation mit WY-14,643 für 30 

Minuten zeigte keinen Effekt, 30 Minuten Vorinkubation mit Fenofibrat hatten nur eine Hem-

mung von VCAM-1 und ICAM-1 zur Folge, nicht aber eine Hemmung von E-Selectin. Nach 24 

Stunden Vorinkubation hemmte WY-14,643 signifikant die Expression von VCAM-1, Feno-

fibrat hemmte die Expression aller drei Adhäsionsmoleküle. Außerdem war die Hemmung von 

ICAM-1 durch Fenofibrat nach einer Vorinkubation für 24 Stunden stärker ausgeprägt als nach 

einer Vorinkubation für 30 Minuten. Die Konzentrationsabhängigkeit zeigte sich dadurch, dass 

trotz der verschiedenen Zeiten der Vorinkubation geringere Konzentrationen als 100 µM keinen 

Effekt auf die Expression der Adhäsionsmoleküle hatten. 
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Abbildung 11:  
Wirkung der PPARα-Liganden WY-14,643 und Fenofibrat auf die TNFα-induzierte 
Expression der Adhäsionsmoleküle E-Selectin, VCAM-1 und ICAM-1 nach einer 
Vorinkubation von 24 Stunden 
A: WY-14,643 hemmt geringfügig aber signifikant die Expression von VCAM-1 (p < 0.05) in 
     einer Konzentration von 100 µM. 
B: Fenofibrat hemmt die Expression aller drei Adhäsionsmoleküle (alle p < 0.01) in einer 
     Konzentration von 100 µM. 
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4.2.2 Zell-ELISAs mit PPARγ-Liganden 

Das Ergebnis der Zell-ELISAs, bei denen die Zellen für 30 Minuten mit den PPARγ-Liganden 

vorinkubiert und anschließend mit TNFα (500 U/ml) für vier Stunden stimuliert wurden, ist in 

den Abbildungen 12 A und B dargestellt (n = 3). Weder durch Troglitazon, noch durch Ciglita-

zon war ein hemmender Effekt auf die Expression der Adhäsionsmoleküle zu beobachten. Ihre 

Expression blieb durch die Liganden in den verschiedenen Konzentrationen unbeeinflusst. 

 

Die Vorinkubation der Zellen für 24 Stunden mit den PPARγ-Liganden und anschließender Sti-

mulation mit TNFα (s. Abb. 12 C und D, n = 3) zeigte ein nahezu gleiches Ergebnis: Im Ver-

gleich zur nur mit TNFα stimulierten Positivkontrolle blieb die Expression aller drei Adhäsi-

onsmoleküle unter dem Einfluss von Troglitazon und Ciglitazon abgesehen von einer geringen 

Schwankungsbreite  unverändert.  

 

Dies zeigte, dass PPARγ-Liganden weder in Abhängigkeit von der Konzentration, noch in Ab-

hängigkeit von der Vorinkubationszeit einen Einfluss auf die Expression der Adhäsionsmoleküle 

hatten.  
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Abbildung 12:  
Wirkungen der PPARγ-Liganden Troglitazon und Ciglitazon auf die TNFα-induzierte 
Expression der Adhäsionsmoleküle E-Selectin, VCAM-1 und ICAM-1 nach einer 
Vorinkubation der Zellen für 30 Minuten bzw. 24 Stunden 
A und B: Die Zellen wurden für 30 min. mit den PPARγ-Liganden vorinkubiert und 
               anschließend mit TNFα stimuliert. Weder Troglitazon, noch Ciglitazon hat einen 
               Effekt auf die Expression der Moleküle. 
C und D: Auch nach 24-stündiger Vorinkubation der Zellen mit den PPARγ-Liganden und 
               anschließender TNFα-Stimulation zeigen Troglitazon und Ciglitazon keinerlei 
               Effekte auf die Expression von E-Selectin, VCAM-1 und ICAM-1. 

52 



 

53

4.3 Apoptose-Assay 

Die PPAR-Liganden hatten in den Migrationsassays eine relativ starke hemmende Wirkung ge-

zeigt und bewirkten in den Zell-ELISAs erst in hohen Konzentrationen einen Effekt auf die Ex-

pression der Adhäsionsmoleküle. Um auszuschließen, dass die beobachteten Effekte durch A-

poptose-Induktion in  den Zellen zustande kommen, wurde in einem Apoptose-Assay mit der 

TUNEL-Methode überprüft, ob und in welchem Umfang die PPAR-Liganden in Endothelzellen 

Apoptose induzieren. 

Abbildung 13 zeigt exemplarisch eine Auswahl der Zell-Präparate, mit denen die Prüfung 

einer möglichen Apoptose-Induktion durch PPAR-Liganden durchgeführt wurde. In drei unab-

hängigen Versuchen wurden die Zellen mit den PPAR-Liganden in den höchsten verwendeten 

Konzentrationen von 100 µM für 24 Stunden inkubiert und anschließend mit TNFα (500 U/ml) 

für vier Stunden stimuliert. Anschließend wurde das Ausmaß der Apoptose in den Zellen gemes-

sen. Da die Zellen außerdem kurz mit Toluidinblau angefärbt wurden, konnten die Zellgrenzen 

gut voneinander unterschieden und die Zellkerne gut erkannt werden. Die Ergebnisse zeigten 

keine Apoptose in nennenswertem Umfang. Die Zellen sahen unabhängig von der Substanz, mit 

der sie inkubiert wurden, homogen und normal aus. In den Zellkernen und auch im Zytosol wa-

ren keine dunkelbraun gefärbten Strukturen erkennbar, die der Markierung von durch Apoptose 

entstandenen DNA-Strangbrüchen entsprochen hätten. Dies lässt den Schluss zu, dass die PPAR-

Liganden in Endothelzellen keine Apoptose in relevantem Ausmaß induziert haben. Toxische 

Effekte scheiden daher als Erklärung für die beobachteten hemmenden Effekte der Liganden auf 

die Migration und die Expression der Adhäsionsmoleküle in Endothelzellen aus. 
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Abbildung 13: 
Überprüfung einer möglichen Apoptose-Induktion durch PPARα- und PPARγ-Liganden in 
Endothelzellen. Die Präparate zeigen die Zellen in einer 30-fachen Vergrößerung. Bis auf die 
unbehandelte Kontrolle (A) wurden die Zellen für 24 Stunden mit Troglitazon (B), Ciglitazon 
(C), Fenofibrat (D) und WY-14,643 (E) vorinkubiert und für 4 Stunden mit TNFα stimuliert. 
Die Pfeile kennzeichnen exemplarisch angefärbte Zellkerne (Blockpfeile) bzw. 
mitangefärbten Zelldetritus (Kopfpfeile). 
Der Gesamtaspekt der Präparate zeigt ein ruhiges und homogenes Zellgefüge. Es sind nur 
wenig dunkel gefärbte Zellkerne zu erkennen, so dass eine Apoptose-Induktion durch die 
PPAR-Liganden in relevantem Ausmaß unwahrscheinlich ist. 
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5 Diskussion 

 

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse 

In der vorliegenden Arbeit sollte in einem ersten Schwerpunkt der Effekt von PPAR-Liganden 

auf die VEGF-induzierte Endothelzellmigration untersucht werden. Dabei sollte im Falle einer 

Beeinflussung der Migration geprüft werden, welche Komponenten der Signaltransdukti-

onskaskade die beobachteten Effekte vermitteln. In einem  zweiten Schwerpunkt sollte die Wir-

kung der PPAR-Liganden auf die Expression der Adhäsionsmoleküle E-Selectin, VCAM-1 und 

ICAM-1 in Endothelzellen untersucht werden. 

 Die PPARα-Liganden WY-14,643 und Fenofibrat und die PPARγ-Liganden Troglitazon 

und Ciglitazon hemmten signifikant und konzentrationsabhängig die VEGF-induzierte Endothel-

zellmigration. Die Migration war sowohl MAP-Kinase-abhängig, als auch Akt-abhängig. Wäh-

rend die PPAR-Liganden auf die Phosphorylierung von ERK 1/2 keinen Einfluss hatten, hemm-

ten sie die Phosphorylierung von Akt. Die Adhäsion der Zellen wurde nur durch PPARγ-

Liganden in der höchsten verwendeten Konzentration, nicht aber durch PPARα-Liganden beein-

flusst.  

 Nach einer Vorinkubation der Zellen für 24 Stunden und einer anschließenden Stimulation 

der Endothelzellen mit TNFα (500 U/ml) für vier Stunden hemmten die PPARα-Liganden die 

Expression von VCAM-1, wobei Fenofibrat zusätzlich die Expression von E-Selectin und 

ICAM-1 hemmte. Die hemmenden Effekte waren bei einer Vorinkubation von 30 Minuten we-

sentlich geringer ausgeprägt. Die PPARγ-Liganden hatten keinen Einfluss auf die Expression der 

Adhäsionsmoleküle. 

 

5.2 Diskussion der Ergebnisse 

 

5.2.1 Wirkung der PPAR-Liganden auf den Prozess der Migration von Endothelzellen 

Den einen Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit bildete die Untersuchung der Effekte von 

PPAR-Liganden auf die VEGF-induzierte Migration von vaskulären Endothelzellen. Hierbei 

wurde sowohl der eigentliche Migrationsvorgang untersucht, als auch der Einfluss der PPAR-

Liganden auf die Adhäsion von Endothelzellen, da die Adhäsion und De-Adhäsion auf extrazel-

lulärer Matrix ein Teil des Migrationsvorganges ist. Ferner wurden Teile des Signaltransdukti-

onsweges untersucht, durch den die Stimulation der Zellen mit VEGF zur Migration führt. 
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5.2.1.1 Migration 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen zum ersten Mal, dass PPARα- und PPARγ-

Liganden die VEGF-induzierte Migration von Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen 

(HUVECs) hemmen. Ferner konnte erstmals der Mechanismus dieser Migrationshemmung iden-

tifiziert werden, der in einer Inhibition der Phosphorylierung der Serin/Threonin-Kinase Akt 

durch die PPAR-Liganden besteht. 

 Die Ergebnisse der Migrationsversuche mit den HUVECs korrelieren gut mit den Ergeb-

nissen anderer Arbeitsgruppen, die migrationshemmende Effekte von PPAR-Liganden in ande-

ren Zelltypen wie glatten Gefäßmuskelzellen (55;56;84;85;102), Monozyten (80) und retinalen 

Pigmentepithelzellen bzw. bovinen choroidalen Endothelzellen (109;110) nachweisen konnten. 

In diesen Arbeiten wurden jedoch ausschließlich PPARγ-Liganden verwendet. Somit gelang in 

dieser Arbeit auch der erste Nachweis dafür, dass PPARα-Liganden ebenfalls in der Lage sind, 

die gerichtete Migration von Zellen zu inhibieren. Die verwendeten Konzentrationen der PPAR-

Liganden entsprechen denen, die in anderen Studien verwendet wurden. Da in Vorversuchen 

eine maximale Endothelzellmigration mit 10 ng/ml VEGF induziert werden konnte, wurde diese 

Konzentration für die Migrationsassays mit den PPAR-Liganden verwendet. Diese Dosierung 

wurde unabhängig davon auch von anderen Arbeitsgruppen gewählt (106;110).  

 Bei einem Vergleich der Wirkstärke von PPARα- und PPARγ-Liganden fällt auf, dass 

PPARγ-Liganden bei gleichen Konzentrationen eine größere Wirkstärke haben als PPARα-

Liganden. Dieser Effekt ist möglicherweise durch eine unterschiedliche Beeinflussung der Adhä-

sion der Endothelzellen auf der Gelatine-Matrix zu erklären. In den Adhäsionsassays der vorlie-

genden Arbeit konnte gezeigt werden, dass PPARγ-Liganden, nicht hingegen PPARα-Liganden 

schwach aber signifikant die Adhäsion der Zellen hemmen. Da der Prozess der Migration der 

Zellen mit Adhäsion und De-Adhäsion auf extrazellulärer Matrix verbunden ist, haben die 

PPARγ-Liganden möglicherweise zusätzliche Wirkungen auf dieser Ebene, die letztendlich die 

migrationshemmende Wirkungen verstärken. Als eine andere Erklärungsmöglichkeit kann die 

unterschiedliche Affinität der Liganden zu den Rezeptoren dienen. Mittels Transactivation As-

says wurde analysiert, dass PPARγ-Liganden ihren Rezeptor in niedrigeren Konzentrationen 

aktivieren als PPARα-Liganden  (156). Die Verwendung gleicher Konzentrationen hätte somit 

eine stärkere Aktivierung von PPARγ im Vergleich zu PPARα zur Folge. 

Insgesamt zeigen die PPAR-Liganden eine starke migrationshemmende Wirkung. In der 

vorliegenden Arbeit konnte somit erstmals gezeigt werden, dass sowohl PPARα-Liganden, als 
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auch PPARγ-Liganden die VEGF-induzierte Migration von HUVECs hemmen.  

 

5.2.1.2 Signaltransduktion 

Für die Wachstumsfaktor-induzierte Migration von vaskulären Zellen sind bisher hauptsächlich 

zwei Signaltransduktionswege beschrieben worden, die diese Migration vermitteln. Dies ist zum 

einen der PI(3)-Kinase-Akt-Pathway und der MEK-MAP-Kinase-Pathway. Im folgenden soll 

nun auf eine mögliche Involvierung der beiden Wege in die Signaltransduktion der VEGF-

induzierten Endothelzellmigration und deren mögliche Beeinflussung durch die PPAR-Liganden 

eingegangen werden.  

Die p42/p44 Mitogen-aktivierten Protein-Kinasen, auch extrazellulär-regulierte Kina-

sen 1/2 (ERK 1/2) genannt, sind zwei Isoformen der MAP-Kinase (MAP-K).  Ihre Aktivierung 

wird in verschiedenen Zelltypen wie glatten Gefäßmuskelzellen, Monozyten und Endothelzellen 

durch Migrations-Faktoren induziert (2;56;67;80;121;155). Es wurde gezeigt, dass sowohl die 

PDGF- und TNFα-induzierte Migration von glatten Gefäßmuskelzellen, als auch die MCP-1-

induzierte Migration von Monozyten MAP-Kinase-abhängig ist, denn durch Hemmung der 

MAP-Kinase-Aktivierung durch den pharmakologischen MEK-Hemmstoff PD 98059 konnte die 

Migration dieser Zellen aufgehoben werden (56;67;80). In der vorliegenden Arbeit konnte ge-

zeigt werden, dass auch die VEGF-induzierte Endothelzellmigration MAP-Kinase abhängig ist, 

da auch hier PD 98059 die Migration der Zellen vollständig inhibierte (siehe Kap. 4.1.3).  

Die MAP-Kinase ist in der Lage, die Migration über zytosolische und nukleäre Signalwege 

zu vermitteln. Einen zytosolischen Weg stellt die Phosphorylierung von Myosin-Leichtketten 

(MLC)-Kinasen (MLCK) durch MAP-K dar, wie er in glatten Gefäßmuskelzellen nachgewiesen 

werden konnte (17;21). MLC sind essentiell für die Migration von Zellen, indem sie das Aktin-

Myosin-Zusammenspiel koordinieren und so die geordnete Fortbewegung der Zellen gewährleis-

ten.  

Für den Abbau von extrazellulärer Matrix, der die Invasion von Zellen in neues Territori-

um ermöglicht, ist die Expression und Sekretion von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) not-

wendig. Dies wird in Endothelzellen über einen nukleären Signalweg vermittelt. Nach ihrer Ak-

tivierung transloziert die MAP-Kinase in den Nukleus, wo sie Transkriptionsfaktoren phosphory-

liert und so die Transkription von Genen reguliert (139). In diesen nukleären Weg ist u.a. der 

Transkriptionsfaktor Ets-1 involviert, der die Expression von MMP-1, MMP-3 und MMP-9 re-

guliert (115). Seine Expression wird durch VEGF und andere Zytokine über die MAP-Kinase 
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induziert (52;142). Lamoreaux et al. (83) konnten nachweisen, dass in Endothelzellen nach Sti-

mulation durch VEGF die Sekretion von Gelatinase A (MMP-9) zunimmt und die Produktion 

von MMP-Inhibitoren wie TIMP (tissue-inhibitor of metalloproteinases) abnimmt. In Gefäß-

muskelzellen wird die Expression und Sekretion von MMPs ebenfalls durch die MAP-Kinase 

vermittelt (20), und die Migration dieser Zellen ist MMP-abhängig (120;162).  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine Hemmung der Endothelzellmigration 

durch PPARα- und PPARγ-Liganden. Da die MAP-Kinase an der Vermittlung des Migrations-

vorgangs beteiligt ist, wurde untersucht, ob die PPAR-Liganden möglicherweise über eine 

Hemmung der MAP-Kinase durch Beeinflussung zytosolischer oder nukleärer Signaltransdukti-

onswege antimigratorisch wirken. Im Western Blot bestätigte sich zwar die MAP-Kinase-

Abhängigkeit der Endothelzellmigration, denn ihre Phosphorylierung und Aktivierung wurde 

durch VEGF im Vergleich zur unstimulierten Negativkontrolle stark erhöht und konnte durch 

den pharmakologischen MEK-Inhibitor PD 98059 gehemmt werden. Jedoch hatten weder die 

PPARα-Liganden WY-14,643 und Fenofibrat, noch die PPARγ-Liganden Troglitazon und Cigli-

tazon einen Einfluss auf die Phosphorylierung der MAP-Kinase. Die Hemmung der Migration 

der Endothelzellen durch PPAR-Liganden wird also nicht über eine Inhibition der MAP-K-

Phosphorylierung vermittelt. Dieses Ergebnis ist im Einklang mit Untersuchungen, die an Ge-

fäßmuskelzellen und Monozyten eine MAP-Kinase-abhängige Migration beobachteten, die 

durch PPAR-Liganden gehemmt werden konnte, bei denen die Hemmung jedoch ebenfalls nicht 

durch eine Hemmung der Aktivierung der MAP-Kinase vermittelt wurde (55;56;80). Mögli-

cherweise beeinflussen also die PPAR-Liganden den zytosolischen oder den nukleären Weg erst 

downstream der MAP-Kinase. Hinweise für eine Beeinflussung des nukleären Weges liefern 

Arbeiten, in denen gezeigt werden konnte, dass PPARγ-Liganden und z.T. auch PPARα-

Liganden in glatten Gefäßmuskelzellen und in Monozyten die Expression und Aktivität von 

MMP-9 inhibieren (102;103;141). Goetze et al. (53;54) konnten zeigen, dass Troglitazon nach 

Stimulation von Gefäßmuskelzellen mit Angiotensin II, das ebenfalls als Migrationsfaktor über 

den MAP-Kinase-Pathway wirkt, zwar nicht die Aktivierung und Phosphorylierung der MAP-

Kinase hemmt, wohl aber deren Translokation in den Nukleus und vermutlich auf diese Weise 

migrationsinhibierend wirkt (54). Darüber hinaus konnten sie nachweisen, dass PPAR-Liganden 

die PDGF-induzierte Expression des Transkriptionsfaktors Ets-1, der die Transkription von 

MMP-2 und MMP-9 reguliert, in glatten Gefäßmuskelzellen in vitro und in vivo nach Ballon-

Verletzung der Gefäßwand hemmen  (53). Die zytosolische Aktivierung der MLCK blieb durch 

die PPARγ-Liganden unbeeinflusst. Die Wirkungen der PPAR-Liganden auf die Myosin-
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Leichtketten-Kinasen sind in der Literatur noch unzureichend bekannt. Somit ist nicht ausge-

schlossen, dass nicht auch der zytosolische Weg durch die Liganden beeinflusst werden kann. 

Im Mittelpunkt des anderen in Frage kommenden Signaltransduktionsweges für die VEGF-

vermittelte Endothelzellmigration steht die Serin/Threonin-Kinase Akt (Proteinkinase B) (38). 

Sie wird durch VEGF über die Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase (PI[3]-Kinase) aktiviert (157) 

und entfaltet ihre Wirkung über zwei Mechanismen: Sie stimuliert erstens in vaskulären und 

nicht-vaskulären Zellen die Aktin/Myosin-Zytoskelett-Reorganisation und anschließend die 

Zellbewegung (105;106). Zweitens aktiviert Akt die endotheliale NO-Synthase (eNOS) durch 

Phosphorylierung am Serin-Rest 1177 in humanen Endothelzellen (37) und am Serin-Rest 1179 

in bovinen Endothelzellen (49). Dadurch wird in den Zellen aus L-Arginin NO produziert, das 

promigratorisch wirkt (36;118). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die 

VEGF-induzierte Endothelzellmigration PI(3)-Kinase-Akt-abhängig ist, denn eine Hemmung 

des Signaltransduktionsweges durch den PI(3)-Kinase-Inhibitor Wortmannin hatte eine Hem-

mung der VEGF-induzierten  Endothelzellmigration zur Folge (siehe Kap. 4.1.3). Dieses Ergeb-

nis korreliert mit den Ergebnissen anderer Studien, in denen nachgewiesen werden konnte, dass 

Wortmannin und LY 294002 (ebenfalls ein PI[3]-Hemmstoff) Teile der Transduktionskaskade 

(37;49) und die gesamte VEGF-induzierte Migration hemmen (36;106). Da die PPAR-Liganden 

in den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ebenfalls die Migration der Endothelzellen hemm-

ten, diese Hemmung jedoch nicht durch Inhibition der MAP-Kinase-Aktivierung zu erklären 

war, und da der ebenfalls migrationshemmend wirkende Stoff Wortmannin die Phosphorylierung 

von Akt inhibierte, wurde mit Western Blots der Einfluss der Liganden auf die Phosphorylierung 

von Akt untersucht. Sowohl die PPARα-Liganden WY-14,643 und Fenofibrat, als auch die 

PPARγ-Liganden Troglitazon und Ciglitazon hemmten die Phosphorylierung der Se-

rin/Threonin-Kinase Akt. Damit konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal gezeigt werden, dass die 

durch die PPAR-Liganden induzierte Hemmung der VEGF-induzierten Endothelzellmigration 

über eine Inhibition der Phosphorylierung von Akt vermittelt wird. In Analogie zu Abbildung 1 

in Kapitel 2 kann das Schaubild nun vervollständigt werden (siehe Abb. 15): Die migrations-

hemmende Wirkung der PPAR-Liganden wird über eine Inhibition der Phosphorylierung von 

Akt vermittelt. Die Phosphorylierung der MAP-Kinase bleibt durch die Liganden unbeeinflusst. 

Diese Hypothese wird durch eine Arbeit von Goetze et al. unterstützt, die nachweisen konnte, 

dass auch die Leptin-induzierte Endothelzellmigration über Akt vermittelt und durch PPARγ-

Liganden gehemmt wird (51). 
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Abbildung 14:  
Schematische Darstellung von zwei möglichen Signaltransduktionskaskaden, über die die 
Stimulation mit VEGF zur Endothelzellmigration führen kann, und ihre Beeinflussung durch 
spezifische Enzyminhibitoren und PPAR-Liganden (vgl. auch Abb. 1) 
(1): Der MEK-MAP-Kinase-Pathway: 

Eine Blockade von MEK mit dem pharmakologischen Hemmstoff PD 98059 hat eine 
Inhibition der Endothelzellmigration durch Hemmung der Phosphorylierung der MAP-
Kinase (ERK 1/2) zur Folge. Die PPAR-Liganden, die ebenfalls die Migration hemmten, 
hatten jedoch keinen Einfluss auf die Phosphorylierung der MAP-Kinase. 
Möglicherweise wirken die PPAR-Liganden downstream der MAP-Kinase, z.B. durch 
Beeinflussung der Myosin-Leichtketten-Kinase MLCK (1a) oder durch Hemmung der 
Produktion von Matrix-Metalloproteinasen MMPs (1b). 

(2): Der PI(3)-Kinase-Akt-Pathway: 
Die spezifischen Hemmstoffe der PI(3)-Kinase Wortmannin und LY 294002 hemmen die 
Endothelzellmigration durch Inhibition der Akt-Phosphorylierung. In der vorliegenden 
Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass PPAR-Liganden die 
Phosphorylierung von Akt hemmen und wahrscheinlich über diesen Mechanismus 
migrationsinhibierend wirken. 
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Die Untersuchung der Effekte von PPARα- und PPARγ-Liganden auf die Migration von Endo-

thelzellen und der dabei beteiligten Komponenten der Signaltransduktion bildeten den ersten 

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl PPARα-, als auch 

PPARγ-Liganden die VEGF-induzierte Endothelzellmigration hemmen, und dass diese Migrati-

onshemmung durch eine Inhibition der Phosphorylierung der Serin/Threonin-Kinase Akt vermit-

telt wird.  

Den Ausgangspunkt für die Untersuchungen der Effekte der PPAR-Liganden auf die Mig-

ration von Endothelzellen bildeten die Erkenntnisse, dass die PPAR-Liganden verschiedene pro-

tektive Effekte im kardiovaskulären System und in Endothelzellen haben (9;18), und dass die 

Neovaskularisierung atherosklerotischer Gefäße einen maßgeblicher Faktor beim Fortschreiten 

der Atherosklerose, der Bildung und Größenzunahme atherosklerotischer Plaques und schließ-

lich der Ruptur solcher Plaques darstellt (30;113;124). Da in dieser Arbeit gezeigt werden konn-

te, dass die PPAR-Liganden die Migration von Endothelzellen stark hemmen, lässt sich schluss-

folgern, dass PPAR-Liganden als potente Hemmstoffe der Neovaskularisation eingesetzt werden 

könnten und dass sich damit zumindest eine von vielen Komponenten, die das Fortschreiten oder 

sogar die Entwicklung der Atherosklerose begünstigen, verhindern ließe. Da metabolische Er-

krankungen wie Hyperlipidämie und Diabetes mellitus zu den Hauptrisikofaktoren für die Ent-

stehung der Atherosklerose zählen, hätte die Verordnung von PPAR-Liganden an solche Patien-

ten einen dualen Effekt: Zum einen würde durch die Gabe von PPARα-Liganden wie Fenofibrat 

an Patienten mit Hyperlipidämie und die Gabe von PPARγ-Liganden wie Ciglitazon an Patienten 

mit NIDDM die Grundkrankheit dieser Patienten behandelt werden, zum anderen könnte durch 

die direkten vaskuloprotektiven Effekte der PPARα- und PPARγ-Liganden das Risiko dieser 

Patienten, eine Atherosklerose zu entwickeln, zusätzlich gesenkt und eine bereits bestehende 

Atherosklerose eventuell sogar rückgängig gemacht werden, denn die frühen Stadien der Athe-

rosklerose sind potentiell reversibel (130). Die klinische Relevanz der hier erhobenen Ergebnisse 

wird durch eine Arbeit unterstrichen, in der nachgewiesen wurde, dass Hemmstoffe der Angio-

genese wie Endostatin und das Fumagillin-Analogon TNP-470 in der Lage sind, intimale Neo-

vaskularisation und die Größenzunahme atherosklerotischer Plaques zu inhibieren und damit das 

Fortschreiten der Atherosklerose aufzuhalten (107). Wenn die PPAR-Liganden unter in vivo-

Bedingungen ebenso starke Migrationshemmstoffe sind wie unter in vitro-Bedingungen, würde 

das neue therapeutische Möglichkeiten für die Behandlung der Atherosklerose eröffnen. Dass 

sich PPAR-Liganden positiv auf den Verlauf einer Atherosklerose auswirken, wird durch die 

Ergebnisse zweier Arbeiten unterstützt, die belegen, dass PPARγ-Liganden in LDL-Rezeptor-
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defizienten, z.T. diabetischen Mäusen das Ausmaß atherosklerotischer Läsionen vermindern 

(22;88). Collins et al. (22) verabreichten den Tieren 400 mg/kg KG/d Troglitazon. In einer frühe-

ren Studie aus der gleichen Arbeitsgruppe konnte mit dieser Dosierung die Verdickung der Ne-

ointima nach Ballonverletzung vermindert werden (85). Diese Dosis ist recht hoch, Patienten 

erhalten bisher therapeutische Dosen von maximal 800 mg pro Tag. Nimmt man der Anschau-

lichkeit halber ein Durchschnittsgewicht eines Typ II-Diabetikers von etwa 80 kg an, so entsprä-

che das einer Tagesdosis von 10 mg/kg KG. Allerdings senken schon 200 mg am Tag den Insu-

linspiegel, 600 mg senken den Spiegel von freien Fettsäuren im Blut (96). Li et al. (88) konnten 

an LDL-Rezeptor-defizienten Mäusen zeigen, dass auch 20 mg/kg KG/d der PPARγ-Liganden 

Rosiglitazon und GW7845 die Entwicklung einer Atherosklerose in männlichen Tieren verhin-

dern. Es existieren bisher keine Studien, die gezielt den Effekt von PPAR-Liganden auf die Ent-

wicklung atherosklerotischer Plaques oder die Anzahl kardiovaskulärer Ereignisse unter PPAR-

Medikation am Menschen untersuchen, daher ist bislang unklar, ob die bisher verwendeten Do-

sierungen auch antiatherogen wirken, oder ob dazu höhere Gaben notwendig sind. Erste Hinwei-

se für eine realistische und effektive antiatherogene Tagesdosis von PPARγ-Liganden zeigen 

zwei Studien von Marx et al. (98;99), in denen bei Typ II-Diabetikern die Serumspiegel be-

stimmter Parameter, die mit einem erhöhten Risiko für die Entwicklung einer koronaren Herzer-

krankung (KHE) assoziiert sind (löslicher CD 40-Ligand [sCD40L], MMP-9, Serum-Amyloid A 

[SAA] und TNFα), gemessen wurden und in denen gegenüber einer unbehandelten Kontroll-

gruppe eine signifikante Senkung der Serumkonzentrationen dieser Parameter bei Patienten er-

reicht werden konnte, die zwei mal täglich 4 mg Rosiglitazon bekamen. Weitere Untersuchun-

gen, vor allem auch mit PPARα-Liganden, sind erforderlich, um erstens das Ausmaß der antia-

therogenen Wirkung der PPAR-Liganden am Menschen zu untersuchen und zweitens herauszu-

finden, ob diese Wirkung durch eine Hemmung der Neovaskularisation in atherosklerotischen 

Gefäßabschnitten oder durch eine Senkung der Risikofaktoren wie Hyperinsulinämie und Hyper-

lipidämie vermittelt wird. 

Es lassen sich jedoch auch Nachteile einer Migrationshemmung und damit einer Hemmung 

der Angiogenese erkennen. In atherosklerotischen Gefäßen kann die Perfusion des durch das 

Gefäß versorgten Gebietes ab einem gewissen Stenosierungsgrad nicht mehr gewährleistet wer-

den. In solchen Fällen kommt es durch Angiogenese zur Entwicklung von Umgehungskreisläu-

fen, mit denen oft eine wieder ausreichende Perfusion erreicht werden kann. Eine Hemmung der 

Angiogenese würde in diesem Fall die Bildung von Kollateralen verhindern und damit die Ge-

webeversorgung mit Sauerstoff und anderen Nährstoffen verschlechtern. Gerade bei einer diabe-
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tischen Stoffwechsellage ist die Fähigkeit zur Kollateralisierung noch geringer ausgeprägt (153). 

Ein angiogenesehemmender Effekt der zur Behandlung des Typ II-Diabetes eingesetzten 

PPARγ-Liganden Troglitazon und Ciglitazon hätte so eine zusätzliche Verschlechterung des Ge-

fäßstatus in diesen Patienten zur Folge. Es lassen sich jedoch auch Vorteile einer Hemmung der 

Angiogenese gerade bei Patienten mit Diabetes mellitus erkennen. Bei ihnen ist die Entwicklung 

einer diabetischen Retinopathie eine gefürchtete Komplikation. Hierbei sind die Netzhautgefäße 

durch Verdickung der Basalmembran des Endothels sklerotisch und führen dadurch zu Kapillar-

verschlüssen und Ischämie. Die dadurch ausgelösten Gefäßneubildungen sollen die minderver-

sorgte Netzhaut revaskularisieren, führen jedoch nur zu Netzhautödemen und exsudativer Paren-

chymzerstörung (44;87). Sowohl in vitro, als auch in vivo konnte jedoch ein protektiver Effekt 

der PPARγ-Liganden auf die Entwicklung und das Fortschreiten einer solchen Retinopathie 

nachgewiesen werden (109;110). Es überwiegen also offensichtlich insgesamt die Vorteile einer 

Hemmung der Angiogenese durch PPAR-Liganden bei diesen Patienten.  

 

5.2.2 Wirkung der PPAR-Liganden auf die Expression der endothelialen  

Adhäsionsmoleküle 

Der andere Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag in der Untersuchung des Einflusses der 

PPAR-Liganden auf die Expression der endothelialen Adhäsionsmoleküle E-Selectin, VCAM-1 

und ICAM-1. Stellvertretend für andere, ebenfalls in den Prozess der Atherosklerose involvierten 

Zytokine, wurde TNFα als Induktor der Adhäsionsmolekülexpression verwendet, da er ein guter 

NF-κB-Aktivator ist (24;33) und in atherosklerotischen Plaques zu finden ist (94;130). Die 

PPARγ-Liganden Troglitazon und Ciglitazon hatten auch in hohen Konzentrationen von 100 µM 

keinen Einfluss auf die Expression der Adhäsionsmoleküle E-Selectin, VCAM-1 und ICAM-1, 

weder nach 30-minütiger, noch nach 24-stündiger Vorinkubation. Die PPARα-Liganden WY-

14,643 und Fenofibrat zeigten einen hemmenden Effekt auf die Expression von VCAM-1, wobei 

Fenofibrat außerdem die Expression von E-Selectin und ICAM-1 hemmte. Die beobachtete 

Hemmung war zeitabhängig: Eine Vorinkubation der Zellen mit den PPARα-Liganden für 30 

Minuten ergab einen hemmenden Effekt auf die Expression von VCAM-1 und ICAM-1 durch 

Fenofibrat in einer Konzentration von 100 µM. Nach einer Vorinkubation von 24 Stunden 

hemmte WY-14,643 die Expression von VCAM-1 und Fenofibrat die Expression aller drei Ad-

häsionsmoleküle. Die Hemmung war außerdem konzentrationsabhängig, denn Konzentrationen 

von 0,01 µM bis 20 µM hatten keinen Effekt, erst bei 100 µM konnte eine Hemmung der Ex-

pression durch die PPARα-Liganden Fenofibrat und WY-14,643 beobachtet werden. Da erst bei 
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solch hohen Konzentrationen hemmende Effekte beobachtet werden konnten und es zudem Be-

richte gibt, nach denen vor allem PPARγ-Liganden, aber auch PPARα-Liganden in Endothelzel-

len (10), glatten Gefäßmuskelzellen (57;116) und Monozyten (19) Apoptose induzieren können, 

war nicht auszuschließen, dass die beobachteten Effekte durch Apoptose der Endothelzellen her-

vorgerufen wurden (62). Deshalb wurde mit einem TUNEL-Assay gemessen, ob die PPAR-

Liganden in den Zellen Apoptose induzieren. Nach der Inkubation der Zellen für die Höchstdau-

er der für die Experimente verwendeten Inkubationszeit von 24 Stunden und der höchsten ver-

wendeten Konzentration von 100 µM und anschließender Stimulation mit TNFα für vier Stun-

den waren jedoch keinerlei Anzeichen für eine Apoptose-Induktion zu beobachten. In den meis-

ten Untersuchungen von anderen Arbeitsgruppen, die mit PPARα-Liganden wie Fenofibrat und 

WY-14,643 arbeiten, werden ebenfalls diese und z.T. noch höhere Konzentration verwendet 

(32;33;74;104). Ferner sind die verwendeten Konzentrationen von Fenofibrat denen vergleich-

bar, die in Patienten erreicht werden (154). Im Vergleich zu den Troglitazon-Konzentrationen 

von bis zu 5 µM, die bei therapeutischer Dosierung im Menschen erreicht werden (116;145), 

waren die für die Zell-ELISAs verwendeten Konzentrationen von bis zu 100 µM zwar z.T. we-

sentlich höher; da jedoch auch bei solch hohen Konzentrationen die Expression der Adhäsions-

moleküle gleich blieb, Ciglitazon und Troglitazon also keinerlei Wirkung zeigen,  erscheint ein 

toxischer Effekt der PPARγ-Liganden auf die Endothelzellen unwahrscheinlich. Obwohl also 

eine Induktion des programmierten Zelltodes nicht für die beobachtete Hemmung der Expression 

der Adhäsionsmoleküle durch PPARα-Liganden verantwortlich ist, muss der hemmende Effekt 

der Liganden dennoch kritisch beurteilt werden: Die inhibitorische Wirkung von WY-14,643 

und Fenofibrat war erst bei der verwendeten Höchstkonzentration von 100 µM zu beobachten. 

Es ist fraglich, ob solch hohe Konzentrationen auch in vivo erreicht werden können. 

Während der eigenen Untersuchung der Wirkungen von PPAR-Liganden auf die Expressi-

on der endothelialen Adhäsionsmoleküle erschienen einige Artikel, die ebenfalls den Einfluss 

der PPAR-Liganden auf diese Moleküle untersuchten (15;74;104;119). Die Ergebnisse sind zum 

Teil recht widersprüchlich. Marx et al. (104) haben die Expression der Adhäsionsmoleküle in 

den Endothelzellen menschlicher Vv. saphenae mittels Zell-ELISA gemessen. Die Zellen wur-

den für 24 Stunden mit den PPARα-Liganden Fenofibrat (100 µM) und WY-14,643 (250 µM) 

und mit den PPARγ-Liganden Troglitazon, 15-deoxy-∆12,14-prostaglandin J2 (15d-PGJ2) und Ro-

siglitazon (BRL 49653) (alle 10 µM) vorinkubiert und danach für acht Stunden mit TNFα (10 

µg/l) stimuliert. Die PPARα-Liganden hemmten die Expression von VCAM-1, nicht aber die 

Expression von ICAM-1 und E-Selectin. In einer Extramessung mit Fenofibrat wurde die TNFα-
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stimulierte VCAM-1-Expression in einer Konzentration von 10 µM und 100 µM gehemmt, die 

IL-1β-stimulierte Expression wurde erst ab 100 µM gehemmt. Es wurde außerdem eine zeitab-

hängige Messung der VCAM-1-Expressionshemmung mit steigenden Fenofibrat-

Vorinkubationszeiten durchgeführt, die zeigte, dass die VCAM-1-Expression mit steigender 

Vorinkubationszeit abnimmt. PPARγ-Liganden hatten keinerlei Wirkung auf die Expression aller 

drei Adhäsionsmoleküle. 

Nach den Ergebnissen von Jackson et al. (74) haben sowohl PPARα-, als auch PPARγ-

Liganden eine hemmende Wirkung auf die Expression der Adhäsionsmoleküle. Es wurde ein 

leicht modifizierter Zell-ELISA für die Messung der Adhäsionsmolekülexpression verwendet; 

die Endothelzellen, die aus menschlichen Aorten gewonnen wurden, wurden nach der Vorinku-

bation und Stimulation mit 4% Paraformaldehyd fixiert. Als Stimulanzien wurden Lipopolysac-

charid (LPS, 1 ng/ml) und Phorbol 12-Myristat 13-Azetat (PMA, 1 und 5 ng/ml) verwendet. Die 

Expression von VCAM-1 wurde partiell durch den PPARα-Liganden WY-14,643 (andere wur-

den nicht getestet) und einige PPARγ-Liganden (15d-PGJ2, Ciglitazon, Rosiglitazon) gehemmt, 

wobei einzig der PPARγ-Ligand Rosiglitazon keine Wirkung zeigte. Auf die Expression von 

ICAM-1 hatte keiner der Liganden einen Einfluss. Die Expression von E-Selectin wurde nur 

durch 15d-PGJ2 gehemmt, alle anderen PPAR-Liganden blieben wirkungslos.  

Für die Versuche von Pasceri et al. (119) wurden HUVEC mit den PPARγ-Liganden 

Troglitazon (20 und 100 µM), Ciglitazon (100 und 200 µM) und 15d-PGJ2 (5, 10 und 20 µM) 

und mit dem PPARα-Liganden Fenofibrat (100 µM) für zwei Stunden vorinkubiert und danach 

für 12 Stunden mit TNFα (10 ng/ml) stimuliert. Anschließend wurde die Expression von 

VCAM-1, ICAM-1 und E-Selectin mittels FACS-Analyse (Fluorescence Activated Cell Sorting) 

gemessen. Die PPARγ-Liganden hemmten die Expression von VCAM-1 und ICAM-1, wohinge-

gen E-Selectin unbeeinflusst blieb. Der getestete PPARα-Ligand Fenofibrat hatte außer einer 

minimalen Hemmwirkung auf die Expression von VCAM-1 keine Effekte auf die Expression 

von ICAM-1 und E-Selectin. Um die hemmenden Effekte der PPARγ-Liganden auf die Expres-

sion von VCAM-1 und ICAM-1 tierexperimentell zu bestätigen, haben Pasceri et al. apoE-

defizienten Mäusen, die jeweils für sieben Tage entweder mit 400 mg/kg/d Troglitazon (900 

µmol/kg/d) oder mit 3200 mg/kg/d Troglitazon (7200 µmol/kg/d) vorbehandelt wurden, markier-

te Makrophagen gespritzt und nach 48 Stunden die Adhäsion dieser Makrophagen an atheroskle-

rotischen Plaques untersucht. Sie beschreiben eine signifikant verminderte Adhäsion an den Pla-

ques der Troglitazon-Tiere im Gegensatz zu den unbehandelten und führen als Erklärung die 

Troglitazonwirkung auf die Adhäsionsmoleküle an (119). Es ist jedoch durchaus auch möglich, 
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dass die Makrophagen, auf die das Troglitazon der Tiere 48 Stunden lang wirken konnte, für 

diesen Effekt verantwortlich sind, denn es konnte gezeigt werden, dass PPARγ-Liganden in En-

dothelzellen die Produktion von MCP-1, das die Makrophagen anlockt, und in Makrophagen die 

Expression des MCP-1-Rezeprors, CCR2, gehemmt wird (65;100). Ferner handelt es sich bei 

den verwendeten Troglitazon-Dosen um ungewöhnlich hohe Konzentrationen. 

Chen et al. (15) haben gezeigt, dass durch PPARγ-Liganden wie Troglitazon, oxLDL und 

13-hydoxy-(S)-octadecadienoic acid (13-(S)-HODE) die Expression von ICAM-1 in der Endo-

thelzellinie ECV 304 verstärkt wird. Gemessen wurde sowohl die Proteinmenge von ICAM-1 

mittels ELISA, als auch die Adhäsion von Monozyten an den Endothelzellen. Als Positivkontrol-

len wurden mit TNFα oder LPS stimulierte Zellen herangezogen. PPARα-Liganden wurden in 

dieser Studie nicht verwendet.  

Die Ergebnisse dieser Studien lassen sich folgendermaßen zusammenfassen: Marx et al. 

(104) beobachteten eine Hemmung von VCAM-1 durch PPARα-Liganden, PPARγ-Liganden 

hatten keinen Effekt. In der Arbeit von Jackson et al. (74) hatten PPARα-Liganden wie WY-

14,643 ebenfalls einen hemmenden Effekt auf die Expression von VCAM-1, die mit Ausnahme 

von Rosiglitazon auch durch PPARγ-Liganden wie Ciglitazon und 15d-PGJ2 gehemmt wurde. 

Als einziger PPARγ-Ligand verminderte 15d-PGJ2 auch die Expression von E-Selectin. Die Ex-

pression von ICAM-1 wurde durch die Liganden nicht beeinflusst. An dieser Stelle muss jedoch 

bemerkt werden, dass 15d-PGJ2 kein besonders selektiver PPARγ-Ligand ist (18) und seine star-

ken antiinflammatorischen Wirkungen in seiner Eigenschaft als Prostaglandin auch über PPAR-

unabhängige Mechanismen entfaltet (14;122;132). Es ist also nicht davon auszugehen, dass die 

Wirkungen von 15d-PGJ2 selektiv über PPARγ vermittelt werden. Daher sind Berichte über Ef-

fekte von 15d-PGJ2 als PPARγ-Ligand immer mit Vorsicht zu werten.  

In der Arbeit von Pasceri et al. (119) hatten PPARα-Liganden so gut wie keinen Effekt auf 

die Expression der Adhäsionsmoleküle, PPARγ-Liganden hemmten die Expression von VCAM-

1 und ICAM-1. Chen et al. (15) haben keine PPARα-Liganden verwendet. Sie beobachteten eine 

Zunahme der Expression von ICAM-1 unter dem Einfluss von PPAR-Liganden. Bemerkenswert 

ist, dass in allen zitierten Arbeiten ähnlich hohe Konzentrationen der PPAR-Liganden verwendet 

wurden. Zum Teil lagen die Konzentrationen mit 250 µM sogar um mehr als das doppelte höher 

als in der vorliegenden Arbeit. 

Im Vergleich zu all diesen Daten kommen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit denen 

von Marx et al. (104) am nächsten. In beiden Untersuchungen zeigten PPARγ-Liganden keine 
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Wirkung auf die Expression der Adhäsionsmoleküle, wohingegen PPARα-Liganden eine hem-

mende Wirkung auf die Expression der Moleküle hatten. Bei Marx et al. (104) blieb diese Hem-

mung auf VCAM-1 beschränkt, wobei in den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit auch die Ex-

pression von ICAM-1 und E-Selectin gehemmt wurde. Die Tatsache, dass die Ergebnisse in den 

erwähnten Arbeiten zum Teil sehr unterschiedlich ausfallen, ist möglicherweise durch folgende 

Aspekte mitbedingt: In allen Studien wurden zwar etablierte, aber dennoch verschiedene Verfah-

ren angewandt, um die Expression der Adhäsionsmoleküle zu messen. Außerdem wurden unter-

schiedliche Zellarten verwendet, wie beispielsweise arterielle Endothelzellen menschlicher Aor-

ten, venöse Endothelzellen menschlicher Vv. saphenae und menschlicher Nabelschnurvenen und 

anderer Endothelzell-Reihen. In der vorliegenden Arbeit wurde auf unphysiologisch hohe Kon-

zentrationen verzichtet. Mögliche beeinflussende Effekte, seien sie toxisch bedingt oder tatsäch-

lich PPAR-vermittelt, sind dadurch möglicherweise noch nicht zum Tragen gekommen. 

Da PPAR-Liganden als Transkriptionsfaktoren fungieren (79;111), liegt es nahe, als Me-

chanismus für die beobachteten Wirkungen eine Beeinflussung der Regulation bestimmter Gene 

zu vermuten. Diese Beeinflussung könnte z.B. durch Interaktionen mit anderen Transkriptions-

faktoren vermittelt werden. Erste Hinweise hierfür lieferte die Arbeit von Ricote et al. (128), in 

der in Makrophagen eine Hemmung der Expression bestimmter Gene durch eine Antagonisie-

rung der Aktivität von Transkriptionsfaktoren wie Activating Protein-1 (AP-1), Signal Transdu-

cer And Activator Of Transcription (STAT) und Nuclear Factor κB (NF-κB) durch PPARγ-

Liganden nachgewiesen wurde. NF-κB, der aus den beiden Untereinheiten p50 und p65 besteht, 

ist im inaktiven Zustand im Zytoplasma an das inhibitorische Protein IκB-α gebunden (24). Ak-

tivatoren von NF-κB, zu denen inflammatorische Zytokine wie TNFα und IL-1β gehören, akti-

vieren einen IκB-Kinase-Komplex (IKK), der IκB-α an Serin-32 und Serin-36 phosphoryliert 

(33). Diese Phosphorylierung bewirkt einen Abbau von IκB-α und die Freigabe des p50-p65-

Komplexes. Auf diese Weise aktivierter NF-κB transloziert in den Nukleus, bindet an sein Er-

kennungs-DNA-Element und reguliert so die Transkription des Ziel-Gens (24). Interessanterwei-

se aktiviert NF-κB auch die Transkription des IκB-α-Gens und sorgt so für die Wiederherstel-

lung seines eigenen Inaktivators (24). Da die Expression der Adhäsionsmoleküle E-Selectin, 

VCAM-1 und ICAM-1 in Endothelzellen maßgeblich durch den Transkriptionsfaktor NF-κB 

reguliert wird (24), liegt es nahe, eine Beeinflussung dieser Regulation durch PPARα-Liganden 

als Mechanismus für die beobachtete Hemmung der Expression der Moleküle zu vermuten. 

Marx et al. (104) weisen in ihrer Arbeit mit einem Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) 

eine Hemmung der TNFα-induzierten NF-κB-Aktivität nach, die eine Hemmung der VCAM-1-
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Promotor-Aktivität zur Folge hat und somit die Expression von VCAM-1 vermindert. Als mögli-

che Mechanismen der verminderten NF-κB-Aktivität werden in der Arbeit die folgenden Mög-

lichkeiten diskutiert: Es könnte z.B. eine Konkurrenz zwischen PPARα und NF-κB um die Bin-

dung am VCAM-1-Promotor, oder die kompetitive Bindung von Transkriptions-Koaktivatoren 

durch PPARα bzw. durch PPARα-induzierte Transkriptionsfaktoren für die beobachteten Effek-

te verantwortlich sein. Ferner schließen Marx et al. einen direkten Effekt von PPARα auf IκB 

oder die NF-κB-Untereinheiten p50 und p65 nicht aus. Hinweise in diese Richtung liefern Dele-

rive et al. (32;33), die in  zwei Arbeiten zeigen, dass PPARα seine antiinflammatorische Wir-

kung wahrscheinlich über mindestens folgende zwei Mechanismen entfaltet: In der einen Arbeit 

wurde eine direkte Protein-Protein-Interaktionen zwischen PPARα und der NF-κB-Untereinheit 

p65 beschrieben, die in glatten Gefäßmuskelzellen nach Stimulation mit Interleukin-1 (IL-1) zu 

einer verminderten Expression eines Ziel-Gens, in diesem Fall von IL-6, führten (32). In der an-

deren Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass PPARα in Gefäßmuskelzellen die Expression 

von IκB-α induziert und dadurch die IL-1β-induzierte NF-κB-Aktivität hemmt (33). Damit bes-

tätigen Delerive et al. die von Marx et al. geäußerte Vermutung, dass PPARα einen direkten Ef-

fekt auf IκB und eine der Untereinheiten von NF-κB, in diesem Falle p65, haben kann. Obwohl 

dieser Mechanismus bisher nicht dezidiert für die hemmende Wirkung von PPARα-Liganden 

auf die Expression der endothelialen Adhäsionsmoleküle nachgewiesen wurde, ist es dennoch 

gut vorstellbar, dass die Beeinflussung der TNFα-induzierten NF-κB-Aktivität durch PPARα, 

die nachfolgend in einer Hemmung der VCAM-1-Promotor-Aktivität und verminderten Expres-

sion von VCAM-1 resultiert (104), über mindestens einen der beiden von Delerive et al. (32;33) 

beschriebenen Mechanismen vermittelt wird. Da in der vorliegenden Arbeit auch eine Hemmung 

der Expression von E-Selectin und ICAM-1 durch den PPARα-Liganden Fenofibrat beschrieben 

wurde, und da die Expression dieser beiden Adhäsionsmoleküle ebenfalls durch NF-κB reguliert 

wird (24), kann als Erklärung für die beobachtete Hemmung ebenfalls die Inhibition der Aktivi-

tät von NF-κB herangezogen werden. 

 

In den zitierten Studien und in der vorliegenden Arbeit wurde überwiegend eine Hemmung der 

Expression der endothelialen Adhäsionsmoleküle E-Selectin, VCAM-1 und ICAM-1 beschrie-

ben (74;104;119). Obwohl die Ergebnisse nicht einheitlich sind, ist es dennoch wahrscheinlich, 

dass PPAR-Liganden einen inhibitorischen Effekt auf die Expression dieser Adhäsionsmoleküle 

haben. Inwiefern diese Ergebnisse in vivo von Bedeutung sind, kann noch nicht abschließend 



 

69

beurteilt werden. Es gibt jedoch überzeugende Hinweise, die auf die klinische Relevanz der Er-

gebnisse dieser Arbeit hinweisen. Es konnte in zwei Studien gezeigt werden, dass Knock-out-

Mäuse, die kein E-Selectin oder ICAM-1 als Antwort auf eine proatherogene, cholesterinreiche 

Diät exprimieren, signifikant weniger atherosklerotische Läsionen entwickeln als ihre Artgenos-

sen, bei denen E-Selectin und ICAM-1 exprimiert wurden (23;39). In einer anderen Untersu-

chung wurde in Mäusen der Ligand für VCAM-1 auf Monozyten, Very Late Antigen-4 (VLA-4), 

blockiert. Allein dadurch war die Entwicklung atherosklerotischer Läsionen in diesen Tieren 

ebenfalls signifikant vermindert gegenüber jenen Tieren, in denen das monozytäre VLA-4 an 

VCAM-1 binden konnte (140). Da in der vorliegenden Arbeit beschrieben wurde, dass die 

PPARα-Liganden WY-14,643 und Fenofibrat die endotheliale Expression von VCAM-1 hem-

men, und dass Fenofibrat darüber hinaus auch die Expression von E-Selectin und ICAM-1 

hemmt, lässt sich schlussfolgern, dass die PPARα-Liganden auch in vivo einen protektiven Ef-

fekt auf die Entwicklung atherosklerotischer Plaques haben können. Es wurde in klinischen Stu-

dien am Menschen gezeigt, dass unter einer Therapie mit dem PPARα-Liganden Fenofibrat und 

verwandten Substanzen wie Gemfibrozil und Bezafibrat die Komplikationsrate nach kardiochi-

rurgischen Eingriffen und das Fortschreiten atherosklerotischer Läsionen in vivo reduziert wer-

den konnte (40;48;133). Auch mehrfach ungesättigte Fettsäuren, die als Liganden von PPARα 

und PPARγ identifiziert wurden (78), konnten nachweislich die Inzidenz kardiovaskulärer Er-

eignisse vermindern (66). Es lässt sich spekulieren, ob die beobachteten vaskuloprotektiven Ef-

fekte der PPARα-Liganden über eine Hemmung der Expression endothelialer Adhäsionsmolekü-

le vermittelt werden, oder ob die erwähnten günstigen Effekte durch Beeinflussung des Lipidme-

tabolismus oder der Migration zustande kommen. Hinweise auf eine direkte vaskuloprotektive 

Wirkung der PPARα-Liganden liefern Saitoh et al., indem sie beschreiben, dass Fenofibrat im 

Tierversuch eine antiatheromatöse Wirkung habe und dass diese Wirkung von den lipidsenken-

den Eigenschaften dieses PPARα-Ligands unabhängig sei (134;135). Um zu beurteilen, ob der in 

der vorliegenden Arbeit und in anderen Studien in vitro beobachtete Effekt der PPARα-

Liganden auch in vivo von Bedeutung ist, wie es die Studien von Saitoh et al. nahe legen, wäre 

es sicherlich sinnvoll, mithilfe von Tierversuchen oder pathologisch-anatomischen Studien von 

explantierten atherosklerotischen Gefäßabschnitten von Patienten, die mit PPARα-Liganden 

therapiert wurden, den Einfluss dieser Liganden auf die Entwicklung atherosklerotischer Läsio-

nen und die Expression der endothelialen Adhäsionsmoleküle zu untersuchen.   
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5.3 Diskussion der verwendeten Methoden 

 

5.3.1 Untersuchungsgut 

Für die Experimente wurden ausschließlich Endothelzellen menschlicher Nabelschnurvenen 

(HUVEC) verwendet. Das hat sowohl Nachteile, als auch Vorteile. Als Nachteil kann angeführt 

werden, dass der Prozess der Atherosklerose ausschließlich in Arterien stattfindet und nicht in 

Venen. Ergebnisse, die mit venösen Endothelzellen gewonnen werden, sind daher möglicherwei-

se nicht ohne Einschränkungen auf arterielle Zellen übertragbar. Beispielsweise reagieren venöse 

Endothelzellen anders auf Stimulation durch Zytokine als arterielle Endothelzellen (71). Dieser 

Nachteil wird jedoch durch die Tatsache gemildert, dass in Nabelschnurvenen arterielles Blut 

fließt. Allerdings handelt es sich bei HUVEC um embryonales Gewebe, was eine weitere Ein-

schränkung der Übertragungsmöglichkeiten bedeutet. In der gegenwärtigen Literatur werden 

jedoch sehr häufig HUVEC für Untersuchungen an Endothelzellen verwendet, da sie ein etab-

liertes und gut charakterisiertes Modell darstellen (46;58;61;75), aber auch andere venöse Zellen, 

wie die der V. saphena finden Verwendung (104). Ein weiterer Nachteil ist die Tatsache, dass 

die gewonnenen Erkenntnisse auf Versuchen in vitro beruhen. Die äußeren Bedingungen wurden 

zwar durch die Zusammensetzung des Kulturmediums, das menschliches Plasma imitiert, und 

durch die Kultivierung der Zellen in Brutschränken bei einer Temperatur von 37°C, die der 

Temperatur des menschlichen Körpers entspricht, so nah wie möglich den physiologischen Be-

dingungen angepasst, entsprachen ihnen aber letztlich nicht. So ist es vorstellbar, dass bestimmte 

Bestandteile des Kulturmediums wie z.B. das fetale Kälberserum oder der Wachstumsfaktor 

aFGF Wirkungen haben, die Zellfunktionen durch Enzyminduktion oder Stimulation der Prolife-

rationsrate beeinträchtigen. Diesem Nachteil des In-vitro-Versuchs kann jedoch gegenüber ge-

stellt werden, dass In-vitro-Versuche unter definierten und gut reproduzierbaren Bedingungen 

stattfinden können, aus denen Störfaktoren relativ gut eliminiert werden können. Dies ist bei In-

vivo-Versuchen oft schwierig. 

Ein Vorteil der Verwendung von HUVECs ist sicherlich die Tatsache, dass es sich dabei 

um menschliche und nicht um tierische Zellen handelt. So groß die Ähnlichkeiten zwischen 

Mensch und Tier auch auf zellulärer Ebene sein mögen, eine Übertragung der Verhältnisse eins 

zu eins ist dennoch nicht möglich. Ein weiterer Vorteil von HUVECs ist ihre schnelle und nahe-

zu komplikationslose Verfügbarkeit. Ferner ist zu berücksichtigen, dass die Endothelzellen in 

den meisten Fällen aus Nabelschnüren von gesunden Kindern stammen. Eine Präparation von 

arteriellen Zellen aus explantierten Herzen hätte zwar den Vorteil, dass so direkt an den Zellen, 
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an denen in vivo die Veränderungen stattfinden, nun in vitro die Untersuchungen durchgeführt 

werden können. Solche Zellen stammen jedoch in den meisten Fällen aus Herzen von Menschen, 

die medikamentös therapiert werden. Die Zellen sind also vorbehandelt, was die Aussagefähig-

keit von Experimenten mit solchen Zellen einschränkt. Dies ist bei HUVECs nicht der Fall. 

 

5.3.2 Untersuchung des Migrationsprozesses in Endothelzellen 

Mit Hilfe des sogenannten „Boyden-Kammer-Versuchs“, der in Kapitel 3 ausführlich beschrie-

ben wurde, kann sehr genau die Migration von Zellen entlang des Konzentrationsgradienten ei-

nes Wachstumsfaktors oder Zytokins gemessen werden. Es wurden nur Zellen der zweiten und 

dritten Passage benutzt. Die Bedingungen wurden so weit wie möglich den physiologischen Be-

dingungen angepasst:  Der Boden des Filters, durch den die Zellen migrieren sollten, war mit 

Gelatine (0,2 %) beschichtet, um die extrazelluläre Matrix in der Gefäßwand zu imitieren. Die 

Zellen konnten dann fünf Stunden bei 37°C migrieren. Der große Vorteil dieses Versuches, unter 

relativ isolierten Bedingungen die Migration von Zellen messen zu können, ist zugleich aber 

auch ein Nachteil, denn die extrazelluläre Matrix in Gefäßen besteht nicht nur aus Gelatine, son-

dern ist aus vielen Bestandteilen wie Fibronectin, Kollagenen und Proteoglykanen zusammenge-

setzt, die durch Proteolyse abgebaut und überwunden werden müssen. Während der Neovaskula-

risation in der Atherosklerose sind die Endothelzellen auch nicht nur einem Migrations-Stimulus 

ausgesetzt. Vielmehr produzieren andere vaskuläre Zellen wie Makrophagen und glatte Gefäß-

muskelzellen ebenfalls Zytokine und Wachstumsfaktoren, die promigratorisch und antimigrato-

risch wirken können (130). Letztendlich sind es viele Umgebungsbedingungen, die die Endo-

thelzellen schließlich zur Migration veranlassen, und die in diesem Versuch nicht simuliert wer-

den können. Das Ausschalten von anderen Einflüssen auf die Zellen war auf der anderen Seite 

auch beabsichtigt, denn es sollte gezielt der Effekt der PPAR-Liganden auf die Migration der 

Zellen untersucht und beurteilt werden, ohne andere Einflussgrößen in der Interpretation der Er-

gebnisse berücksichtigen zu müssen. Das Verfahren ist inzwischen insbesondere durch Untersu-

chungen an glatten Gefäßmuskelzellen, Monozyten und Fibrozyten etabliert (55;80;85). Für die 

Aussagekraft dieser Methode spricht die Tatsache, dass Ergebnisse, die von anderen Autoren in 

vitro mit dieser Methode gewonnen wurden, durch In-vivo-Versuche im Tierexperiment bestätigt 

werden konnten (22;80;85;110).  

 Der relativ einfach durchzuführende Adhäsionsassay diente als Ergänzung zum Migration-

sassay, indem mit dieser Methode die Komponente Adhäsion bei der Migration von Zellen auf 

einer extrazellulären Matrix während des Migrationsvorganges beurteilt werden sollte. Das ver-
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wendete Verfahren zur Messung der Adhäsion entspricht nicht den physiologischen Bedingun-

gen, denn Endothelzellen liegen während des Migrationsvorganges niemals als Zellsuspension 

vor. Es sollte hier lediglich getestet werden, ob die Adhäsion von Endothelzellen während des 

Migrationsvorganges durch die PPAR-Liganden beeinflusst wird. Wie in Kapitel 4.1.5 ausführ-

lich beschrieben, ist dieser Einfluss nur sehr gering ausgeprägt. PPARα-Liganden hatten in den 

relevanten Konzentrationen keinerlei Wirkung auf die Adhäsion, PPARγ-Liganden hemmten die 

Adhäsion nur geringfügig bei 20 µM. Aus diesem Befund kann geschlussfolgert werden, dass 

die Adhäsion der Endothelzellen auf einer Gelatine-Matrix durch PPAR-Liganden so gut wie 

nicht beeinflusst wird, die hemmende Wirkung also über eine direkte Hemmung der Migration 

zu erklären ist, und dass möglicherweise an der stärkeren migrationshemmenden Wirkung der 

PPARγ-Liganden eine geringfügige Adhäsionshemmung bei 20 µM beteiligt ist. 

Die migrationshemmende Wirkung von PPARα- und PPARγ-Liganden auf bestimmte in 

den Migrationsprozess involvierte Enzyme wurde mit Western Blot-Analyse untersucht. Diese 

Methode ist sehr aufwendig und technisch anspruchsvoll, so dass gute und valide Kontrollen 

notwendig sind. Im Western Blot kann nicht die eigentliche Aktivierung, sondern nur die 

Phosphorylierung mittels Antikörper gemessen werden. Insofern ist die Beantwortung der Frage, 

ob der Grad der Phosphorylierung mit dem Grad der Aktivierung gleichgesetzt werden kann, von 

zentraler Bedeutung, denn nur dann sind die Ergebnisse dieser Methode aussagekräftig. Es konn-

te in einigen Studien gezeigt werden, dass die enzymatische Aktivität sowohl von ERK 1/2 

(54;158), als auch von Akt (35;47) mit dem Phosphorylierungsgrad korreliert. Somit kann davon 

ausgegangen werden, dass Phosphorylierung gleichbedeutend mit Aktivierung ist. 

 

5.3.3 Messung der Expression endothelialer Adhäsionsmoleküle 

Die Wirkungen von PPAR-Liganden auf die Expression der Adhäsionsmoleküle E-Selectin, 

VCAM-1 und ICAM-1 in Endothelzellen wurden mittels Zell-ELISA ermittelt. Diese Methode 

wurde anderen Methoden, wie der FACS-Analyse oder dem „klassischen“ ELISA, bei dem die 

Proteinmenge des jeweils interessierenden Adhäsionsmoleküls gemessen wird, vorgezogen, weil 

die Bedingungen bei einem Zell-ELISA am ehesten die physiologischen Bedingungen imitieren. 

Für diesen Versuch werden die Endothelzellen in einer definierten Menge pro Well auf einer 

Mikrotiterplatte ausgesät. Sie adhärierten und wuchsen am Boden der Wells. Diese Situation ist 

der des Monolayers vergleichbar, den die Endothelzellen in der Blutgefäßwand bilden und so die 

Intima bedecken und schützen. Die Zellen befanden sich also in einem Ruhezustand und wurden 

dann durch die Zugabe eines Zytokins wie TNFα stimuliert und zur Expression der Adhäsions-
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moleküle angeregt. Für die Stimulation mit TNFα wurde eine Dauer von vier Stunden festgelegt. 

Dieses Zeitintervall trägt den unterschiedlichen Kinetiken der Expression der einzelnen Adhäsi-

onsmoleküle in Endothelzellen am besten Rechnung, denn nach vier Stunden ist die Expression 

auch von E-Selectin, dessen Expression am schnellsten wieder rückläufig ist, am stärksten aus-

geprägt (8). VCAM-1 und ICAM-1, deren Expressionskinetik ähnlich ist, haben zu diesem Zeit-

punkt ihre maximale Expressionsstärke noch nicht ganz erreicht (8). 

Das regelrechte Binden der kommerziell erwerbbaren Primär- und Sekundärantikörper 

vorausgesetzt, wird die Funktionstüchtigkeit des Zell-ELISAs dadurch deutlich, dass beim Mes-

sen im ELISA-Reader die Wells mit den stimulierten Zellen eine deutlich höhere Extinktion hat-

ten als Wells, in denen unstimulierte Zellen waren. Die Extinktionswerte der unstimulierten Ne-

gativkontrolle waren regelmäßig gleich bzw. annähernd Null. Dies legt nahe, dass erstens TNFα 

zuverlässig die Expression der Adhäsionsmoleküle in den Endothelzellen induziert und dass 

zweitens die in Wells mit stimulierten Zellen gemessene hohe Extinktion auch tatsächlich die 

vermehrte Adhäsionsmolekülexpression widerspiegelt. Durch häufiges Spülen mit PBS (mit 

Ca2+ und Mg2+) wurde sichergestellt, dass nur jene Antikörper in den Wells blieben, die fest ge-

bunden hatten. Nach jedem Spülvorgang wurde die Intaktheit des Zellverbandes in den Wells 

unter dem Mikroskop überprüft, da ein Ablösen der Zellen durch das Spülen falsch-negative 

Ergebnisse zur Folge gehabt hätte. Das Binden der Antikörper und das Umwandeln des Substrats 

ließen sich gut dadurch demonstrieren, dass als eine Art interne Positivkontrolle in jedem Ver-

such unstimulierte Zellen mit Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 (PECAM-1, CD 

31), einem in Endothelzellen konstitutiv exprimierten Adhäsionsmolekül (7), markiert wurden. 

Einem Aktivitätsverlust von TNFα wurde vorgebeugt, indem der relativ instabile TNFα nach 

dem Aliquotieren nur noch zwei mal aufgetaut und dann verworfen wurde. 

Obwohl die gesamte Versuchsdurchführung bis zur Zugabe der Primärantikörper unter ste-

rilen Bedingungen stattfand, war trotzdem nicht immer auszuschließen, dass es in dieser sterilen 

Phase oder in der darauffolgenden unsterilen Phase zur Kontamination der Zellen kam. Da Endo-

toxine ebenfalls potente Stimulatoren für die Expression der Adhäsionsmoleküle sind (8), könnte 

eine solche Kontamination zur Verfälschung der Ergebnisse führen. Etwaige Veränderungen 

hätten sich jedoch auch in den Kontrollen bemerkbar machen müssen. Da endotoxinfreies Was-

ser verwendet wurde und bei allen Versuchen die Kontrollen gleich waren, konnte eine Verfäl-

schung der Ergebnisse durch andere Stimulatoren außer TNFα ausgeschlossen werden.  

Da die Zellen einer Kulturflasche in Analogie zur normalen Passage auch für den Zell-

ELISA 1:3 passagiert, also auf drei Mikrotiterplatten ausgesät wurden, konnten mehrere Wells 
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für die Kontrollen und die stimulierten Zellen verwendet werden. Das hatte den Vorteil, dass pro 

Versuch eine größere Anzahl von Daten innerhalb der interessierenden Gruppe erhoben werden 

konnte.  

Insgesamt erwies sich der Zell-ELISA als zuverlässige Methode, um die TNFα-stimulierte 

Expression der Adhäsionsmoleküle unter dem Einfluss der PPAR-Liganden zu messen. Wie je-

doch schon für den Migrationsassay erläutert, sind an In-vivo-Bedingungen noch sehr viel mehr 

Zellen und Zytokine beteiligt, die einen stimulierenden Einfluss auf die Endothelzellen ausüben 

können (130). Ob der hemmende Einfluss der PPARα-Liganden auf die Expression der Adhäsi-

onsmoleküle unter pathophysiologischen Bedingungen so stark ist, dass er die Leukozyten-

Adhäsion und Transmigration vermindert, kann nicht abschließend beurteilt werden. Für die Be-

antwortung dieser Frage sind weitere Untersuchungen notwendig, in denen z.B. die Adhäsion 

von Leukozyten an einem Endothel-Monolayer gemessen oder sogar mittels Tierversuch getestet 

wird, ob histologisch ein verändertes Expressionsmuster oder eine veränderte Leukozyten-

Verteilung in mit PPARα-Liganden behandelten Gefäßen nachzuweisen ist.  
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6 Zusammenfassung 

In atherosklerotischen Gefäßabschnitten kommt es durch Migration von Endothelzellen zur Ne-

ovaskularisation atherosklerotischer Plaques, die der Versorgung des Gewebes mit Nährstoffen 

und der weiteren Rekrutierung von Leukozyten in das Entzündungsgebiet dient. Die Adhäsions-

moleküle E-Selectin, VCAM-1 und ICAM-1, die sowohl von luminalen, als auch von neovasku-

lären Endothelzellen exprimiert werden, vermitteln die Adhäsion von Monozyten und Lympho-

zyten, die so durch die Endothel-Barriere hindurch an den Entzündungsort migrieren können. 

 Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPARs) sind ligand-aktivierte Kernrezepto-

ren, die zur Superfamilie der Steroidhormon-Rezeptoren gehören und als Transkriptionsfaktoren 

hauptsächlich die Expression von Genen, die im Fett- und Glukosestoffwechsel eine Rolle spie-

len, regulieren. Da inzwischen eine Reihe von PPAR-vermittelten Wirkungen im kardiovaskulä-

ren System bekannt sind, sollten in der vorliegenden Arbeit in einem ersten Schwerpunkt die 

Effekte der PPARα-Liganden WY-14,643 und Fenofibrat und der PPARγ-Liganden Troglitazon 

und Ciglitazon auf die Migration von Endothelzellen sowie die Beeinflussung der dabei invol-

vierten Komponenten der Signaltransduktion und in einem zweiten Schwerpunkt die Wirkung 

der PPAR-Liganden auf die Expression der endothelialen Adhäsionsmoleküle E-Selectin, 

VCAM-1 und ICAM-1 untersucht werden.  

PPARα- und PPARγ-Liganden hemmten signifikant und konzentrationsabhängig die 

VEGF-induzierte Endothelzellmigration. Der Migrationsprozess wird sowohl durch die MAP-

Kinase, als auch durch die Serin/Threonin-Kinase Akt vermittelt und ist durch pharmakologische 

Inhibitoren dieser Enzyme hemmbar. In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, das die 

PPAR-Liganden den Migrationsprozess durch eine Inhibition der Phosphorylierung von Akt 

hemmen, während die Phosphorylierung der MAP-Kinase durch die PPAR-Liganden unbeein-

flusst blieb.  

 Die PPARα-Liganden WY-14,643 und Fenofibrat hemmten signifikant zeit- und konzent-

rationsabhängig die TNFα-stimulierte Expression von VCAM-1. Fenofibrat hemmte außerdem 

die Expression von E-Selectin und ICAM-1. Die PPARγ-Liganden Troglitazon und Ciglitazon 

hatten keine Wirkung auf die Expression der Adhäsionsmoleküle. Damit konnte gezeigt werden, 

dass PPARα-Liganden, nicht aber PPARγ-Liganden zeit- und konzentrationsabhängig die Ex-

pression endothelialer Adhäsionsmoleküle hemmen.  

 



 

76

7 Abkürzungsverzeichnis 

 

15dPGJ2 15-deoxy-∆12,14-Prostaglandin J2

aFGF acidic Fibroblast Growth Factor 

Akt Serin/Threonin-Kinase / Proteinkinase B 

AP-1 Activating Protein-1 

apoE Apolipoprotein E 

APS Ammoniumpersulfat 

BCA Bicinchoninic acid 

bFGF  basic Fibroblast Growth Factor 

BSA Bovines Serum-Albumin 

CCR2 MCP-1-Pezeptor an Makrophagen 

DBD  DNA-Binding Domain 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

dUTP desoxy-Uridin-Tri-Phosphat 

ECL Enhanced Chemiluminescence 

EDTA Ethylenediamine Tetra-acetic Acid 

ELISA Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay 

EMSA Electrophoretic Mobility Shift Assay 

eNOS endothelial NO-Synthase 

ERK  Extracellular Regulated Kinase 

ET-1 Endothelin-1 

Ets-1 Transkriptionsfaktor 

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting 

FKS Fetales Kälberserum 

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazine-N‘-2-ethanesulfonic acid 

HETE Hydroxyeicosatetaenoic acid 

HODE Hydroxyoctadecadienoic acid 

HUVEC Human Umbilical Vein Endothelial Cell 

ICAM-1 Intercellular Cell Adhesion Molecule-1 

IFN  Interferon 

Ig Immunglobulin 

IGF-1 Insulin-like Growth Factor-1 
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IL Interleukin 

iNOS inducible NO-Synthase 

IP-10 Interferon-inducible Protein-10 

I-TAC Interferon-inducible T-cell α-chemoattractant 

KHE Koronare Herzerkrankung 

LBD  Ligand-Binding Domain 

LDL  Low Density Lipoprotein 

LPS Lipopolysaccharid 

Mac-1 Macrophage-antigen-1 (CD 11b/CD 18): Integrin auf Leukozyten 

MAPK Mitogen-Activated Protein-Kinase 

MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein-1 

M-CSF Monocyte Colony Stimulating Factor 

MEK Mitogen-activated, ERK-activating Kinase 

Mig Monokine Induced by Interferon-γ 

MLC  Myosin Light Chain 

MLCK Myosin Light Chain-Kinase 

MMP Matrix Metallo-Proteinase 

NF-κB Nuclear Factor κB, Transkriptionsfaktor 

NIDDM Non-Insulin-Dependend Diabetes Mellitus (syn.: Diab. mell. Typ II) 

NO  Stickstoffmonoxid 

O.D. Optische Dichte 

oxLDL oxidized Low Density Lipoprotein 

P/S Penicillin/Streptomycin-Lösung  

PAI-1 Plasminogen Activator Inhibitor Type-1 

PBS Phosphate buffered saline 

PD 98059 Pharmakologischer MEK-Inhibitor 

PDGF Platelet Derived Growth Factor 

PECAM-1 Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 

PGI2 Prostaglandin I2 = Prostazyklin 

PI(3)-K Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase 

PIC Proteinase-Inhibitor-Cocktail 

PMA Phorbol 12-Myristat 13-Azetat 

PMSF Phenyl-Methyl-Sulfonyl-Fluorid 
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POD Peroxidase 

PPAR Peroxisome Proliferator-Activated Receptor 

PPRE PPAR response element 

PSH Penicillin/Streptomycin/HEPES-Puffer – Lösung  

RIPA Radioimmunoprecipitation Assay 

RXR Retinoid X Rezeptor 

SAA Serum-Amyloid A 

sCD40L löslicher (soluble) CD 40-Ligand 

SDS Dodecylsulfat-Natriumsalz 

sLex sialyl Lewis X (leukozytärer E-Selectin-Ligand) 

STAT Signal Transducer and Activator of Transcription, Transkriptionsfaktor 

TdT Terminal deoxynucleotidyl-Transferase 

TEMED N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylen-Diamin 

TGF-β Transforming Growth Factor β 

TIMP Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 

TNFα Tumor Nekrose Faktor α 

Tris-Puffer Trishydroxymethyl-aminomethan, Tromethamol 

TUNEL TdT-mediated dUTP Nick End Labeling 

Tween 20 Polysorbate 20, sorbitan mono-9octadecenoate poly(oxy-1,1ethanedlyl) 

TZD Thiazolidinedione 

VCAM-1 Vascular Cell Adhesion Molecule-1 

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 

VEGFR VEGF-Receptor 

VLA-4 Very Late Antigene-4, VCAM-1-Ligand auf Monozyten 

Wortmannin pharmakologischer PI(3)-Kinase-Inhibitor 
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8 Herstellerverzeichnis 

 

Die verwendeten Materialien und Instrumente wurden bei den nachfolgend aufgeführten Firmen 

erworben. 

Troglitazon wurde freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. Dr. Ronald E. Law, Divi-

sion of Endocrinology and Hypertension, University of California Los Angeles, UCLA. 

 

Alexis-Biochemicals, Grünberg, Deutschland 

 Wortmannin 

 WY-14,643 

 

Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden 

 ECL Western Blotting Detection Reagents 

 Nitrozellulose-Membranen (Hybond ECL) 

 

Biochrom KG, Berlin, Deutschland 

Fetal Calf Serum 

Fibronectin 

Medium 199 Earle 

PBS-Dulbecco mit und ohne Ca2+ und Mg 2+

Penicillin / Streptomycin (10.000 U / 10.000 µg/ml) 

Penicillin / Streptomycin / HEPES 

Trypsin (0,05%) / EDTA (0,02%)-Solution in PBS (ohne Ca2+ und Mg 2+) 

 

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg 

 Ciglitazon 

 

Bio-Rad Laboratries GmbH, München, Deutschland 

 Mini Trans-Blot Cell Assembly 

 Standard-Proteinbanden (Prestained SDS-PAGE Standard Broad Range, Kaleidoskop Pre- 

stained SDS-PAGE Standard) 

Tankblotter 
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Boehringer-Ingelheim, Ingelheim, Deutschland 

 Dispase II 

 

Calbiochem (Merck), Darmstadt, Deutschland 

 PMSF 

 

Cell Signalling Technology, Beverley (MA), USA 

 Anti-Phospho-Akt – Antikörper  

 

Dianova, Hamburg, Deutschland 

  Anti-ICAM-1 – Antikörper  

 Anti-VCAM-1 – Antikörper 

 

Dako A/S, Glostrup, Dänemark 

 Anti-CD 31 / PECAM-1 – Antikörper  

 

Eppendorff, Hamburg, Deutschland 

 Pipetten (10 / 100 / 200 / 1000 µl) 

 

Falcon, Heidelberg, Deutschland 

 26-Well-Platten 

Plastikbecher mit Schraubverschluss ( 15 ml und 50 ml) 

 Polycarbonat-Porenfilter 

 Zellkulturflaschen (T 75) 

 

Gibco BLR, Eggenheim, Deutschland 

 RPMI 1640 Medium 

 

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland 

Brutschrank  

Zentrifuge 

 

ICN Biochemicals, Costa Mesa (CA), USA 
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 Tris-Puffer 

 

Merck, Darmstadt, Deutschland 

 2-Mercapto-Ethanol 

 Bromphenol-Blau 

Dodecylsulfat-Natriumsalz (SDS) 

 Dimethylsulfoxid (DMSO) 

 Glycerol 

 Mayer’s Hämalaun 

 Methanol (100%) 

 Paraformaldehyd-Pulver 

 TEMED 

 Toluidinblau 

 Trypanblau 

 Wasserstoffperoxid 

 

 

Nalgene Nunc International, Rochester (NY), USA 

 Nunclon Surface 96-Well-Platten 

 

Ohmeda, Helsingborg, Schweden 

 Venenverweilkanüle (Durchmesser 1,0 und 1,4 mm) 

 

Pepro Tech / TEBU, Frankfurt a.M., Deutschland 

 Acidic-Fibroblast Growth Factor, aFGF 

 Tumor Nekrose Faktor α, TNFα 

 Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF 

 

Pierce Biotechnology, Rockford (IL), USA 

 BCA-Protein-Assay 

 

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland 

Anti-Active-MAP-K – Antikörper  
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R & D Systems, Minneapolis (MN), USA 

 Anti-E-Selectin (BBA 2) – Antikörper  

 

Recker, Berlin, Deutschland 

 Deckgläschen (24 x 60 mm) 

 

Roche, Mannheim, Deutschland 

 DAB-Substrate 

 In situ cell death detection – Kit, POD 

 Liquemin N 5000 (Heparin 5000 I.E.) 

 

Roth (Carl Roth GmbH & Co. KG), Karlsruhe, Deutschland 

 Glycin 

 Natriumchlorid 

 

Schmidt, Berlin, Deutschland 

 Zählkammer nach Neubauer 

 

Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

 Albumin Bovine Fraction V – Solution (7,5%) 

Anti-Rabbit-IgG (Peroxidase-konjugiert) – Antikörper  

 EDTA 

Fenofibrat 

Gelatine 

HEPES-Puffer 

Igepal (NP-40) 

L-Glutamin, 200 mM 

Natrium-Deoxycholat 

PD 98059 

Ponceau S (20%) 

Proteinase-Inhibitor-Cocktail / For General Use 

Proteinase-Inhibitor-Cocktail / No. 2 

Tris-Base 
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Tris-HCl 

Triton X-100 

Tween 20 

 

TPP (Techno Plastic Products AG), Trasadingen, Schweiz 

 Petrischalen 

 Pipetten (10 ml) 
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