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Arbeitshypothese und Fragestellung

Bedeutung des neutrophilen Granulozyten und seines Enzyms, der leukozytiren
Peroxidase Myeloperoxidase, fiir die Nikotin-induzierte Beeintrichtigung der

endothelialen Funktion

Die Arteriosklerose ist eine chronische Erkrankung der Blutgefdfie und resultiert aus
einem kontinuierlich entziindlichen Milieu der Gefafdwand. Leukozyten und vor allem
neutrophile Granulozyten spielen bei der Entstehung und Aufrechterhaltung dieses
Milieus eine zentrale Rolle. Myeloperoxidase (MPO) ist ein Enzym der neutrophilen
Granulozyten, welches bei der Aktivierung der Zellen ausgeschiittet wird. Durch seine
katalytischen Fahigkeiten ist es nachweislich fiir diverse proinflammatorische und
damit proarteriosklerotische Wirkungen der neutrophilen Granulozyten verantwortlich.
Laut unserer Hypothese ist Myeloperoxidase wesentlich an der Entstehung einer
endothelialen Dysfunktion beteiligt, indem es die Bioverfiigbarkeit fir
Stickstoffmonoxid reduziert. Diese Dysfunktion wird in der aktuellen Wissenschaft als
der initiale Schritt der Arteriogenese angesehen. Nikotin ist als wesentlicher Bestandteil
des Tabaks fiir die Entwicklung zahlreicher Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems

verantwortlich, so auch der Arteriosklerose und der koronaren Herzkrankheit.

In dieser Arbeit soll untersucht werden, inwieweit Nikotin an der Entstehung einer
endothelialen Dysfunktion beteiligt ist. Genauer soll untersucht werden, welchen
Einfluss Nikotin auf die neutrophilen Granulozyten nimmt. Dabei sollen unter anderem
zentrale Mechanismen, wie die Zellaktivierung und MPO-Freisetzung untersucht
werden. Darauf aufbauend soll im Tierversuch die Wirkung von Nikotin auf die

Endothelfunktion sowie ihr Zusammenhang mit Myeloperoxidase untersucht werden.

Mit diesem Projekt ware es mdglich, einen mafigeblichen Mechanismus der Nikotin-
induzierten Entwicklung der Arteriosklerose aufzuzeigen und eventuell einen Beitrag zu

leisten zu gezielteren und suffizienteren Therapiemdglichkeiten in diesem Bereich.



1 Einleitung

1.1 Nikotin und kardiovaskuliire Erkrankungen

Rauchen ist das haufigste vermeidbare Gesundheitsrisiko unserer Zeit. Tabak und seine
Inhaltsstoffe, allen voran das Nikotin, sind als Hauptursache fiir Krebserkrankungen,
Atemwegserkrankungen sowie Herz- und Gefafderkrankungen anzusehen (Talhout u. a.
2011). Ein grof3es Problem bei dem Versuch der Einschrankung dieses Risikos sind die
starke korperliche Abhangigkeit und die gesellschaftliche Akzeptanz des Rauchens.
Obwohl es sich beim Rauchen bewiesenermafien um einen massiven gesundheitlichen
Risikofaktor handelt, ist es in der Gesellschaft weit verbreitet. Nach einer Schatzung der
WHO gab es im Jahr 2000 weltweit ca 1,1 Milliarden Raucher (Mackay ] u. a. 2002).
Alleine in Deutschland konsumieren 32,5 % der deutschen Bevdélkerung zwischen 18
und 79 Jahren regelmafdig Tabak in Form von Zigaretten (Schulze und Lampert 2006).
Dabei sind die Folgen langjahrigen Tabakkonsums fatal. Laut einem Bericht der World
Health Organisation (WHO) sterben weltweit jahrlich mehr als 5,4 Millionen Menschen
an Tabak-assoziierten Erkrankungen (WHO Report on the Global Tobacco Epidemic:
The MPOWER Package. WHO; Geneva, Switzerland: 2008. pp. 1-329.).

Wie bereits erwahnt, ist das Rauchen eine der Hauptursachen kardiovaskuldrer
Erkrankungen wie etwa der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit, des
Aortenaneurysmas, des Schlaganfalls oder der koronaren Herzkrankheit (Herold G. et al.
2011). Es zeigte sich, dass Raucher ein doppelt bis dreifach erhdhtes Risiko tragen, eben
diese Krankheiten zu entwickeln (Rudolph, Rudolph, und Baldus 2008). Darunter ist die
Koronare Herzkrankheit (KHK) und damit die Arteriosklerose mit fast 20 % sogar die
haufigste Todesursache in Deutschland(Herold G. et al. 2011). Etwa 40 % aller durch das
Rauchen begriindeten Todesfélle sind Folge eines ischamischen Herzleidens auf Grund
einer KHK. Das Ausmafd des Tabakkonsums korreliert dabei mit dem Auftreten des

plotzlichen Herztodes (Talhout u. a. 2011).

Nikotin ist demnach als ein wesentlicher gesundheitlicher Risikofaktor anzusehen. Doch
wie hangt Nikotin und die Entwicklung kardiovaskuldrer Erkrankungen, wie der
Arteriosklerose zusammen? Ein vermeintlicher Zusammenhang ergibt sich durch die
Entwicklung eines besonderen pathologischen Zustands des Gefafisystems, der als

endotheliale Dysfunktion bezeichnet wird.



1.2 Endotheliale Funktion und Dysfunktion

Die Blutgefifle des Herz-Kreislauf-Systems bestehen im Allgemeinen aus drei
Wandschichten. Von innen nach aufden sind das die Tunica intima, Tunica media und
Tunica externa. Wahrend die Tunica externa hauptsachlich fiir die Einbettung in das
umliegende Gewebe sorgt und die Tunica media mit ihren glatten Muskelzellen fiir die
Umsetzung des Gefafdtonus zustdndig ist, kommen der Tunica intima mit ihrem
Endothel wesentliche Aufgaben der Kommunikation und Interaktion mit
Blutbestandteilen und dem umliegenden Gewebe zu. Das Endothel bildet die zum
Lumen gerichtete innere Zellschicht der Blutgefafie. Abhdngig von der Durchldssigkeit
fir verschiedene Blutbestandteile unterscheidet man ein kontinuierliches, ein
fenestriertes und ein diskontinuierliches Endothel. Auf ihrer Oberfliche tragen die

Endothelzellen eine Schicht aus Polysacchariden, die Glykokalix.

Elastica interna

Endothelzellen

Fibroblast

T. intima

T. media

T. externa

Abb. 1: Wandaufbau einer Arterie; Modifiziert nach: Anatomy overview of a human artery made
for PhD project. Maastricht, november 2005. Stijn A.l. Ghesquiere www.applesnail.net



Das Endothel bildet den zentralen Modulator verschiedenster vaskuldarer Funktionen.
So regelt es Austauschvorginge, ist am Gerinnungssystem beteiligt und dirigiert die
Regulation des Gefdfdtonus. Letzteres wird erreicht, indem das Endothel vasoaktive
Substanzen wie z.B. Noradrenalin, Serotonin oder das vasoaktive Adeninnukleotid ATP
aufnimmt und diese metabolisiert. Viel bedeutender ist allerdings die Tatsache der
eigenen Produktion und Freisetzung vasoaktiver Autakoide. So werden zum Beispiel
gefaflerweiternde Substanzen wie Stickstoffmonoxid (NO), Prostazyklin (PGI2),
natriuretisches Peptid Typ C (CNP), sowie die gefafdverengend wirkenden Peptide

Endothelin-1 und Urotensin Il vom Endothel gebildet.

Dabei scheint NO eine Schliisselrolle einzunehmen. NO wird durch das Enzym
endotheliale NO-Synthase (eNOS), aus der Aminosaure L-Arginin gebildet, welches ein
Calcium-Calmodulin-abhangiger Prozess ist. So wird NO kontinuierlich vom Endothel
freigesetzt und wirkt damit der sympathisch adrenergen Gefafdengstellung, der so
genannten Vasokonstriktion, entgegen. Eine weitere Quelle des NO kann die
induzierbare NO Synthase sein (iNOS), die unter anderem auch in der glatten
Muskulatur der Gefifde exprimiert wird. Sie wird durch Endotoxine und Zytokine
aktiviert und produziert ein Vielfaches im Vergleich zur eNOS. Das produzierte NO
aktiviert die 16sliche Guanylylzyklase, welche ein Absinken des intrazellularen Calciums
in der glatten Muskulatur bewirkt und so zur Muskelrelaxation und Gefafdweitstellung,

der sogenannten Vasodilatation, beitragt (Ignarro u. a. 1982).

Dem Stickstoffmonoxid kommen neben der Tonusmodulation noch weitere
vasoprotektive, anti-arteriosklerotische Funktionen hinzu. NO hemmt beispielsweise die
Thrombozyten-Aggregation und —~Adhasion (Radomski, Palmer, und Moncada 1987), die
Leukozytenadhdsion (Kubes, Suzuki, und Granger 1991), sowie die Proliferation der
glatten Gefafdmuskulatur (Desjardins und Balligand 2006). NO hemmt aufierdem die
Produktion von proarteriosklerotischen Substanzen wie den Adhasionsmolekiilen P-
Selektin und E-Selektin (Gries u. a. 1998), sowie die des Monozyten Chemokins MCP-1
(S. K. Lee u. a. 2002). Uber diese Molekiile und Mechanismen kénnen Monozyten und
Leukozyten angelockt werden und in die Gefifdwand einwandern. Dies stellt einen
initialen Schritt der Arteriogenese dar. Ein weiterer Faktor, der die Bioverfiigbarkeit von
NO beeinflusst, ist die NADPH-Oxidase, welche unter anderem in der Gefafdwand und
auch in Granulozyten exprimiert wird. Sie wird zum Beispiel durch Angiotensin II oder

Thrombin aktiviert und produziert das Superoxidanion (0Oz-). NO reagiert mit Oz- zu
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Peroxinitrit (ONOO-), einem sehr potenten Oxidationsmittel und wird dadurch
verbraucht. Die Sauerstoffradikale reagieren wiederum selbst zu anderen reaktiven

Sauerstoffspezies, wie etwa Wasserstoffperoxid (H202).

Sind die normalen Funktionen des Endothels gestort, beispielsweise durch eine
arterielle Hypertonie, Hypercholesterindmie oder bereits bestehende Arteriosklerose,
resultiert eine Dysfunktion des Endothels und es iiberwiegen die vasokonstriktiven
Einfliisse. Die endotheliale Dysfunktion beinhaltet verschiedene, mafdgebliche
Verdaderungen der endothelialen Eigenschaften, welche in eine reduzierte NO
Bioverfiigbarkeit miinden und eine Einschrankung, beziehungsweise den vollstandigen
Verlust der endothelvermittelten Vasodilatation, sowie den Verlust von
vasoprotektiven Funktionen bedeuten. So ist beispielsweise die gesteigerte
Thrombozytenaktivierung eine direkte Folge der verringerten NO Menge und fiihrt
wiederum selbst zu einer verstiarkten Vasokonstriktion und zu Umbauten in der
Gefafdwand (G. Muller und Morawietz 2009). Insgesamt ist dadurch der Grundstein zur

Entwicklung einer Arteriosklerose gelegt.

Die Arteriosklerose ist eine chronisch entziindliche Erkrankung, beruhend auf einer
Dysfunktion der Gefafdwand (Grundtman und Wick 2011). Bevor der zugrunde liegende
Pathomechanismus genauer beschrieben werden kann, sollen zunachst wesentliche
Mediatoren dieser Entziindungsreaktion erlautert werden. Dabei stehen die
neutrophilen Granulozyten, deren Enzym, die Myeloperoxidase (MPO), sowie Nikotin als

aktivierendes Molekiil, im Fokus der wissenschaftlichen Bemiihungen.

1.3 Der neutrophile Granulozyt

Granulozyten gehdéren wie Monozyten und Lymphozyten zur Gattung der weifden
Blutkoérperchen, den Leukozyten. Leukozyten unterscheiden sich unter anderem
wesentlich von anderen Blutzellen, da sie in der Lage sind, sich durch Migration aktiv
und zielgerichtet fortzubewegen. Zirka 63 % der Blutleukozyten sind Granulozyten. Die
Granulozyten enthalten allesamt Sekretionsvesikel, sogenannte Granula, die sich beim
histologischen Anfarben verschiedenfarbig darstellen lassen. Je nach ,Farbe“ der
Granula unterteilt man die Granulozyten in die Gruppe der neutrophilen, basophilen
und eosinophilen Granulozyten. Fast alle Granulozyten (95%) sind neutrophile, genauer

gesagt polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN). Granulozyten sind wichtig
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fir die unspezifische, angeborene Immunabwehr. Sie infiltrieren das von
Krankheitserregern, den sogenannten Pathogenen, befallene Gewebe und produzieren
mittels des Enzyms NADPH-Oxidase das Superoxid aus molekularem Sauerstoff. Dieses
wird durch die Superoxiddismutase (SOD) zu Wasserstoffperoxid (H202) umgewandelt
und dient Myeloperoxidase (MPO), einem weiteren Enzym der Granulozyten, als
Substrat fiir die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies, um die Pathogene

abzuwehren.

Um aus dem Gefafdsystem auswandern und in das betroffene Gewebe eindringen zu
konnen, bilden Granulozyten auf ihrer Oberfliche Adhdsionsmolekiile und Rezeptoren
aus. Dariiber konnen sie sich mit dem Endothel der Gefafdwand verbinden und sich auf
dessen Oberfliche fortbewegen oder Signalkaskaden aktivieren. Den ersten Schritt
dieser Interaktion bildet das sogenannte ,Rollen“. Dabei kommt es zu einer Interaktion
zwischen speziellen Adhidsionsmolekiilen, den Selektinen. Man unterscheidet drei
wesentliche Selektine: Die E-Selektine, welche auf dem Endothel zu finden sind, P-
Selektine auf Blutplattchen und Endothelzellen und die L-Selektine auf den Leukozyten.
Die Selektine vermitteln den ersten Schritt der Interaktion, indem sie zuckerhaltige
Proteine und Lipide auf Zelloberflichen erkennen. Ein Beispiel fiir ein solches Zucker
molekiil ist das Tetrasaccharid Sialyl-LewisX (sLeX). Auf diese Weise kann der
Granulozyt iiber das Endothel ,rollen®, ohne abgetrieben zu werden oder zu fest haften
zu bleiben. Das ,Rollen” ermdoglicht den Zellen, weitere Adhéasionsmolekiile, die
Chemokine, zu erkennen, was wiederum zur Aktivierung von Integrinen fiihrt. Integrine
bilden eine weitere Gruppe spezieller Oberflachenmolekiile des Granulozyten, die fiir
die feste Adhdsion zustandig sind (W. A. Muller 2013). Beispielhaft sind die Integrine
CD11b/CD18, die mit dem Endothelmolekiil ICAM-1 eine derartige, feste Verbindung
eingehen (Bloemen, Henricks, und Nijkamp 1997). Dieser festen Bindung folgt die
Transmigration, beziehungsweise Durchwanderung des Endothels. Dabei gelangt der
Granulozyt durch das Endothel in den subendothelialen Raum (Choi, Santoso, und
Chavakis 2009; Woodfin, Voisin, und Nourshargh 2010). Dort angekommen, kénnen sich
die Granulozyten weiterhin aktiv fortbewegen und an den Bestimmungsort dirigiert
werden, indem sie einem Gradienten aus Chemokinen, wie dem Interleukin 8 (IL-8)
folgen. Man spricht dann von der sogenannten Chemotaxis. Dabei durchwandern sie den
subendothelialen Raum durch stetige Veranderungen ihres Zytoskeletts, was einer

kriechenden Bewegung gleich kommt. Essentiell dafiir ist das granulozyteneigene
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Protein, F-(Filament)Aktin, die polymere Form des zelluldaren Strukturproteins Aktin.
Ist ein Pathogen erreicht, wird es in spezielle Vesikel, den sogenannten Phagosomen,
aufgenommen und durch die dort vorhandenen reaktiven Molekiile vernichtet.
Allerdings werden bei diesem Prozess diese reaktiven Spezies und Enzyme, allen voran
das Enzym Myeloperoxidase, auch in die Umgebung der Zelle abgegeben und so das
umliegende korpereigene Gewebe angegriffen. Aufderdem produzieren die neutrophilen
Granulozyten Molekiile, wie Leukotriene, die eine proinflammatorische Wirkung
besitzen und eine Entzlindungsreaktion begilinstigen. Das bereits angesprochene Enzym
Myeloperoxidase nimmt eine zentrale Rolle innerhalb der Entwicklung der

Endotheldysfunktion ein und soll deshalb genauer erlautert werden.

1.4 Myeloperoxidase

Myeloperoxidase gehort, wie die Lactoperoxidase oder die eosinophile Peroxidase, zur
Gruppe der Sdugetierperoxidasen (Deby-Dupont u. a. 1998). Myeloperoxidase mit seiner
markant griinen Farbe, konnte unter anderem in Leukozyten, Monozyten und
Gewebsmakrophagen sowie in hepatischen Kupferzellen (Brown, Brunt, und Heinecke
2001) und im Mesoglia des zentralen Nervensystems (P. S. Green u. a. 2004)
nachgewiesen werden. Der grofdte Anteil findet sich jedoch in den neutrophilen
Granulozyten, wo es in azurophilen Granula gespeichert wird und etwa 5% des
Gesamtproteins der Zelle ausmacht (Lau und Baldus 2006). Bei der Aktivierung des
Granulozyten werden MPO und andere Enzyme aus den azurophilen Granula in die

Umgebung der Zelle freigesetzt.

Der neutrophile Granulozyt ist ein wesentlicher Bestandteil der Immunabwehr. So
wurde auch Myeloperoxidase anfangs hauptsichlich als bakterizides Instrument der
Pathogenabwehr angesehen, da es in der Lage ist, reaktive Sauerstoffspezies und
Stickstoffspezies zu produzieren. Jedoch kommt es interessanter Weise bei Patienten
mit einem genetischen Mangel an MPO nur geringfiigig zu einer erhohten
Infektionsanfalligkeit (Lanza 1998). Demnach ist es wahrscheinlich, dass sich MPO
neben der Immunabwehr an weiteren, mdglicherweise pathophysiologischen
Mechanismen beteiligt. So scheint MPO unter anderem auch an der Entwicklung
kardiovaskuldrer Erkrankungen beteiligt zu sein, indem es proinflammatorische

Wirkungen entfaltet und zur Entstehung der endothelialen Dysfunktion beitragt.
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Nach der Freisetzung innerhalb des Gefafdsystems kann MPO frei im Blutkreislauf
zirkulieren und aufgrund von Ladungsunterschieden an die Oberflache der
Endothelzellen binden. Dadurch ist MPO in der Lage, seine katalytische und
proinflammatorsiche Wirkung auch ohne die direkte Anwesenheit des neutrophilen
Granulozyten zu entfalten (Buffon u. a. 2002; Lau und Baldus 2006). MPO ist ein stark
positiv geladenes Protein, welches mit den negativ geladenen Heparansulfat-
Glucosaminoglycanen (GAG) der Glykokalix auf der Oberfliche der Gefifwand
interagieren kann und so an diese gebunden wird (Daphna u. a. 1998). Dabei spielt
Albumin wohl eine vermittelnde Rolle zwischen Endothel und MPO (Tiruppathi u. a.
2004). Mittels Transzytose, einem hochselektiven Transport durch die Zellmembran der
Endothelzellen, gelangt MPO schliefdlich auf die subendotheliale Seite, wo es mit hoher
Affinitdat zu dem extrazelluldren Matrix-Protein Fibronektin akkumuliert (S Baldus u. a.
2001). Auf Grund seiner speziellen katalytischen Fahigkeiten kann es die Struktur und
Funktion extrazellulirer Matrix-Proteine beeinflussen und verandern, sowie die

Bioverfiigbarkeit von NO reduzieren.

1.4.1 Chemische Struktur

Die Primarstruktur des Enzyms besteht im Wesentlichen aus einem 140 kDa schweren
Homodimer, das sich aus zwei Monomeren zusammensetzt. Jedes Monomer besteht
wiederum aus einer schweren (55-64 kDa) und einer leichten (10-15 kDa) Untereinheit
und beherbergt jeweils ein kovalent gebundenes Ham-Zentrum (Akin und Kinkade

1986; Koeffler, Ranyard, und Pertcheck 1985).

Die Sekundarstruktur ist tiberwiegend alpha-helical. Jedes Monomer wird von einem
Zentrum aus fiinf Helices und der Ham-Gruppe gebildet. Vier dieser Helices bestehen
aus einem grof3en Polypeptid, die Fiinfte aus einem kleinen Polypeptid (Zeng und Fenna
1992). Eine strukturelle Besonderheit des MPO ist eine zusatzliche, dritte kovalente
Bindung zwischen einem Schwefelatom und dem Pyrolring, die es dem Enzym
ermoglicht, hypochlorige Saure zu bilden (Fenna, Zeng, und Davey 1995; Taylor u. a.
1995).
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Abb. 2: Rdumliche Darstellung des Myeloperoxidase-Homodimers. Die Ham-Zentren
sind rot dargestellt, die a-Helices griin und die p-Faltblattstrukturen gelb. Modifiziert nach
(Lau und Baldus 2006), Myeloperoxidase and ist contributory role in inflammatory

vascular disease, Pharmacology and Therapeutics 111, 16-26, 2006

1.4.2 Katalytische Aktivitat: das MPO System

Myeloperoxidase gehort zur Familie der Oxidasen. Oxidasen sind Teil eines
Redoxsystems und katalysieren die Redoxreaktion. Dabei wird neben einer Reduktion
gleichzeitig eine Oxidation ausgefiihrt. Um seine katalytische Aktivitat entfalten zu
konnen, benotigt MPO neben seinem Hauptsubtrat Wasserstoffperoxid (H202), weitere
oxidierbare Cosubstrate. Diese Redoxreaktion lauft im Wesentlichen in zwei
aufeinander folgenden Schritten ab. Dabei ldsst sich der zweite Schritt weiter

unterteilen.
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Schritt 1

Ausgehend vom Grundzustand (MPO-Fe(Ill)), wird das Hauptsubstrat H>O; iiber eine
2e- Ubertragung zu Wasser (Hz0) reduziert und das ehemals dreiwertige Eisen (Fe III)
des Ham-Zentrums in ein vierwertiges Eisen (Fe IV) tliberfiihrt. MPO bildet in diesem
Zustand einen instabilen und damit kurzlebigen Komplex, das sogenannte Compound I
(MPO-I), das ein Radikal beherbergt (Everse 1998; Kettle, van Dalen, und Winterbourn
1997).

H,0, H,0

MPO — Fe'l —>  MPOe-FeV

Compound |

Abb. 3: Schritt 1 der Redoxreaktion. Wasserstoffperoxid (H202) wird zu Wasser (H20)

reduziert

Schritt 2

Ausgehend von der Oxidationsstufe I, oder Compound [, kénnen in der nun folgenden
riicklaufigen Reaktion hin zum Grundzustand entweder 2 Elektronen gleichzeitig
libertragen beziehungsweise zuriickgefiihrt werden oder jeweils ein Elektron in zwei
aufeinander folgenden Schritten. Hierbei werden verschiedene Cosubstrate wie Nitrit
(NO27) oder auch Pseudohalogenide oder Halogenide wie Chlorid (CI-), Bromid(Br-) oder
lodid (I') oxidiert. Chlorid stellt dabei, auf Grund seiner hoheren Konzentration im

Gewebe vermutlich den Hauptreaktionspartner dar (Fliss 1988).

14



H20, H>O

MPO MPO-I H,O H,O»
R RH
MPO-II
RH R NO
MPO-| MPO
"NO,
b MPO-II
NO, RH

Abb. 4: Das katalytische System des Enzyms MPO. MPO = Myeloperoxidase; MPO-I

Myeloperoxidase Compound [; MPO-II = Myeloperoxidase Compound II; NO
Stickstoffmonoxid; H202 = Wasserstoffperoxid; NO2- = Nitrit; NO;" = Stickstoffdioxid; RH
= Substrat; R" = Radikales Zwischenprodukt.
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1.4.2.1 HOCL Produktion

In der einstufigen Riickreaktion wird Chlorid zu Hypochlorit (HOCI) oxidiert, einem
Oxidationsmittel, welches selbst eine stark toxisch Wirkung gegeniiber Bakterien und

Viren, aber auch dem eigenen Gewebe gegeniiber aufweist (J P Eiserich u. a. 1998).

Cl+H* HOCL

MPOQOe-Fe'V >  MPO-Fe'

Compound |

Abb. 5: Schritt 2 der Redoxreaktion. In der einstufigen Riickreaktion wird Chlorid zu
Hypochlorit (HOCI) oxidiert.

HOCL ist ein potentes Chlorierungsmittel, das die Funktion von Biomolekiilen durch die
Ubertragung von Chlor verdndern kann (Malle u. a. 2000; C. Zhang u. a. 2003). So kann
beispielsweise die Aminosdure L-Arginin chloriert werden, die das Substrat der eNOS
zur NO-Generierung darstellt. Dadurch steht L-Arginin nicht mehr als Substrat zur

Verfiigung und die Bioverfiigbarkeit von NO nimmt ab (C. Zhang u. a. 2003).

Bei der angesprochenen Riickreaktion in zwei Schritten wird Compound I vor dem
Erreichen des Grundzustandes erst zu Compound II (MPO II) reduziert. Dabei verliert es
seine Fahigkeit zur weiteren Reaktion mit Halogeniden. Der letzte Schritt, von
Compound II zum Grundzustand, ist der geschwindigkeitslimitierende Schritt des
Redoxsystems. Hierbei kdnnen Superoxid, Tyrosin oder Askorbinsdure als Substrate
(RH) genutzt werden (Deby-Dupont u. a. 1998; Kettle, van Dalen, und Winterbourn
1997).

NOe* + H,0 {\ > NO, +H* m > NO,*

RH  Re Re

RH
MPOs-Fe'V kj > MPO-FeV kﬁ > MPO - Fe!

Compund | Compound I

Abb. 6: Schritt 2 der Redoxreaktion. Ruckreaktion in zwei Schritten.
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Folglich wird angenommen, dass MPO aus dem eben erwdhnten Tyrosin oder Askorbat
kleine radikale Zwischenprodukte (Re¢) erzeugt, die dann NO zu NOz- und NOz weiter zu
Stickstoffdioxid (NOz*) oxidieren (Lau und Baldus 2006). NOz¢ ist ein hdchst instabiles
Radikal und selbst in der Lage, andere Proteine zu nitrieren und Lipide zu oxidieren
(Hazen u. a. 1999; Jason P Eiserich u. a. 2002; J P Eiserich u. a. 1998). Compound I kann
auch NO als Substrat nutzen und zu Nitrit (NOz) oxidieren (Abu-Soud und Hazen 2000b;
Jason P Eiserich u. a. 2002). Dieser Vorgang ist unter physiologischen Bedingungen
jedoch unwahrscheinlich, da andere Substrate wie Tyrosin oder Askorbat in sehr viel

hoéheren Konzentrationen vorliegen.

1.4.2.2 Nitrierung

NO2e ist wie bereits erwahnt, in der Lage, andere Proteine zu nitrieren. Die Nitrierung
von freiem und proteingebundenem Tyrosin (Tyr) fiihrt beispielsweise zur Bildung von
Nitrotyrosin (NOz Tyr), einem klinischen Marker fiir entziindliche Gewebeschaden, der

bei akuten und chronischen Entziindungsreaktionen zu finden ist (Ischiropoulos 1998).

NO,"

NO,*

Abb. 7: Nitrierung von Tyrosin (Tyr) fiihrt zur Bildung von Nitrotyrosin (NO: Tyr),

Die Tyrosin-Nitrierung kann durch eine Verdnderung der Protein-Struktur auch eine
Funktionsianderung bewirken. So fiihrt beispielsweise die Tyrosin-Nitrierung des
Fibriniogens zu einer vermehrten Plattchenaggregation (Vadseth u. a. 2004). Durch die
rdumliche Beziehung des MPO zu Fibronektin im subendothelialen Raum, ist
Fibronektin vermutlich direkt von der Tyrosin-Nitrierung betroffen. Die Konsequenzen

dieser Modifikation sind weitreichend und betreffen die Regulation der Proliferation
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von Endothelzellen und Zellen der glatten Muskulatur ebenso wie die
Plattchenaggregation und eine Vielzahl an Signalkaskaden, die in ihrer Summe alle zur
Entstehung eines porinflammatorischen Milieus beitragen (S Baldus u. a. 2001; Stephan

Baldus u. a. 2002).

1.4.2.3 Oxidation

Ein wesentlicher Mechanismus, der zur Entwicklung der endothelialen Dysfunktion
beitragt, ist die Oxidation von Stickstoffmonoxid. NO wird, wie oben beschrieben, durch
MPO oxidiert und dabei verbraucht. Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass die
Senkung der Bioverfiigbarkeit von NO durch Oxidation in einem physiologisch
relevanten Ausmaf? passiert (Jason P Eiserich u. a. 2002). Ein nicht unerheblicher Grund
dafiir mag die gemeinsame Lokalisation im subendothelialen Raum, zwischen
Muskelzellen und Endothel, sein (Lau u. a. 2005). Wenn man davon ausgeht, dass MPO
einen wesentlichen Mechanismus fiir die Reduzierung der Bioverfligbarkeit von NO
bereitstellt, liegt es nahe, dass MPO durch den Verbrauch des NO auch dessen
Signalkaskaden und antiinflammatorische Funktionen mafigeblich beeinflusst (Abu-
Soud und Hazen 2000a; Abu-Soud und Hazen 2000b). Ein weiterer Weg von MPO, die
Bioverfiigbarkeit von NO zu reduzieren, ist die Oxidation von Lipoproteinen, wie LDL
und HDL, was dazu fiihrt, dass sich die eNOS von der Plasmamembran lost und
nichtmehr fiir die NO-Produktion zu Verfiigung steht (Marsche u. a. 2004). Dariiber
hinaus, fiihrt die Oxidation und Nitrierung von LDL (Hazen u. a. 1999) zu einer
vermehrten Ablagerung und Aufnahme in Makrophagen (Exner u. a. 2004; Schmitt u. a.

1999) und fordert so die Schaumzellbildung.

Neben seiner bereits belegten Rolle als Lieferant reaktiver Sauerstoffspezies fiir die
Immunabwehr, wurde durch die Aufdeckung der katalytischen Eigenschaften deutlich,
dass MPO auch bei der Entwicklung der endothelialen Dysfunktion eine wichtige Rolle

spielt und dadurch zur Initiierung und zum Fortschreiten der Arteriosklerose beitragt.
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1.5 Nikotin

Mit der Beschreibung der Endothelfunktion, den neutrophilen Granulozyten, sowie
Myeloperoxidase, wurden bisher die zellbiologischen Grundlagen vermittelt, die
notwendig sind, um die Pathogenese der Arteriosklerose zu verstehen. Nun soll der
zentrale Effektor, das Nikotin, als wesentliches Molekiil der Arterioskleroseinitiierung

innerhalb unserer Hypothese vorgestellt werden.

1.5.1 Allgemeine Informationen

Nikotin, benannt nach dem franzdsischen Diplomaten Jean Nicot, ist ein basisches,
stickstofthaltiges Hauptalkaloid der Tabakpflanze, welches in den Wurzeln gebildet und
als natiirliches Insektizid in den Blattern der Pflanze gespeichert wird. Neben Nikotin,
enthalt die Tabakpflanze etwa 4500 weitere Inhaltsstoffe, von denen hier nur einige
wenige genannt werden sollen. So sind in der Pflanze die nachweislich krebserregenden
polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe, N-Nitrosamine und aromatischen
Amine enthalten. Weitere Stoffe sind unter anderen Formaldehyd, Benzol und
anorganische Verbindungen wie Kohlenmonoxid, Cyanid, Arsen und Cadmium (Haustein
und Groneberg 2008). Der Zigarettentabak enthalt dariiber hinaus mehr als 600
verschiedene Zusatzstoffe, die in der industriellen Herstellung beigemischt werden (D.
Green und Rodgman 1996; Doull u. a. 1994). Bei dem Rauchen der Zigarette entstehen
durch das Vergliihen, also mittels Pyrolyse, weitere chemische Verbindungen, welche in

der Gesamtheit umgangssprachlich als Teer bezeichnet werden.

Nikotin ist fiir den menschlichen Korper toxisch und bereits ab einer Menge von 0,9
mg/kg (oder etwa 60 mg) todlich (Haustein und Groneberg 2008). Nikotin fiihrt zur
Entwicklung einer Abhangigkeit (Henningfield und Keenan 1993) und wird in
Deutschland wegen seiner psychotropen Wirkeigenschaften der Gruppe der Drogen
zugeordnet. Nikotin besitzt eine chirale chemische Struktur, wobei das natirlich
vorkommende (S)-Nikotin die wesentliche pharmakologische Wirkung besitzt,
wohingegen das Enantiomer (R)-Nikotin, welches durch Racemisierung bei der
Verbrennung entsteht, nur eine sehr geringe Wirkung aufweist. Das innerhalb der hier
beschriebenen Versuche verwendete Nikotin ist eine freie Base, mit einem
Molekulargewicht von 162,23 g*mol -1 und liegt bei Raumtemperatur als braunliche

Fliissigkeit vor (Matta u. a. 2007). Der Gehalt an R-Nikotin betragt etwa 0,1-1,2%
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(Hukkanen, Jacob, und Benowitz 2005b). Die Eigenschaft, als eine freie Base vorzuliegen,
ist pH-abhangig (Blackhurst 1966; Willimas 1971) und entscheidend fiir die Wirkung
des Nikotin. Die freie Base kann in ihrer unionisierten Form die Biomembranen
menschlicher Zellen schnell und einfach passieren, wohingegen das als Salz vorliegende

Nikotin (Ammoniumchlorid) nur sehr langsam aufgenommen wird.

1.5.2 Nikeotin in Zigaretten

Nikotin wird meist als Bestandteil

des Zigarettenrauchs inhaliert. H
Zigarettenrauch ist eine Mischung

aus mehr als 5000 unter anderem / ““ N
toxischen und/oder karzinogenen I |
Stoffen (Borgerding und Klus 2005; N C H3
Thielen, Klus, und Miiller 2008; N

Hoffmann und Hoffmann 1997). (S)-Nikotin

Jede Zigarette enthalt in etwa 0.8

Abb. 8: (S)-Nikotin, modifiziert nach Hukkanen et al; Metabolism and Disposition of Nicotine in
. . . . . Pharmacological Reviews, Vol 57, No.1, 79-115, 2005
bis 1.9 mg Nikotin, wobei ein

grofder Teil des Nikotins bereits vor der Inhalation verbrennt. Bei einem
durchschnittlichen Kérpergewicht (KG) von 68 kg wird mit einer einzigen Zigarette eine
Menge von 10 - 30 pg /kg KG Nikotin aufgenommen, welche im Blut einen
Plasmaspiegel von etwa 10 bis 50 ng/ml Plasma (0.31 uM) erreichen kann (Matta u. a.
2007). Direkt nach der Inhalation des Zigarettenrauchs gelangt ein Teil des Nikotins
schnell iiber das Alveolarepithel der Lunge in den Blutkreislauf. Dabei kann es fiir kurze
Zeit zu Hochstwerten im arteriellen Blut direkt hinter dem linken Herzen von 100 ng/ml
(0,6 uM) kommen (Henningfield u. a. 1993; Hukkanen, Jacob, und Benowitz 2005b;
Schneider u. a. 2001). Von dort aus verteilt es sich im ganzen Korper, wobei
beispielsweise die Werte im Skelettmuskel denen im Plasma entsprechen (N. Benowitz,

Porchet, und Jacob 1990).
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1.5.3 Nikotin-Metabolismus in Menschen und Siugetieren

In das Blut aufgenommen, liegt Nikotin dort zu 25% als nicht ionisierte, freie Base vor
und wird schnell von der Leber verstoffwechselt und in Haupt- und Nebenprodukte
verarbeitet. Dabei ist Cotinin mit etwa 75% das mengenmaf3ig haufigste Abbauprodukt
und stellt im Menschen und u.a. Mdusen den ersten Schritt des Abbauweges dar
(Groneberg und Haustein 2008). In der Leber ist ein Cytochrom P 450 Enzym, das
CYP2AG6, fiir die Metabolisierung verantwortlich. Dabei variiert die Geschwindigkeit des
Stoffwechsels individuell von Mensch zu Mensch (Swan u. a. 2005). Die Enzyme des
Menschen sind denen der Maus dabei homolog. Der First Pass Effekt ist mit anndhernd
70 % so hoch, dass bei einer intraperitonealen oder oralen Verabreichung nur noch
etwa 30 % des verabreichten Nikotins den systemischen Blutkreislauf erreichen. Uber
die Nieren werden etwa 7% unveradndert ausgeschieden. Im Blutkreislauf des Menschen
hat das Nikotin eine Halbwertszeit von 2 Stunden (Hukkanen, Jacob, und Benowitz
2005a). Tiere metabolisieren Nikotin wesentlich schneller (Gorrod and Jenner 1975;
Scheline 1978) (Seaton und Vesell 1993). So hat Nikotin in der Maus nur eine relativ

kurze Plasma-Halbwertszeit von 6-7 Minuten.

Neben der Gattung und den Enzymsystemen, beeinflussen auch Faktoren wie das Alter
oder das Geschlecht den Metabolismus. So lauft der Stoffwechsel bei Frauen schneller ab
als bei Madnnern (N. L. Benowitz u. a. 2006) und im Alter ist der Metabolismus gegeniiber
jungen Individuen verlangsamt (Molander, Hansson, und Lunell 2001). Auch Stress hat
einen beschleunigenden Einfluss auf die Metabolisierung, dies gilt insbesondere fiir den

Tierversuch.
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Abb. 9: Quantitatives Schema des Nikotin-Metabolismus basierend auf Schatzungen der
mittleren Ausscheidung der Nikotin-Metaboliten, angegeben als Prozent des gesamten Nikotins
im menschlichen Urin; Modifizeirt nach Hukkanen et al; Metabolism and Disposition of Nicotine
in Pharmacological Reviews, Vol 57, No.1, 79-115, 2005

1.5.4 Nikotinischer Acetylcholin-Rezeptor (nAChR)

Es existieren zwei Haupttypen des Acetylcholin-Rezeptors. Der muskarinische und der
nikotinische  Acetylcholinrezeptor =~ (nAChR). Beide sind membranstindige,
ligandgesteuerte = lonenkandle. Dieser Rezeptortyp ist ein  zylindrisches
Transmembranprotein, welches eine pentamere Struktur besitzt und im Allgemeinen
von zwei a-Untereinheiten sowie einer {3-, y- und 6-Untereinheit gebildet wird (Karlin

1993; McGehee und Role 1995).

Abb. 10: Schematische Darstellung des nikotinischen

Acetylcholin-Rezeptors; Modifiziert nach: nicotinischer
ACh-Rezeptor, Peter Wolber, 2005-09-20, Transferred
from de.wikipedia, Licensed under the GFDL by the

author.




Weiterhin unterscheidet man eine hetero- und eine homomere Zusammensetzung der
einzelnen Untereinheiten. Insgesamt kennt man bisher 16 verschiedene Isoformen der
Untereinheiten (al — al0, B1 — B4, v, 6, €). Abhdngig von der Kombination der verschiedenen
a- und B-Untereinheiten ergeben sich funktionell unterschiedliche Rezeptorsubtypen, die
sich in ihrer Affinitdt zu dem Liganden, in der Art der Signaliibermittlung und in der
Selektion der lonen unterscheiden (Changeux 1995; Conti-Tronconi u. a. 1994). Diese
Rezeptoren findet man im Zentralen Nervensystem, auf Muskelzellen, neuroendokrinen
Zellen aber auch auf Zellen des Herz-Kreislauf- und Immunsystems. So konnte man
bereits spezifische Rezeptorsubtypen des nAChR auf glatten Muskelzellen der
Gefafdwand (VSMC), aortalen Endothelzellen, Blutplattchen, B- und T-Lymphozyten,
Makrophagen sowie mononukledren und polymorphkernigen Leukozyten identifizieren
(J. Lee und Cooke 2011)(Leonard und Bertrand 2001; MacDermott, Role, und
Siegelbaum 1999). Im Fall der neutrophilen Granulozyten (PMN) konnten die
Rezeptortypen alpha4beta? und alpha3beta4 identifiziert werden (B.D. Davies et al.
1982, F. Lebargy 1996). Neben Acetylcholin als natiirlichen Liganden des nAChR,
konnten bereits weitere endogene, allosterische Liganden, wie etwa das Protein SLURP-
1 der Keratinozyten ausgemacht werden (Arredondo u. a. 2005; Arredondo u. a. 2006).
Aber auch exogene Substanzen, wie das Nikotin und andere, im Tabak enthaltene
Nitrosamine kdnnen an den Rezeptor binden. Die Menge des gebundenen Nikotins, aber
auch die Menge der zu Verfiigung stehenden Rezeptoren korreliert dabei mit dem

Ausmaf3 des Tabakkonsums(Benhammou u. a. 2000).

Wenn Nikotin an diesen Rezeptor bindet, kommt es zu einer Konformationsanderung
und somit zu einer Anderung der raumlichen Struktur des Proteins. Dabei entsteht eine
zentrale Kanalpore in der Mitte des Rezeptors, durch die Ionen die Zellmembran
passieren konnen. Geladene Aminosduren an den Rindern der Pore sorgen fiir eine
Selektion der durchtretenden lonen (Santanam u. a. 2012). So strémen Natrium- und
Calcium-Ionen in die Zelle und Kalium-Ionen aus der Zelle heraus. Hierdurch kommt es
zu einer Depolarisation der Zelle, wodurch wiederum andere Signaltransduktionen,
beispielsweise durch die MAP-Kinasen, Telomerasen oder Calciumionen in Gang gesetzt
werden (T. Jacob u. a. 2009; Di Luozzo u. a. 2005; Kanda und Watanabe 2007; Wada u. a.
2007; Vazquez-Padron u. a. 2010)(Zia u. a. 1997).

Mit diesen Grundkenntnissen lasst sich nun die Entwicklung der Arteriosklerose besser

verstehen.
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1.6 Arteriosklerose

1.6.1 Atherogenese

Die Entstehung der Arteriosklerose ist ein hochkomplexer Mechanismus, der zahlreiche
Interaktionen zwischen Zellen des Gefaf3- und des Immunsystems bedingt und somit als
eine chronisch entziindliche Erkrankung der Arterienwand angesehen werden kann. Sie
beruht auf zwei wesentlichen Mechanismen, zum Einen auf einer Lision der Tunica
Intima und zum Anderen auf der Ausbildung von atheromatésen Plaques (Stylianou u. a.
2012). Dabei kommt es auf Grund einer pathologisch erhohten Permeabilitit des
Endothels, ein Merkmal der endothelialen Dysfunktion, zur Akkumulation von
modifizierten und oxidierten Lipoproteinen, hauptsachlich Low Density Lipoprotein
(LDL), in der Tunica Intima und dadurch zur fokalen Verdickungen der Gefafdwand.
Monozyten, die liber das aktivierte Endothel eingewandert sind, transformieren zu
Makrophagen. Dabei bilden sie auf ihrer Oberfliche vermehrt LDL-Rezeptoren aus, die
sogenannten Scavanger-Rezeptoren und nehmen grofe Mengen vor allem des
oxidierten LDLs auf. Diese lipidspeichernden Makrophagen werden so zu Schaumzellen
(Parthasarathy 1999). Zusammen mit Lymphozyten, freiem Cholesterin und anderen
Bestandteilen bilden die Schaumzellen die sogenannten ,fatty streaks” unter der Intima
und werden lber die Zeit zu einem festen Lipidkern, dem Atherom. Diese Vorgange
fiihren dazu, dass vermehrt Wachstumsfaktoren und Chemokine freigesetzt werden, die
wiederum zu einer vermehrten Plattchenaggregation sowie Proliferation und
Einwanderung glatter Muskelzellen (VSMC) innerhalb der Tunica intima fiihren. Die
Muskelzellen sondern Proteoglykane, Elastin und Kollagen ab und bilden so fibrése,
vaskularisierte Plaques (Doyle und Caplice 2007). Durch weiteres Plaquewachstum
kommt es zu einer Verbreiterung und Versteifung der Gefafdwand und konsekutiv zur
Einengung des Gefafdlumens, welches letzten Endes das Hauptmerkmal der

Arteriosklerose darstellt.

1.6.2 Die Beeinflussung der Atherogenese durch MPO

Die angesprochene endotheliale Dysfunktion, welche die initialen Mechanismen der
Atherogenese ermoglicht, wird in der Wissenschaft vermehrt als die primare
Manifestation der Erkrankung angesehen (Parthasarathy 1999). Ausfiihrlich erlauterte

Ursache dieser Dysfunktion ist moglicherweise wie oben beschrieben, die Anwesenheit
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von MPO im subendothelialen Raum und der durch MPO erzeugte Mangel an NO (Abu-
Soud und Hazen 2000b; Jason P Eiserich u. a. 2002).

Dartiber hinaus beeinflusst MPO eine Reihe weiterer Geschehen, die an der Entstehung
der Arteriosklerose beteiligt sind. So tragt sie zur Schaumzellbildung und zum Plaque-
Wachstum bei, indem sie wie bereits beschrieben, Lipide wie LDL oxidiert und nitriert
(Hazen u. a. 1999). Die Oxidation des Lipoproteins fiihrt wiederum zu einer vermehrten
Ablagerung und Aufnahme in Macrophagen (Exner u. a. 2004; Schmitt u. a. 1999). Die
Untersuchung von LDL in atherosklerotischen Lasionen ergab einen 100fach erhéhten
Wert fiir oxidiertes LDL gegeniiber nicht oxidiertem LDL (Leeuwenburgh, Hardy, u. a.
1997; Leeuwenburgh, Rasmussen, u. a. 1997). Das akut lebensbedrohliche Ereignis
innerhalb dieser Erkrankung ist allerdings die Plaquedestabilisierung und Ruptur, die zu
einer Verschlieffung des betroffenen Gefifdes filhren kann. Auch hieran ist MPO
vermutlich beteiligt. Neben der bereits erwdhnten LDL-Oxidierung kann MPO {tber
einen weiteren Mechanismus die Destabilisiserung der Plaques erwirken. MPO kann via
HOCL Matrixmetalloproteinasen (MMP) aktivieren, die extrazellulire Matrixproteine
wie Kollagene und Elastine abbauen und so wiederum zur Plaque-Kappen-
Destabilisierung und letzten Endes Ruptur beitragen (P Libby 2000; George 2000; Fu u.
a.2001) (Lau und Baldus 2006).

1.6.3 Die Beeinflussung der Atherogenese durch Nikotin

1.6.3.1 Proarteriosklerotische Effekte von Nikotin auf das Herzkreislaufsystem

Nikotin nimmt in vielerlei Hinsicht Einfluss auf das Herz-Kreislauf-System und tragt zur
Entwicklung einer Arteriosklerose bei. Bekanntermafien fiihrt Rauchen zu einer
Erhohung des Blutdrucks (Tachmes, Fernandez, und Sackner 1978) und der
Herzfrequenz, indem Katecholamine ausgeschiittet werden und die NO-
Bioverfiigbarkeit reduziert wird (J. Lee und Cooke 2011). Nikotin verursacht dariiber
hinaus eine Zunahme der Serumkonzentrationen von LDL, des Gesamtcholesterins und
der Triglyceride im Blut (Craig, Palomaki, und Haddow 1989)(Booyse, Osikowicz, und
Quarfoot 1981; Ashakumary und Vijayammal 1997; Chattopadhyay und Chattopadhyay
2008), wobei die Oxidation des LDL durch Rauchen geférdert wird (Scheffler u. a. 1992;
Harats u. a. 1989). Zusatzlich wird die Blutplattchen-Aggregation gesteigert (Foo,
Roshidah, und Aimy 1991; Marasini u. a. 1986)(Shanker u. a. 2006; Schedel u. a. 2011).
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1.6.3.2 Bekannte Nikotineffekte auf das Endothel

Bei der Arteriosklerose handelt es sich um eine Erkrankung der GefafSwand und deren
Wandschichten. Das Endothel erfiillt dabei die zentrale Aufgabe der Interaktion
zwischen den beteiligten Zellen. So wird beispielsweise die Adhasion und
Transmigration von Leukozyten durch Nikotin gesteigert, indem die beteiligten
Molekiile vermehrt exprimiert und auf den Zellen prasentiert werden (Kalra u. a. 1994;

Blann, Steele, und McCollum 1997; Shen u. a. 1996)(Albaugh u. a. 2004).

Genauer gesagt kommt es neben der Produktion von adhdsionssteigernden Zytokinen
wie den Chemokinen (Vassallo u. a. 2008), den Interleukinen (v.a. IL-B) und
Tumornekrosefaktoren (v.a. TNFo) (Santanam u. a. 2012), zur gesteigerten Expression
von E- und P-Selektinen (Stone u. a. 2002), sowie des intrazellularen Adhdasionsmolekiils
(ICAM-1) und des vaskularen Adhasionsmolekiils (VCAM-1) (Shen u. a. 1996)(Cooke
2007; Cooke und Bitterman 2004; Heeschen, Weis, und Cooke 2003). Dadurch werden
die einzelnen Schritte der Migration (Rolling - feste Adhasion - Transmigration)
gefordert (Yong, Zheng, und Linthicum 1997). Aufierdem fiihrt Nikotin zu einer
verminderten Verfiigbarkeit von NO in der Gefafdwand. Dies geschieht unter anderem
liber die Superoxidbildung durch Nikotin, welches wiederum NO zu Peroxinitrit

oxidieren kann (Cai und Harrison 2000; Heitzer, Just, und Miinzel 1996).

1.6.3.3 Bekannte Nikotineffekte auf neutrophile Granulozyten und dendritische Zellen

Rauchen erzeugt eine inflammatorische Reaktion im Gefaf3system des Rauchers
(Overbeek u. a. 2011). Bekanntermafien kommt es bei Rauchern zu einer erhéhten
Anzahl der im Blut zirkulierenden Makrophagen und neutrophilen Granulozyten
(Freedman u. a. 1996; Parry u. a. 1997; Terashima u. a. 1997). Nikotin ist nachweislich in
der Lage, neutrophile Granulozyten zu rekrutieren (Iho u. a. 2003), zu aktivieren und
diese chemotaktisch zu dirigieren (Totti u. a. 1984), sowie die Sensibilitit der Zellen
gegniiber anderen chemotaktisch wirksamen Stoffen zu erhéhen (Nowak, Ruta, und
Piasecka 1990). Einen indirekten Nachweis der Granulozyten-Aktivierung durch Nikotin
liefern erhohte MPO Plasmaspiegel im Blut von Probanden nach Nikotineinnahme

(Rudolph u. a. 2011). Nikotin kann neben der Freisetzung von MPO auch die
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Sezernierung der Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9) aus Granulozyten bewirken (Xu
u. a. 2008). Diese kann extrazellulare Matrixproteine wie Kollagen und Elastine abbauen
und so wiederum zur Plaquekappen-Destabilisierung und letzten Endes Ruptur
beitragen (P Libby 2000; George 2000; Fu u. a. 2001). Nikotin ist ebenso in der Lage, die
F-Aktin-Produktion @ der  neutrophilen  Granulozyten und somit deren
Chemotaxisvermogen zu steigern (Ryder 1994), sowie die Granulozyten zur Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies anregen (Gillespie u. a. 1987). Die Effekte von Nikotin
beschranken sich innerhalb der Leukozyten nicht auf die Granulozyten sondern haben
auch vielfaltige Auswirkungen auf weitere Immunzellen, wie die dendritischen Zellen. So
steigert Nikotin beispielsweise die Produktion von proinfalmmatorischen Zytokinen (IL-
10, IL-12) innerhalb der dendritischen Zellen und unterstiitzt somit die T-Zell-
Aktivierung (Aicher u. a. 2003).

1.6.3.4 Bekannte Nikotineffekte auf VSMCs

Die Einwanderung und Proliferation von glatten Muskelzellen innerhalb der Tunica
media ist ein zentrales Element der Plaque-Bildung und der Verengung des
Gefafdlumens. Es konnte gezeigt werden, dass Nikotin hierbei eine deutlich
proatherogene Rolle spielt. So fordert Nikotin die Chemotaxis und Migration der glatten
Muskelzellen in die Tunica media (Li u. a. 2004; Di Luozzo u. a. 2005; Kanda und
Watanabe 2007; Stein u. a. 2011). Dort verursacht Nikotin nicht nur die Hypeplasie
(Cucina, Sapienza, Corvino, Borrelli, Randone, u. a. 2000; Cucina, Sapienza, Corvino,
Borrelli, Mariani, u. a. 2000) und die Proliferation der Zellen, sondern hemmt auch deren
Apoptose (Cucina, Sapienza, Corvino, Borrelli, Randone, u. a. 2000; Stein u. a. 2011).
Viele dieser Effekte werden durch Wachstumsfaktoren oder MAP-Kinase-Wege
vermittelt und beruhen auf der Aktivierung des nACh-Rezeptors (Doyle und Caplice
2007; Di Luozzo u. a. 2005; Kanda und Watanabe 2007; Cucina, Sapienza, Corvino,
Borrelli, Randone, u. a. 2000; Cucina, Sapienza, Corvino, Borrelli, Mariani, u. a. 2000;

Wada u. a. 2007; Vazquez-Padron u. a. 2010)
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Abb. 11: Die Abbildung zeigt die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten durch
Nikotin/Rauchkondensat und dessen Auswirkungen auf die Gefiffwand. MPO =
Myeloperoxidase; MPO-I = Myeloperoxidase Compound I; MPO-II = Myeloperoxidase
Compound II; NO = Stickstoffmonoxid; H,02 = Wasserstoffperoxid; NO2- = Nitrat; ‘NO; =
Nitrogendioxid; Oz = Superoxid; Modifiziert nach (Rudolph, Rudolph, und Baldus 2008)
Contribution of Myeloperoxidase to Smoking-dependent Vascular Inflammation, Proc
Am Thorac Soc, Vol.5, 820-823, 2008
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1.7 Ziel dieser Arbeit

Rauchen ist nachweislich mit der Entwicklung einer Arteriosklerose verbunden. Einer
der Hauptwirkstoffe in Tabak ist das Alkaloid Nikotin, welches fiir zahlreiche
proarteriosklerotische Wirkungen verantwortlich gemacht wird. Die Arteriosklerose
wird in der aktuellen Wissenschaft als chronisch-entziindliche Erkrankung der
Blutgefdfie angesehen. Neutrophile Granulozyten sind an dieser Entziindungsreaktion
entscheidend beteiligt. Mit Hilfe ihres Enzyms Myeloperoxidase, sind sie in der Lage,
eine endotheliale Dysfunktion herbeizufiihren, welche den initialen Schritt der

Arteriogenese darstellt.

In dieser Arbeit soll nun in mehreren Schritten untersucht werden, inwieweit Nikotin an
der Entstehung einer endothelialen Dysfunktion und dadurch an der Arteriogenese
beteiligt ist. Dabei soll dem Enzym Myeloperoxidase, als zentrales Element unserer

Arbeitshypothese, besondere Aufmerksamkeit zukommen.

Im ersten Teil soll die aktivierende Wirkung des Nikotins auf neutrophile Granulozyten
untersucht werden. Hierfiir soll versucht werden, eine Adhasion, Infiltration und
Degranulation der Granulozyten durch Nikotin herbeizufiihren. Der zweite Teil der
Arbeit beschaftigt sich mit der Hypothese der MPO-abhédngigen Endotheldysfunktion.
Auch hier soll Nikotin als Initiator dieses Pathomechanismus getestet werden, indem die
Durchblutung der Mikrozirkulation sowie die Dilatationsfahigkeit der Aorta unter

Nikotineinfluss untersucht wird.

Mit diesem Projekt ware es mdglich, einen mafigeblichen Mechanismus der Nikotin-

induzierten und MPO-abhangigen Entwicklung der Arteriosklerose zu bestatigen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien und Pharmaka

Bezeichnung

Hersteller

Aceton

Merck KGaA

AEC (3-Amino-9-ethylcarbazol)

Sigma Aldrich Chemie GmbH

Dextran Losung 6% (Dextran from

Leukconostoc mesenteroides)

Sigma Aldrich Chemie GmbH

Dulbecco’s Phosphat Buffered Saline 1x
(DPBS)

Life Technologies GmbH

EDTA (Ethylendiamintetraaceta)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Ethanol absolut

Merck KGaA

Fibronectin Human,Plasma

Life Technologies GmbH

Formaldehyd, methanolfrei

Tousimis Laboratory Supply

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) 1x

Life Technologies GmbH

Heparin-Natrium 25000 L.E.

ratiopharm GmbH

Histopaque-1077

Sigma Aldrich Chemie GmbH

Hydrogen Peroxid (H202) 30% Merck KGaA
Isofluran Abott

Mayers Hiamalaul6sung Merck KGaA
Milli-Q, Millipore Merck KGaA

N-Formylmethionyl-Lencyl-Phenylalanin
(fMLP)

Sigma Aldrich Chemie GmbH

N,N-Dimethylformamid

Sigma Aldrich Chemie GmbH

Natriumazetat

Sigma Aldrich Chemie GmbH

Natriumchlorid Lésung (NaCl 0,9%)

B. Braun Melsungen AG
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Nicotine 100mg, 1M, 162mg/ml

Sigma Aldrich Chemie GmbH

Pancuronium bromide

Sigma Aldrich Chemie GmbH

PBS (phosphate buffered saline)

Life Technologies GmbH

Serumalbumin, bovines

Sigma Aldrich Chemie GmbH

Tissue Tec® 0.C.T. Compound SAKURA Fintek Europe B.V.
2.1.2 Puffer und Losungen
Bezeichnung Bestandteile

AEC Substratlésung

800 mg AEC (3-Amino-9-ethylcarbazol),
200 ml N,N,dimethylformamide

Arbeitslésung Ly-6-G Farbung

7.5 ml 20x AEC Loésung, 15 ml 10 x
Natriumacetatpuffer pH 5.0, 150 ml
Wasser,150 pl Wasserstoffperoxid (30%)

Fixierungslosung

Formaldehyd 4%, PBS

Natriumacetatpuffer pH 5,0

28,75 ml Essigsaure, 41,015 g
Natriumacetat, 1L demineralisiertes

Wasser

Organbadpuffer (modifizierter

Puffer)

Krebs-

NaCl 28.9g/5], KCl 1,75g/5], CaCl:
1,835g/51, MgS0Os 1,48g/5], NaHCO3
10,5g/51, KH2POs4 0,7g/5], 7-D-Glukose
10g/5], Indomethacin 17,875mg/15ml,
H20 HCl pH 7,35

Zellpuffer (Adhasion)

Bovines Serumalbumin 0,25%, HBSS, steril

filtriert
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2.1.3 Antikorper

Primérer Antikoérper Spezifitit Hersteller

Ly-6G-anti mouse | monoklonal Hycult Biotech
neutrophils

Sekundarer Antikérper Konjugat Hersteller

IgG, rabbit anti-rat Meerrettichperoxidase Dako Deutschland GmbH

(HRP)

IgG (H+L), anti-rabbit

Meerrettichperoxidase

Vector Laboratories Inc.

(HRP)

2.1.4 Reaktionskits

Bezeichnung Hersteller
MOUSE MPO HK210 ELISA KIT Hycult Biotech
2.1.5 Mauslinien

Bezeichnung Anbieter

B6.129X1-MpotmiLus /]

The Jackson Laboratory

C57BL/6)

The Jackson Laboratory

2.1.6 Gerite, Apparaturen, Computerprogramme

Bezeichnung Hersteller

Alzet Micro-Osmotic Pump Model 1002 DURECT Corporation
Chart 4.0 Software ADSystems

Mac-Lab Kraftumwandler und | ADInstruments
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Kraftaufnehmer, Version 8e)

02C (Oxygen to see)-Gerat LEA Medizintechnik GmbH

Olympus CK2 Mikroskop Olympus Europa Holding GmbH

Penlon Sigma Delta Isoflurane Anesthetic | Penlon Medical Gas Solutions

Vaporizer

Prosilica GC-Kamera Allied Vision Technologies GmbH
Retiga 1300 CCD Kamera QImaging

StreamPix 5.2.0 Software NorPix, Inc.

2.2 Methoden

Die Versuche innerhalb dieser Arbeit gliederten sich in einen in vitro-Teil, bei dem
humane Granulozyten verwendet wurden und in einen in vivo/ex vivo-Teil, der auf der

Grundlage eines Tierversuchs aufbaute.
2.2.1 invitro-Teil

2.2.1.1 Isolation neutrophiler Granulozyten aus Vollblut

Flr die Arbeit mit humanen Granulozyten wurden die Zellen aus venésem Blut isoliert.
Jegliche Handhabung wurde unter extremer Vorsicht durchgefiihrt, um eine vorzeitige
Aktivierung der Granulozyten zu vermeiden. Um die neutrophilen Granulozyten aus
dem Blut zu isolieren, wurde gesunden Nichtrauchern etwa 15 ml Blut entnommen. Die
Blutentnahme erfolgte durch Punktion einer Vene in der Ellenbeuge mittels einer
,Butterfly“-Nadel. Fir die Aufnahme des gewonnenen Blutes diente eine
Perfusor®Spritze 50ml. Damit sollte eine moglichst geringe Irritation der Granulozyten
wahrend der Entnahme erreicht werden. Um das gewonnene Blut ungerinnbar zu
machen, wurde die Spritze zuvor mit dem Calcium-Komplexbildner EDTA
(Ethylendiamintetraacetat, 100 pl EDTA/10ml Blut) prapariert. Das so gewonnene Blut
wurde in ein 50 ml Falcon Réhrchen gefiillt. Um die Erythrozyten von den restlichen
Zellen zu trennen, wurde dem Blut eine Dextran-Losung im Verhaltnis 1:1 zugegeben.
Das Polysacharid Dextran wurde von den Erythrozyten aufgenommen und die

Erythrozyten sanken zu Boden, wahrend die restlichen Zellen unbeeinflusst blieben. Die
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Dextran-Losung bestand aus 45 mg/ml des hochmolekularen Polysacharides Dextran
und NaCl-Losung. Nach 30 Minuten waren nahezu alle Erythrozyten sedimentiert und
das als Uberstand verbliebene Plasma mit den Leukozyten konnte problemlos
abpipettiert werden. Als nachstes wurde das Plasma (im Folgenden wird Plasma als
Synonym fiir den flissigen Bestandteil des Blutes mit den darin enthaltenen
mononuklearen Zellen verwendet) vorsichtig auf 15 ml Histopaque®-1077 geschichtet,
ohne dabei die beiden Flissigkeiten miteinander zu vermischen. Histopaque®-1077 ist
eine wadssrige Losung eines Polysaccharids und Natriumdiatrizoat mit hohem
Molekulargewicht und einer Dichte von 1,077. Es dient als Medium zur Trennung
mononukledrer Zellen aus Vollblut. Durch Zentrifugation wandern Bestandteile
grofderer Dichte durch das Trennmedium und werden klar voneinander abgrenzbar. Die
Granulozyten werden leicht hyperton und nehmen Wasser auf. Dadurch sinken sie
schneller zu Boden und Bilden ein Pellet am Grund des Réhrchens. Die anderen
mononukledren Zellen verbleiben als deutlich sichtbares Band an der Grenzflache
zwischen Plasma und Trennmedium. Die Zentrifugation erfolgte fiir 30 Minuten mit 600
rcf (relativen Zentrifugalbeschleunigung RZB; international gebrauchlich: relative
centrifugal force bzw. rcf) bei 22°C und einer leichten Bremse von 2. Bis auf das Pellet
wurde die gesamte Fliissigkeit abpipettiert und verworfen. Die méglicherweise im Pellet
verbliebenen Erythrozyten wurden durch die Zugabe von 1,5 ml hypotonem Wasser
Milli-Q lysiert. Milli Q ist deionisiertes und aufgereinigtes Wasser. (Zu diesem Zweck
wurde das Pellet und die hypotone Losung mittels einer Transferpipette schnell,
mehrfach hintereinander aufgenommen und abgegeben.) Nach der Lyse wurde das
Falcon Rohrchen mit den darin enthaltenen Zellen vollstandig mit NaCL Losung 0,9 %
aufgefiillt und erneut fiir 10 Minuten mit 350 rcf und voller Bremse zentrifugiert. Dabei
entstand ein festes Pellet auf dem Boden des Rohrchens. Die Fliissigkeit wurde
verworfen und das Pellet mit 1 ml Pufferlésung aus HBSS und BSA 0,25% resuspendiert
und auf Eis gelagert. Zur weiteren Verwendung wurden Zellsuspensionen mit 2
Millionen Zellen pro ml Puffer hergestellt. Dazu wurden die Zellen unter dem Mikroskop

gezahlt.
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2.2.1.2 Bestimmung der Adhision

Die Bestimmung der Adhdsion erfolgte unter Verwendung von Fibronektin-

beschichteten Plastik-wells.

Fibronektin ist ein Glykoprotein der extrazelluliren Matrix und erfiillt unter anderem
die Funktion eines Adhédsionsmolekiils. Uber Fibronektine konnen Zellen an Oberflachen
binden. Wird ein neutrophiler Granulozyt aktiviert, kommt es nach einer Reihe von
Ereignissen zur Verbindung mit einer Oberflache. p-Integrine des Granulozyten
interagierten in diesem Fall mit dem Fibronektin. Um die adhdrenten Zellen spater unter
dem Mikroskop zdhlen zu kénnen, wurde eine transparente Mikrotiterplatte mit 24
Kammern verwendet. Der Mittelpunkt jeder Kammer wurde mittels einer Nadel
markiert um spater einen einheitlichen Ausgangspunkt fiir die Zahlung zu erhalten. Jede
Kammer wurde mit 500 pl Fibronektin 50 pg/ml PBS (Phsophat Buffered Saline) befiillt
und fiir mindestens 1h bei Raumtemperatur beschichtet/inkubiert. Anschlief3end
wurden die Kammern mit PBS ausgewaschen, um ungebundenes Fibronektin zu
entfernen. Wie bereits erwdhnt, binden Granulozyten erst dann zu einer Oberflache,
wenn sie vorher aktiviert wurden. In diesem Versuch sollte ermittelt werden, ob und in
welchem Ausmafd sich die Zellen durch Nikotin aktivieren (adhérieren) lassen. Dazu
wurden verschiedene Konzentrationen einer Nikotinlosung hergestellt. Ein 1M Nikotin
Stock wurde mit einem Puffer aus HBSS und BSA 0,25 % zu 1mM, 100puM und 10uM
verdiinnt. Als Positivkontrolle wurde N-Formylmethionyl-Leucyl-Phenylalanin (fMLP)
1uM, verwendet. Dabei handelt es sich um ein von Bakterien gebildetes Formylpeptid,
welches als primadrer chemotaktischer Ligand auf neutrophile Granulozyten wirkt und
diese aktiviert. Als Negativkontrolle diente der Zellpuffer (HBSS und BSA 0,25%). Jede
Bedingung wurde anhand einer separaten Zellsuspension von 500pul getestet. Dazu
wurde die Testlosung 1:10 mit der Zellsuspension gemischt und fiir 5 Minuten inkubiert.
Anschlieffend  wurden die Kammern geleert, durch  Ausklopfen von
Flissigkeitsriickstdnden befreit und mit PBS gespiilt. Als nachstes erfolgte die Fixierung
der adhadrenten Zellen mit methanolfreiem Formaldehyd 4% in PBS fiir 10 Minuten.
Nach einem weitern Mal Waschen wurden alle Kammern mit 400 ul PBS gefiillt und
unter dem Mikroskop betrachtet. Um die Zellen zu zdhlen, wurden mit einer Kamera in 4
Quadranten rund um den markierten Mittelpunkt der Kammer bei zehnfacher
Vergrofderung fotografiert. Anschliefend wurden die Zellen auf den ausgedruckten

Bildern ausgezahlt.
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2.2.1.3 Blockierung des Nikotin-Effekts durch Pancuronium

Zur Blockade der Nikotin-Wirkung wurde ein spezifischer Hemmstoff des nikotinischen
Acetylcholinrezeptors verwendet. Pancuronium ist ein Steroid welches in der Medizin
Verwendung als ein nicht-depolarisierendes Muskelrelaxans findet und ein kompetitiver
Antagonist am ACh-Rezeptor ist. Der Versuchsablauf war mit dem oben beschriebenen
identisch. Allerdings wurden alle Zellen mit dem Rezeptorblocker vorbehandelt, ehe die
unterschiedlichen Nikotin- und Kontroll-Lésungen dazugegeben wurden. Aus einer
stock-Losung (10mM) wurde stufenweise eine Verdiinnung hergestellt, um die
Zielkonzentration von 2000nM zu erhalten. Im letzten Schritt der Verdiinnungsreihe
wurde die Losung direkt mit der Zellsuspension verdiinnt. Nach 5 miniitiger Inkubation
wurden die Testlosungen (Nikotin, fMLP, Kontrolle) dazugegeben. Es erfolgte die

Inkubation, Fixierung und Auswertung analog zum Adhéasionsversuch mit Nikotin.

2.2.2 in vivo/ex vivo-Versuchsreihe: Nikotineffekt in der Maus

Alle Untersuchungen im Rahmen dieses Tierversuchs wurden von der Behodrde fiir
Soziales, Familie, Gesundheit und Verbraucherschutz -Lebensmittelsicherheit und
Veterindarwesen- der Stadt Hamburg gemafd §7 TschG genehmigt. Die Versuchstiere
stammten aus der Zucht der Versuchstierhaltung des UKE und waren tiergerecht und

standardisiert untergebracht.

Alle Versuche dieses Projektteils basierten auf der akuten oder chronischen Behandlung
lebender Mause mit Nikotin. Fiir die Untersuchung spezieller Fragestellungen war die

Toétung der Tiere und die Organentnahme erforderlich.

Als Versuchstiere wurden zwei verschiedene Mauslinien verwendet, die jedoch einen
gemeinsamen genetischen Hintergrund besafien. Die KO (Knock Out)-Mauslinie
B6.129X1-Mpotmilus /] und die Inzuchtmauslinie C57BL/6]. Letztere wird im weiteren
Verlauf als ,Wildtyp“-Linie bezeichnet. Bei den verwendeten Tieren handelte es sich
liberwiegend um Weibchen. Das Alter betrug durchschnittlich 10 Wochen und das

Gewicht lag bei etwa 20 g.
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2.2.2.1 Die Wildtyp-Maus (WT-Maus)

Als ,Wildtyp“ bezeichnet man in der Wissenschaft allgemein ein Lebewesen, dessen
Genom durch kinstliche Eingriffe unverdndert vorliegt und durch einen natiirlichen
Prozess (der Evolution) entstanden ist. In diesem Fall wurde die Inzuchtlinie C57BL/6]
verwendet, die auch unter diesem Namen bei ,The Jackson Laboratory“ kommerziell
erhéltlich ist. Diese Mauslinie bildet die Grundlage fiir eine Vielzahl an Mutationslinien
und erfreut sich an einem breiten Einsatzgebiet in der Wissenschaft. Die Mauslinie

C57BL/6] wurde von Dr. CC Little erschaffen.

2.2.2.2 Die MPO-Knockout-Maus (MPO-KO-Maus)

Die MPO-KO-Maus wurde urspriinglich von Aldons Lusis an der Universitit von
Kalifornien in Los Angeles, USA, erzeugt und ist bei ,The Jackson Laboratory“ unter der
Bezeichnung B6.129X1-Mpot™Iilus/] kommerziell erhaltlich. Die verwendeten Tiere
stammten aus eigener (Nach)Zucht. Von ,knock-out” (KO) spricht man, wenn durch ein
gentechnisches Verfahren, meist das Einbringen einer Mutation, ein oder mehrere Gene
deaktiviert werden. Die hier verwendete Mauslinie war homozygot fiir die Mutation des
Gens, welches fiir das Myeloperoxidase-Enzym codiert, so dass kein Genprodukt, weder
mRNA noch Protein, erzeugt wurde. Folglich wiesen die neutrophilen Granulozyten
sowie die Monozyten keinerlei Myeloperoxidaseaktivitit und Hypochloritproduktion
auf. Hingegen entsprach die Leukozytenanzahl und Superoxidproduktion denen der
Wildtyp-Maus. Die KO-Mause entwickelten sich normal und waren fortpflanzungsfahig.

Als genetischer Hintergrund diente die C57BL/6] ,Wildtyp“-Maus.

Myeloperoxidase bildet den Katalysator fiir die Oxidation von Chloridionen mit
Wasserstoffperoxid. Dabei entsteht neben Wasser auch das Hypochloridion, welches
wiederum selber verschiedene Biomolekiile oxidiert. Aufderdem werden auch Nitrit und
Stickstoffmonoxid durch die Peroxidase oxidiert. Laut unserer Hypothese kommt es
nach der Aktivierung der PMNs z.B. durch Nikotin zur Freisetzung des MPO. Freies MPO
wiederum fiihrt zu einer verringerten Bioverfiigbarkeit von Stickstoffmonoxid in der
Gefafdwand und dadurch zu einer Endotheldysfunktion. Anhand der KO-Maus sollte

dieser Mechanismus (Zusammenhang) untersucht und eventuell bestitigt werden.
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2.2.2.3 Nikotindosierung

Um den Effekt von Nikotin bestimmen zu kénnen, wurden Wildtyp- und KO-Mause mit
Nikotin nach einem akuten und/oder chronischen Schema vorbehandelt. Zu diesem
Zweck wurde fliissiges Nikotin 162,2 g/mol (Sigma) in Ethanol geldst. Das geloste
Nikotin wurde fiir die gewiinschte Zielkonzentration in Natriumchlorid-Lésung 0,9%
verdiinnt. Als Negativkontrolle diente das Losungsmittel in entsprechender
Verdiinnung. Die Behandlung unterschied sich in Art, Dauer und Menge der Applikation.
Im Tierversuch spielten eine Reihe von Faktoren eine wichtige Rolle bei der Wahl der
geeigneten Konzentration. Wir orientierten uns an Richtwerten, wie sie in der Literatur
als allgemeiner Konsens zu finden waren. Fiir die Akutbehandlung verwendeten wir
eine Nikotinkonzentration von 3mg/kg. Diese relativ hohe Konzentration begriindete
sich durch die Tatsache, das Tiere im Allgemeinen Nikotin wesentlich schneller
metabolisieren als Menschen (Gorrod and Jenner 1975; Scheline 1978;)(Seaton und
Vesell 1993). So hat Nikotin in der Maus nur eine relativ kurze Plasma-Halbwertszeit
von 6-7 Minuten. Auf3erdem spielte die Art der Applikation eine entscheidende Rolle.
Durch den sehr hohen ,first pass-Effekt® wurden anndahernd 70% des intraperitoneal
injizierten Nikotins umgehend metabolisiert. Diese Griinde erforderten eine hohere
Nikotindosierung im Tierversuch im Vergleich zur, in das menschliche Kreislaufsystem,

aufgenommen Nikotinmenge nach dem Rauchen einer Zigarette.

Neben der Gattung und den Enzymsystemen beeinflussten auch Faktoren wie das Alter
oder das Geschlecht den Metabolismus. So lauft der Stoffwechsel bei weiblichen
Individuen schneller ab als bei mannlichen (N. L. Benowitz u. a. 2006) und im Alter ist
der Metabolismus gegeniiber jungen Individuen verlangsamt (Molander, Hansson, und
Lunell 2001). Auch Stress hat méglicherweise einen beschleunigenden Einfluss auf die

Verstoffwechselung, dies gilt insbesondere fiir den Tierversuch.

2.2.2.4 Chronisches Modell: Osmotische Minipumpen

Um eine kontinuierliche und tlber einen ldngeren Zeitraum reichende Belastung mit
Nikotin zu erreichen, wurden den Tieren kleine osmotische Pumpen implantiert. Die
Implantation war ein einmaliges Ereignis und im Gegensatz zu einer wiederholten
Injektion relativ schonend fiir das Tier. Die Implantation der Minipumpen (Model 1002,
ALZET® Osmotic Pump, DURECT Corporation, Cupertino, CA, USA) erfolgte unter
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Inhalationsnarkose mit Isofluran. Die Mause wurden in Riickenlage auf einer 40°C
warmen Heizplatte positioniert und erhielten eine Analgesie mit Metamizol 200mg/kg
subcutan. Uber einen interscapulidren Hautschnitt wurde eine 2 c¢m lange subcutane
Tasche stumpf prapariert, in welche die Pumpe eingelegt wurde. Anschliefend wurde
der Schnitt durch Klammern verschlossen und die Narkose beendet. Die Pumpe lag 7

Tage und forderte 25ng/g*min Nikotin geldst in NaCl

2.2.2.5 Akutmodell: Intraperitoneale Injektion

Um den akuten Effekt von Nikotin zu untersuchen erfolgte die Verabreichung via
intraperitonealer Injektionen unter Inhalationsnarkose mit Isofluran. Die Mause wurden
in Riickenlage auf einer 40 °C warmen Heizplatte positioniert. Durch eine Hautfalte auf
Hohe der Lendenwirbelsdule wurde der Bauchraum mit einer Kaniile perforiert. Es
erfolgte die intraperitoneale Applikation von 100ul Nikotinl6sung. Der Vorgang wurde
dreimal im Abstand von 10 Minuten wiederholt. An die letzte Injektion schloss sich eine
narkosefreie Ruhephase von einer Stunde an, ehe die Mause zur weiteren
Versuchsdurchfiihrung erneut in Narkose versetzt wurde. Die verwendete
Nikotinkonzentration betrug 3mg/kg Korpergewicht. Als Kontrolle wurde Ethanol

gelost in NaCl in gleichem Volumen gespritzt.

2.2.2.6 Blut- und Organentnahme

Weiterfiihrende Untersuchungen erforderten die Entnahme von Blut und der inneren
Organe. Die Maus befand sich in maximal dosierter Isofluran-Narkose. Der Thorax der
Maus wurde in Riickenlage, vom Zwerchfell aus erdffnet und die Vena cava inferior
freiprapariert. Nach einer Lasion der Vene wurde das austretende Blut mittels einer, mit
Heparin praparierten, 1ml-Spritze aufgenommen, in ein 1 ml Eppendorf-R6hrchen
tiberfiihrt und fiir weitere Zwecke bei -80°C gelagert. Die Blutentnahme stellte das letale
Ereignis dar. Herz, Lunge und Skelettmuskel wurden entnommen, mit NaCl Losung
gespllt und fiir die histologische Untersuchung in Einbettmedium bei -80°C gelagert.
Fir das Organbad wurde die Aorta vorsichtig freiprdpariert und an ihren Enden

abgesetzt.
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2.2.2.7 Organbad

Zur Durchfilhrung des Organbads wurde die Maus zunidchst, wie unter 2.2.2.5
beschrieben, vorbehandelt. Anschliefdend wurde die Aorta der Maus freiprapariert und
entnommen. Aus der Aorta wurden mit einem Skalpell zwei gleich grofde Ringe (ca.0,5
cm Lange) geschnitten, auf jeweils zwei Haken aus rostfreiem Stahl aufgezogen und in
einer Glaskammer unter leichter Spannung (0,2 g) aufgehdngt. Dabei diente der untere
Haken zur Befestigung und der obere Haken zur Ubertragung der isometrischen
Spannung. Das komplette System wurde mit einer Organbadpufferlésung befiillt. Der
Puffer in der Kammer wurde kontinuierlich mit Frischgas (95% 02, 5% CO2) beliiftet und
durch ein Uberlaufsystem bei einem Volumen von 25ml in der Kammer konstant
gehalten. Uber zusitzliche Reservoirs konnte dem System frischer Puffer zugefiihrt und
verunreinigter Puffer ausgewaschen werden. Die Pufferlosung in den Kammern wurde
durch ein umgebendes Wasserbad auf eine Temperatur von 37°C erhitzt. Um
Spannungsanderungen zu messen und einzustellen wurde der obere Haken iiber einen
Draht und eine Stellschraube mit einem Kraftaufnehmer und einem Kraftumwandler
(Mac-Lab/8e) verbunden der sein Signal digitalisiert an einen Computer weiterleitete.
Zur Auswertung am Computer wurde das Programm Chart 4.0 (ADSystems,

Chalgrove,UK) verwendet.

Die initiale Spannung wurde durch Drehen an der Stellschraube tber ca. 30 min
schrittweise auf einen Ausgangswert von 1,1 g gesteigert. Die dadurch erreichte
Spannung wurde als ,Ruhetonus” definiert und entsprach 100% Relaxation. Vor der
eigentlichen Relaxation wurden alle Ringe mit Prostaglandin F2 (PGF2, 10-17pl, 10-2M)
so vorkontrahiert, dass die Spannung ca. um 0,5 - 1g von 1,1g anstieg. Der dadurch
erreichte Spannungswert wurde als 100% Kontraktion (0% Relaxation) definiert und
diente als Ausgangswert fiir den weiteren Versuchsablauf. Die Bestimmung der
endothelvermittelten Relaxation erfolgte durch die Zugabe von Acetylcholin (ACh) in
logarithmischen Schritten von 0.5 (10-° - 10 -5>M). Die endothelunabhdngige Relaxation
erfolgte nach gleichem Schema mit Nitroglycerin (NTG, 10-° - 10 -4+>M). Zwischen allen
Schritten wurden die Kammern griindlich mit frischer Pufferlésung gespiilt. Die Zugabe
der einzelnen Reagenzien erfolgte mit einer geeichten Pipette in die nach oben offenen
Kammern. Die erzielte Relaxation durch die jeweilige Konzentration des Reagenz wurde

als Prozentwert in Bezug auf die Maximalkontraktion unter PGF; angegeben.
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2.2.2.8 Perfusionsmessung/O2C-Sonde

Um die Durchblutungsparameter in der Mikrozirkulation der Skelettmuskulatur
bestimmen zu konnen wurde das O2C-Gerat der Firma LEA Medizintechnik, Giefden,
verwendet. Die Mause wurden nach dem chronischen Modell mit Nikotin vorbehandelt
(siehe 2.2.2.4). Die Messung erfolgte unter Inhalationsnarkose mit Isofluran. Die Mause
wurden in Riickenlage auf einer 37 °C warmen Heizplatte positioniert. Uber einen
Hautschnitt an der Innenseite des Oberschenkels wurde die Oberschenkelmuskulatur
teilweise freigelegt und eine Sonde (0O2C, LEA Medizintechnik, Giefden) parallel zur
Muskeloberflache platziert. Wahrend der Messung wurde die freie Muskeloberflache

kontinuierlich mit 37°C warmer NaCl-Losung benetzt.

Bei diesem Verfahren kam die Weifdlicht-Spektroskopie sowie das Laser-Doppler-
Prinzip zum Einsatz. Uber ein Glasfaserkabel und die oben erwihnte Sonde wurde
gleichzeitig Weifdlicht (Wellenlange 500 - 800 nm) und Laserlicht (Wellenlange NIR,
nahes Infrarot) in das Muskelgewebe eingebracht und dort von Zellen und
Zellbestandteilen absorbiert und reflektiert. Das reflektierte Licht wurde iiber
Detektoren am Sondenkopf aufgenommen. Farbverdanderungen des reflektierten
Weifdlichts gaben Riickschluss auf die Parameter Sauerstoffsattigung des Himoglobins
(SO2) und Hamoglobinmenge(rHb). Durch Frequenzverschiebungen (sog. Doppler Shift)
des Laserlichts lief3en sich Fliefdgeschwindigkeit und Blutfluss in der Mikrozirkulation
ermitteln. 02C wurde auf die Bewegung der roten Blutkérperchen optimiert, also auf die
Bestimmung der Flief3geschwindigkeit der Erythrozyten in Kapillaren, Arteriolen,

Venolen und kleineren Gefafien.
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Abb. 12: Schematische Darstellung der O2C (oxygen to see) Funktion. Weiflicht und
Laserlicht breitet sich bogenférmig im Gewebe aus, wird an Mitochondrien gestreut und
gelangt zurlck zur Sonde. Mit freundlicher Genehmigung der LEA Medizintechnik

GmbH, Giessen, Germany

2.2.2.9 Bestimmung der MPO-Spiegel

Die MPO-Spiegel wurden mit Hilfe des Enzym linked Immunosorbent Assay (ELISA)
bestimmt, einem auf der Antigen-Antikorper-Reaktion basierenden Nachweisverfahren.
In diesem Fall wurde das Maus MPO ELISA Kit HK 210(Hycult Biotech, Uden,

Niederlande) verwendet.

2.2.2.9.1 Myeloperoxidase-Spiegel des Miuesplasmas

Zur Gewinnung des Mauseplasmas wurde der Thorax der Maus unter Narkose eroffnet
und die Vena cava inferior kurz oberhalb ihres Eintritts in das Mediastinum perforiert.
Das austretende Blut wurde mit einer 1ml Spritze aufgefangen, die zuvor mit Heparin in
entsprechender Menge befiillt worden war. Das so ungerinnbar gemachte Blut wurde in
einer Zentrifuge fiir 6 Minuten mit 3rcf (relativen Zentrifugalbeschleunigung RZB;
international gebrauchlich: relative centrifugal force bzw. rcf) zentrifugiert und

anschlief3end das Plasma vorsichtig mit einer Pipette entnommen. Dabei wurde darauf
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geachtet, beim Pipettieren keine Zellen mit aufzunehmen, da dies den MPO Spiegel

hatten verfalschen konnen.

2.2.2.9.2 Methode der Heparin-Perfusion

Bei dieser Methode sollte das MPO, welches nach seiner Freisetzung an das Endokard
gebunden hatte, mit einer Heparinldsung ausgespiilt werden und der Gehalt an MPO in
der Spiillésung bestimmt werden. Die verwendete Heparinlésung bestand aus Heparin
50 Units/ml und Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung (engl. Phosphat Buffered Saline,
PBS). Der Thorax der Maus wurde unter Narkose eroffnet und die Vena cava inferior
kurz oberhalb ihres Eintritts in das Mediastinum durchtrennt. Dies stellte das letale
Ereignis dar. Mit einer Kaniile wurde der linke Ventrikel punktiert und das Herz wurde
mit PBS gespiilt. Anschliefend wurde das Herz entnommen und iiber einer Petrischale
auf eine stumpfe Kaniile so aufgezogen, dass die Kantile in der Aorta ascendens zu liegen
kam. Zur Befestigung wurde die Aorta ascendens mit einem Faden um die Kaniile ligiert.
Das Herz wurde dariiber nochmals mit 100 pl PBS vorgespiilt ehe es mit 2 ml der
Heparinldsung gespiilt wurde. Die austretende Heparinldsung wurde mit einem Falcon
Rohrchen aufgefangen. Mit einem Rotations-Vakuum-Konzentrator wurde das Volumen

der gewonnenen Losung auf eine fiir den ELISA gebrauchliche Menge verringert.

2.2.2.9.3 Durchfiihrung des Maus MPO ELISA

Zur Vorbereitung wurde mit dem mitgelieferten MPO-Standard eine Verdiinnungsreihe
mit bekannten Konzentrationen erstellt. Diese ermoglichte spdter die genaue
Bestimmung der MPO-Konzentration der Proben. Alle Plasmaproben wurden mit einem
speziellen Puffer 4fach verdiinnt. Standartlosungen und Plasmaproben wurden nun auf
eine, mit einem MPO-Antikérper (sog. coating-Antikérper) vorbeschichtete,
Mikrotiterplatte pipetiert und diese fiir eine Stunde inkubiert. Nach Ablauf der Stunde
wurden alle ungebundenen Stoffe durch viermaliges Waschen mit einer speziellen
Waschlosung entfernt. Anschliefdend erfolgte die Inkubation mit einem biotinylierten
sekundaren Antikorper, der ebenfalls an ein Epitop der MPO bindet. Biotin und
Streptavidin gehen in der Natur eine der stirkesten, nicht kovalenten Bindungen ein.
Diese Erkenntnis machte man sich im nachsten Schritt zu Nutze. Nach wiederholtem

viermaligen Waschen erfolgte die Inkubation mit dem enzymmarkierten Streptavidin
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fir eine weitere Stunde. Das an Streptavidin gebundene Enzym, die
Meerrettichperoxidase, reagiert zuniachst mit Wasserstoffperoxid und daraufhin mit
dem Substrate und wandelt dieses anfangs farblose Chromogen in ein farbiges
Endprodukt um. In diesem Fall erfolgte nach viermaligem Waschen die Zugabe des
Substrates Tatramethylbenzidin (TMB), welches in ein blaues Endprodukt umgewandelt
wird und durch Zugabe von Stoplésung in Form von Oxalsdure, eine Dicarbonsaure, in
einen stabilen gelben Komplex tliberfiihrt wird. Mittels Spektrophotometer wurde die
Absorption bei einer Wellenlinge von 450 nm gemessen und anhand einer
Kalibrationskurve (gebildet aus den Werten der Standard-Verdiinnungsreihe mittels

linearer Regression) die jeweiligen MPO-Konzentrationen berechnet.

2.2.2.10 Immunbhistochemische Firbung von Organschnitten

Um die Rekrutierung/Infiltration neutrophiler Granulozyten innerhalb der Organe
(Herz- und Skelettmuskel sowie Lunge) zu bestimmen, wurden die Organe geschnitten

und Leukozyten-spezifisch angefarbt.

2.2.2.10.1 Schneiden der Organe

Die Organe wurden direkt nach der Entnahme mit NaCl-Losung gespiilt und
anschliefdend in Einbettmedium gelegt. Fiir den weiteren Gebrauch wurde das Medium
mit Flussigstickstoff gehartet und bei -80°C gelagert. Mit einem Gefriermikrotom
wurden 3 pum dicke Schnitte erstellt und auf einen Glasobjekttrager platziert. Die
Schnitte wurden bei Raumtemperatur an der Luft getrocknet und bei -80°C gelagert. Von
jedem Organ wurden mindestens 6 Schnitte aus unterschiedlichen Bereichen

angefertigt.

2.2.2.10.2 Ly-6G Firbung

Bei der Ly-6G Farbung handelt es sich um ein immunhistochemisches Verfahren nach
dem Antigen-Antikorper-Prinzip. Dabei wird eine Oberflachenstruktur, ein sog. Epitop
von einem spezifischen Antikérper, oder auch primaren Antikorper, als Antigen erkannt
und gebunden. Uber mehrere Schritte mit weiteren Antikérpern wird dieses Epitop

schliellich durch ein Substrat sichtbar angefarbt. Deswegen bezeichnet man dieses
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Vorgehen auch als indirekte Methode. In diesem Fall sollte das Lymphozytenantigen-6G
(Ly-6G) sichtbar gemacht werden. Ly-6G ist ein Synonym fiir das Granulozyten-
Differenzierungsantigen Gr-1, ein Glycosylphosphatidylinositol(GPI)-verankertes
Zelloberflachenantigen, welches von Makrophagen und Monozyten exprimiert wird. Um
die Organschnitte fiir die Farbung vorzubereiten, wurden sie fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur mit 100% Aceton fixiert und fiir weitere 5 Minuten an der Luft
getrocknet, ehe sie flir weitere 2 Minuten mit PBS rehydriert wurden. Zur einfacheren
Handhabung wurden alle Objekttrager in einer speziellen Halterung platziert. Die so
vorbereiteten Schnitte wurden dann mit dem primaren Antikérper fiir eine Stunde
inkubiert. Als Antikorper wurde der Anti- Maus Ly-6G Antikérper(Immunglobulin)
verwendet. Nach der Inkubation wurden alle Schnitte mit 100 ul PBS gewaschen um
ungebundene Antikorper zu entfernen. Der nachste Schritt diente der Reduzierung einer
unspezifische Hintergrundfarbung bei der Verwendung von AEC (3-amino-9-ethyl-
carbazol )Substratlésung. Hierbei kann es auf Grund der gewebeeigenen Peroxidase zu
einer solchen unspezifische Hintergrundfirbung kommen. Deswegen erfolgte im
nachsten Schritt die irreversible Inaktivierung der Peroxidase durch Inkubation aller
Schnitte mit Wasserstoffperoxid (125 pl 30% H202 in 50 ml PBS) fiir 15 Minuten. An
diesen Schritt schloss sich ein erneuter Waschschritt mit 100 pl PBS an. Danach erfolgte
die 30 miniitige Inkubation mit dem Enzym-markierten Zweitantikérper. Dieser ,Hasen-
Anti-Ratte-Antikorper wurde mit dem Enzym Meerrettichperoxidase versehen, welches
das chromogene Substrat AEC in ein rotes Endprodukt tiberfiihrt. Auch danach erfolgte
ein Waschschritt. Im vorletzten Schritt erfolgte die 30 miniitige Inkubation mit dem
Drittantikorper Ziegen-Anti-Hase-Antikorper, der ebenfalls mit Peroxidase bestiickt ist
und der Signalverstarkung dient. Nach griindlichem Waschen erfolgte im letzten Schritt
die Zugabe der Substratlosung. Der dadurch erzeugte Farbumschlag wurde unter dem
Mikroskop verfolgt und nach dem Erreichen der gewilinschten Intensitit (ca 5—10
Minuten) unterbrochen. Zu diesem Zweck wurde die Substratlosung verworfen und die
Objekttrager wurden mit Leitungswasser gespiilt. Danach wurden die Schnitte in einen
mit Himatoxylin gefiillten Glasbehalter fiir circa 10 Sekunden eingetaucht und dann
unter flielendem Leitungswasser griindlich abgespiilt. Zuletzt wurde der so gefarbte

Organschnitt mittels eines Glasblattchens und faramount-Medium verschlossen.
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2.2.3 Statistik

Alle Daten innerhalb dieser Arbeit wurden anhand der berechneten Mittelwerte mit
dazugehorigem Standardfehler angegeben und mittels t-Test beziehungsweise der
ANOVA-Analyse mit anschlief}endem Fischers LSD Post-hoc-Test auf ihre Signifikanz
geprift. Ein p-Wert kleiner als 0,05 galt als statistisch signifikant. Alle statistischen

Analysen wurden mit Hilfe der Computersoftware IBM SPSS Statistics durchgefiihrt.
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Adharente PMN
(Zellen pro Gesichtsfeld)

3 Ergebnisse

3.1 Nikotin steigert die Adhiision neutrophiler Granulozyten

3.1.1 Die Beeinflussung der Adhision neutrophiler Granulozyten durch Nikotin

Um zu untersuchen, ob Nikotin die Adhasion zu einer mit Fibronektin beschichteten
Plastikoberfliche einer 24-well-Platte induzieren und steigern kann, wurden
neutrophile Granulozyten aus humanem Spenderblut isoliert und in die wells pipettiert.
Anschlief3end wurden die Zellen mit verschiedenen Nikotin-Konzentrationen inkubiert,
ehe die adhdrenten Zellen unter dem Mikroskop mit zehnfacher Vergrofierung

ausgezahlt wurden.

Die  Betrachtung der absoluten Mittelwerte ldasst einen Trend der
konzentrationsabhdngigen Zunahme der nikotininduzierten Adhasion erkennen. Diese
ist jedoch, absolut gesehen, nicht signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe (fiir Nic 1
uM 378+/- 81, p=0,99; Nic 100 uM 588+/-89, p=0,25; Nic 1mM 720+/-113,p=0,07).
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Abb. 13: Adhéasion neutrophiler Granulozyten (PMN) an Fibronektin (FN) unter
Nikotin. Dargestellt sind die absoluten Zahlen adharenter Zellen (Kontrolle = adhdrente
Zellen ohne Nikotinzugabe). fMLP = N-Formylmethionyl-Leucyl-Phenylalanin;
Mittelwerte +/- SEM; n=10-12; p < 0,001 = »
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Betrachtet man jedoch jeweils den relativen Anstieg der Nikotin-induzierten Adhéasion
eines einzelnen Experiments, ergibt sich im Mittel ein signifikanter Anstieg. Dazu
wurden die Ergebnisse individuell auf die jeweilige Kontrolle (Kontrolle = 100%
Adhasion) genormt und dann der jeweilige Mittelwert berechnet (fiir Nic 1 uM 103%+/-
10, p=0,94; Nic 100 uM 179%+/-18, p=0,08; Nic 1mM 235%+/-34, p=0,006). Die

Ergebnisse sind in der Abbildung 10 zusammengefasst.

Kontrolle Nikotin 1uM Nikotin 100uM Nikotin ImM fMLP

Abb. 14: Adhasion neutrophiler Granulozyten (PMN) an Fibronektin (Fn) unter
Nikotin. Dargestellt sind die Zahlen adhdrenter Zellen als Prozent des Kontrollwerts
(Kontrolle = 100%; Adharente Zellen ohne Nikotinzugabe). fMLP=N-Formylmethionyl-
Leucyl-Phenylalanin; Mittelwerte +/- SEM; n=10-12; p<0,05=+ p< 0,01 =«

p < 0,001 s

Daraus lasst sich schlussfolgern, dass Nikotin die Adhdsion neutrophiler Granulozyten

konzentrationsabhdngig steigert.
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3.1.2 Unterdriickung der Nikotinwirkung durch Blockade des nikotinischen

Acetylcholin-Rezeptors

In der Fortfithrung des Adhadsionsversuchs wurde untersucht, ob der Effekt von Nikotin
auf die Adhasion der PMNs durch den nikotinischen Acetylcholin-Rezeptor vermittelt
wird. Dazu wurden die Zellen zuerst mit dem AChR-Blocker Pancuronium (100 pM)
vorbehandelt. Anschliefiend erfolgte die Inkubation mit Nikotin und die Ermittlung
adhdrenter Zellen unter dem Mikroskop. Es wurde erwartet, dass Pancuronium den
Nikotineffekt blockieren, beziehungsweise vermindern kann. Eine Identifizierung der

Rezeptoruntergruppe fand nicht statt.
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Kontrolle + Nikotin 1uyM + Nikotin 100uM + Nikotin ImM + fMLP +
Pancuronium Pancurenium Pancuronium Pancuronium Pancuronium

Abb. 15: Adhédsion neutrophiler Granulozyten (PMN) zu Fibronektin (Fn) nach
Inkubation mit Pancuronium. Dargestellt sind die Zahlen adhdrenter Zellen als
Prozent des Kontrollwerts (Kontrolle + Pancuronium = 100%; Kontrolle + Pancuronium

= adhdrente Zellen ohne Zugabe von Nikotin). fMLP=N-Formylmethionyl-Leucyl-
Phenylalanin; Mittelwerte +/- SEM; n=4;p<0,05=+ p<0,01 =+« p<0,001 =
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Die Daten wurden wie zuletzt beschrieben in einen relativen Zusammenhang mit der
Kontrollgruppe gesetzt. In diesem Fall wird durch Nikotin keine signifikante Steigerung
der Adhasion gegentiber der Kontrolle erreicht (Nic 1 pM 100%+/- 14, p=0,99; Nic 100
uM 127%+/-14, p=0,34; Nic 1mM 122%+/-16,p=0,44). Ebenfalls ist kein Trend zur

Konzentrationsabhingigkeit der Nikotinwirkung zu erkennen.

Daraus lasst sich folgern, dass der Effekt von Nikotin auf die Adhasion der Granulozyten
durch den nikotinischen Acetylcholin-Rezeptor vermittelt wird, da der Mechanismus

durch die Blockade des Rezeptors effektiv gehemmt werden kann.

3.2 Nikotin verursacht eine Degranulation der PMN und MPO Freisetzung

Wenn Nikotin in der Lage ist, neutrophile Granulozyten zu aktivieren, so dass diese ihre
Enzymsysteme freisetzen, miisste sich dies durch einen erhéhten MPO Spiegel
nachweisen lassen. Vor dem Hintergrund, dass MPO nach der Freisetzung an
Heparansulfat-Glucosaminoglycane (GAG) auf der Oberflache der Endothelzellen bindet
(Daphna u. a. 1998) (Buffon u. a. 2002; Lau und Baldus 2006), wurde das explantierte
Herz der nikotinbehandelten Maus mit einer Heparinlosung gespiilt, um die
wandstandige MPO zu lésen. Die aufgefangene Spiilfliissigkeit wurde mittels ELISA auf
ihren MPO-Gehalt untersucht.

Die Abbildung zeigt einen signifikant erhéhten MPO-Gehalt (104,51 ng/ml+/-10,13; p =
0,03) der Spiillosung aus dem Herz der nikotinbehandelten Maus gegeniiber der

unbehandelten Maus (61,87 ng/ml+/-7,59).

Damit wurde bestatigt, dass Nikotin die MPO Freisetzung aus neutrophilen
Granulozyten induziert und das freigesetztes MPO endothelial akkumuliert. Die
Freisetzung von MPO kann als indirekter Nachweis der Zellaktivierung durch Nikotin

interpretiert werden.
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Abb. 16: MPO Spiegel der Spiillosung nikotinbehandelter (Nic; n=3) und Vehikel-
behandelter (Ctrl; n=3) Tiere. Mittelwerte +/- SEM; Nach Behandlung der Mause mit
Nikotin- bzw. Kontroll-Losung, erfolgte die Spiilung des explantierten Herzens mit

Heparinlésung. Die Bestimmung des MPO-Gehalts erfolgte mittels ELISA.

p<0,052+ p<0,01==p<0,001 2w
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3.3 Nikotin bewirkt eine Infiltration/Rekrutierung neutrophiler Granulozyten

3.3.1 Nikotin beeinflusst die Infiltration/Rekrutierung

Die Untersuchung der moglichen Beeinflussung von Infiltration, beziehungsweise
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten durch Nikotin erfolgte im Tierversuch. Dazu
erhielten Wildtyp- und MPO-KO-Mduse intraperitoneale Nikotin-Injektionen.
Anschliefdend wurden die Lungen entnommen und davon Kryoschnitte angefertigt. Die
Granulozyten im Lungengewebe wurden immunhistochemisch gefarbt und unter dem

Mikroskop ausgezahlt.

Bei der Betrachtung der histologischen Praparate der Wildtyp-Population lasst sich eine
deutlich gesteigerte Anzahl von PMNs im Lungengewebe der nikotinbehandelten Tiere
gegeniiber den unbehandelten Tieren feststellen. Innerhalb der Nikotin-Gruppe (WT
Nikotin) finden sich durchschnittlich 131+/-14 Zellen/Gesichtsfeld und damit
signifikant mehr (p<0,001), als innerhalb der Kontroll-Gruppe (WT Kontrolle: 31+/-11
Zellen/Gesichtsfeld).

Neben Wildtyp Tieren kamen auch MPO KO Mause zum Einsatz. Mit Threr Hilfe sollte
untersucht werden, ob die beobachtete Beeinflussung der Infiltration beziehungsweise
Rekrutierung durch Nikotin MPO-abhdngig geschieht. Hierbei zeigt sich kein
signifikanter Unterschied im Vergleich von Kontrollgruppe und Nikotingruppe (KO
Kontrolle 26+ /-5 Zellen/Gesichtsfeld; KO Nikotin 32+/-12 Zellen/Gesichtsfeld; p= 0,72).
Unter Nikotineinfluss (MPO KO Nikotin) kann auch keine erhdéhte Anzahl von
Granulozyten im Lungengewebe gegeniiber der Kontrolle der Wildtyp Population (WT
Kontrolle) festgestellt werden (p=0,75 fiir KO Kontrolle vs WT Kontrolle, p=0,94 fiir KO
Nikotin vs WT Kontrolle).

Daraus lasst sich schlussfolgern, dass Nikotin die Infiltration/Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten akut induziert. Dabei scheint der Vorgang im Zusammenhang mit Nikotin

abhangig von MPO zu sein.
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Abb. 17: Immunhistochemisch quantifizierte pulmonale PMN-Akkumulation in der
MPO-knockout Maus (MPO KO) und der Wildtyp Maus (WT). Dargestellt ist die
mittlere Anzahl immunhistochemisch gefarbter PMNs in den Lungenschnitten.
Mittelwerte +/- SEM; Die Tiere erhielten Nikotin 3 mg/kg oder Ethanol in NaCl als
Kontrolllésung durch intraperitoneale Injektion. Kontrolle = Ethanol in NaCl; p <

0,05=2+p<0,01l=+p<0,001 =
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Abb. 18: Immunhistochemische Farbung pulmonaler PMN-Akkumulation (hier
schwarz dargestellt und exemplarisch durch Pfeile gekennzeichnet) nach
intraperitonealer Injektion von Nikotin (3mg/kg Kérpergewicht) oder Kontrolllosung in
der Wildtyp und MPO KO Maus. x 10. Die Abbildungen zeigen reprasentative

Ausschnitte. Die Pfeile markieren exemplarisch neutrophile Granulozyten.

3.4 Nikotin fithrt zur Verschlechterung der Endothelfunktion

3.4.1 Die Endothelfunktion der Wildtyp-Maus nach akuter Nikotinapplikation

Die Ermittlung einer moglichen Beeinflussung der Endothelfunktion durch Nikotin
erfolgte im sogenannten Organbad. Mit Hilfe dieses etablierten Verfahrens konnte die

Endothelfunktion von Aortenringen nikotinbehandelter und unbehandelter Tiere
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verglichen werden. Die Messung der Endothelfunktion, genauer gesagt der
endothelabhingigen Ralaxationsfahigkeit, erfolgte nach Zugabe von Acetylcholin in
aufsteigender Dosierung ( LOG M -9 bis LOG M -5,5). Dabei stellte der zuvor eingestellte
Ruhetonus eine Relaxation von 100% dar und die durch Prostaglandin E2 erwirkte

Kontraktion die 0%-Relaxations-Marke.

Die Daten zeigen, dass sich die Aortenringe der zuvor mit Nikotin behandelten Tiere
signifikant geringer durch Acetylcholin relaxieren lassen als die der unbehandelten
Tiere. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass Nikotin zu einer Verschlechterung der

Endothelfunktion fithrt und konsekutiv die endothelabhdngige Relaxationsfahigkeit

verringert.
Ach Konzentration N Mittelwert SEM p
von
%Relaxation
LOG-5,5Ach WT Nic | 11 -72,66 1,83 0,01
WT Ctrl | 4 -85,32 511
LOG-6,0 Ach WT Nic | 11 -70,46 1,82 0,009
WT Ctrl | 4 -83,56 5,29
LOG-6,5Ach WT Nic | 11 -63,67 2,21 0,019
WT Ctrl | 4 -77,27 6,06
LOG-7,0 Ach WT Nic | 11 -51,87 1,97 0,002
WT Ctrl | 4 -66,76 3,82
LOG-7,5Ach WT Nic | 11 -31,00 1,35 < 0,001
WT Ctrl | 4 -44,49 2,39
LOG-8,0 Ach WT Nic | 11 -13,48 1,20 0,001
WT Ctrl | 4 -23,10 2,11
LOG-8,5Ach WT Nic | 11 -4,27 0,54 0,094
WT Ctrl | 4 -6,27 1,07

Tabelle 1: Die Tabelle zeigt die erreichten Relaxationswerte von WT Nikotin- und WT

Kontrolltieren in Abhdngigkeit der Acetylcholin-Konzentration.
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Abb. 19: Endothelabhingige Relaxation des Aortenrings einer Wildtyp (WT) Maus
unter Acetylcholin Dargestellt sind die Relaxierungskurven von Aortenringen
nikotinbehandelter (Nic; n=11) und unbehandelter (Ctrl; n=4) Mause in % der PGF2,-
induzierten Konstriktion unter ansteigender Acetylcholin-Konzentration (LOG M -9 bis -

5,5). Mittelwerte +/- SEM; p< 0,05=+ p<0,01 =+ p<0,001 =«

Um zu iberpriifen, ob der erzielte Unterschied tatsdchlich das Resultat einer durch
Acetylcholin bedingten endothelabhdngigen Relaxation ist und nicht durch strukturelle
Unterschiede zwischen den einzelnen Ringen produziert wird, testet man die

endothelunabhéngige Relaxation durch Nitroglycerin.
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Abb. 20: Endothelunabhingige Relaxation des Aortenrings einer Wildtyp (WT)
Maus unter Nitroglycerin Dargestellt sind die Relaxierungskurven von Aortenringen
nikotinbehandelter (Nic; n=11) und unbehandelter (Ctrl; n=4) Mause in % der PGF2q-
induzierten Konstriktion unter ansteigender Nitroglycerin-Konzentration (LOG M -9 bis

-4,5). Mittelwerte +/- SEM;

3.4.2 Die Endothelfunktion der MPO-KO-Maus nach akuter Nikotinapplikation

Um zu untersuchen, ob der beschriebene Effekt auf die Relaxationsfahigkeit des
Endothels mit einer Nikotin-induzierten Freisetzung von MPO in Zusammenhang steht,
wurde der Versuch ebenfalls mit Aorten aus MPO KO Mausen durchgefiihrt. Es wurde
angenommen, dass durch die Abwesenheit von MPO die Verfligbarkeit fiir NO im
Endothel unverdndert ist und folglich auch die Funktion der endothelabhdngigen
Relaxation erhalten bleibt. Es sollte sich dabei also kein Unterschied zwischen der

Nikotin Gruppe und der Kontroll-Gruppe der KO Tiere ergeben.
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Im Vergleich dieser beiden Gruppen zeigt sich wie erwartet keine signifikante

Abweichung der Relaxation unter einer steigenden Ach-Konzentration. Daraus lasst sich

schlussfolgern, dass Nikotin seine (negative) Wirkung auf das Endothel nur in

Anwesenheit von MPO entfalten kann.

Ach Konzentration N Mittelwert von | SEM p
%Relaxation

LOG-5,5Ach KONic |6 -69,92 1,74 0,19
KO Ctrl | 6 -73,64 6,27

LOG-6,0 Ach KO Nic |6 -67,36 2,73 0,20
KO Ctrl |6 -70,95 5,95

LOG-6,5Ach KONic |6 -61,58 3,00 0,15
KO Ctrl | 6 -65,55 5,53

LOG-7,0 Ach KONic |6 -50,08 4,55 0,16
KO Ctrl | 6 -53,84 4,05

LOG-7,5Ach KONic |6 -29,22 5,49 0,14
KO Ctrl | 6 -33,69 4,26

LOG-8,0 Ach KO Nic |6 -12,81 5,28 0,25
KO Ctrl | 6 -15,83 3,17

LOG-8,5Ach KONic |6 -4,68 391 0,67
KO Ctrl | 6 -3,95 1,49

Tabelle 2: Die Tabelle zeigt die erreichten Relaxationswerte von Nikotin- und

Kontrolltieren der MPO KO Population in Abhdngigkeit der Acetylcholin-Konzentration.
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Abb. 21: Endothelabhdngige Relaxation des Aortenrings einer MPO Knock Out
(MPO KO) Maus unter Acetylcholin Dargestellt sind die Relaxierungskurven von
Aortenringen nikotinbehandelter (Nic; n=6) und unbehandelter (Ctrl; n=6) KO Mause in
% der PGFzqs-induzierten Konstriktion unter ansteigender Acetylcholin-Konzentration

(LOG M -9 bis -5,5). Mittelwerte +/- SEM;
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Abb. 22: Endothelunabhingige Relaxation des Aortenrings einer MPO Knock Out
(MPO KO) Maus unter Nitroglycerin Dargestellt sind die Relaxierungskurven von
Aortenringen nikotinbehandelter (Nic; n=11) und unbehandelter (Ctrl; n=4) Mause in
% der PGF;q-induzierten Konstriktion unter ansteigender Nitroglycerin-Konzentration

(LOG M -9 bis -4,5). Mittelwerte +/- SEM;

3.4.3 Unterschiede zwischen Wildtyp und MPO KO: Die MPO-Abhingigkeit der
Endothelfunktion

Um den Unterschied zwischen den Mauspopulationen besser darzustellen und damit die
MPO-Abhangigkeit der nikotinvermittelten Einschrankung der Relaxationsfahigkeit zu

verdeutlichen, wurden beide Gruppen gegeniiber gestellt.

Im ersten Schritt wurden die Differenzen (Delta) der erzielten Relaxationswerte

(Kontrolle minus Nikotin; hier als Delta WT oder Delta KO bezeichnet) innerhalb der
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Populationen berechnet und wie in Abbildung 19 in Abhédngigkeit der
Acetylcholinkonzentration dargestellt. Dabei geben die Werte den Unterschied des
Relaxierungsgrades zwischen Kontrolle und Nikotin wieder. Ein grofser Balken bedeutet
demnach einen grofien Unterschied. Die Einheit % bleibt erhalten. Hier zeigt sich
bereits, dass die Unterschiede in der Wildtyp-Population deutlich stirker ausgepragt

sind.

M Delta WT

9 -85 -8 -1.5 -7 -6,5 -6 -55

LOG M (Acetylcholin)

14

- -
1=} [

o

Detlawert
(aus der Differenz Kontrolle - Nikotin)
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Abb. 23: Differenzen (Delta) der erzielten Relaxationswerte, gebildet aus
Kontrollwert minus Nikotinwert innerhalb der verschiedenen Populationen, hier als
Delta WT (Wildtyp) und Delta KO (Knock Out). Dargestellt sind die Deltawerte in ihrer
urspringlichen Einheit % Relaxation; ermittelt aus den Werten der jeweiligen Ach-

Konzentration (LOG M -8,5 bis -5,5).

Im zweiten Schritt wurden die Deltawerte einer Population gemittelt. Der berechnete
Wert gibt also den mittleren Unterschied zwischen Kontrolle und Nikotin einer
Population an und spiegelt die nikotinbedingte Einschrankung der Dilatation wider. Hier
zeigt sich, dass sich der Wert der Wildtyp Population signifikant von dem der KO Tiere
unterscheidet. Auf Grund von MPO kommt es in Wildtyp Tiere zu einer signifikant
grofderen Einschrankung der Dilatation als dies in KO Tieren der Fall ist (gemitteltes

Delta WT 9,92%; gemitteltes Delta KO 2,72%; p = 0,001).
61



* &

M Delta WT

Opelta KO

Gesamtdelta
(gemittelte Deltawerte)

Abb. 24: Gemittelte Differenzen (Gesamtdelta) der erzielten Relaxationswerte der
MPO Knock Out-Maus und der Wildtyp-Maus; gebildet aus allen Deltawerten der
jeweiligen Mauspopulation. Die urspriingliche Einheit % Relaxation bleibt erhalten. p <

0,05+ p<0,01=p<0,001=

3.4.4 Fluss und FlieBgeschwindigkeit nach chronischer Nikotinapplikation

In einem weiteren Tierversuch wurde untersucht, ob eine Nikotinbehandlung auch in
vivo zu einer Abnahme der Relaxationsfahigkeit und somit zur Abnahme von Blutfluss

und Flief3geschwindigkeit in der Mikrozirkulation flihrt.

Bei diesem Versuch kam das O2C Gerat der Firma LEA Medizintechnik Giessen zum
Einsatz. Es kombiniert das Dopplerverfahren zur Bestimmung von Blutfluss und
Flief3geschwindigkeit mit einer zusatzlichen Weifdlichtquelle zur Bestimmung von

Blutparametern wie der Sauerstoffsattigung.
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Die Sonde ermittelte die Parameter der Mikrozirkulation, indem sie direkt auf den
freipraparierten Oberschenkelmuskel der Maus platziert wurde. Zuvor wurde die Maus
liber eine (unter die Haut) implantierte osmotische Minipumpe fiir einen Zeitraum von 7

Tagen kontinuierlich mit Nikotin behandelt.

250 1

200 4

150 1

100 1

Fluss (arbitrary unit, AU)

50 1

Wildtyp Ctrl Wildtyp Nic MPO-KO Nic

Abb. 25: Blutfluss in der Mikrozirkulation des Oberschenkelmuskels bei Wildtyp-
Miusen ohne Nikotinbehandlung (Wildtyp Ctrl) und Wildtyp- und MPO-KO
Miusen nach Nikotinbehandlung (Wildtyp Nic, MPO-KO Nic). Die Daten werden mit

einer sog. arbitrary unit (AU) angegeben. Einer vom Hersteller unskalierten,

willkiirlichen Einheit. Mittelwerte +/- SEM; p<0,05=+ p <0,01 =+ p < 0,001 =+

Die Daten zeigen eine signifikante Minderung von Fluss und Flief3geschwindigkeit
innerhalb der Mikrozirkulation der ,Nikotintiere“ (Flow 41,28+/-10, p=0,016; Velocity
13,06+/-1, p=0,003) im Vergleich zu unbehandelten Wildtyp-Tieren (Flow 157,62+/-71,
Velocity 22,83+/-4).

Nikotin verursacht offensichtlich eine Abnahme von Fluss und Flief3geschwindigkeit in
der Mikrozirkulation der Maus. Damit wiirden sich die Ergebnisse des
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Organbadversuchs auch im lebenden Organismus bestatigten, wonach Nikotin zu einer

verminderten Relaxationsfahigkeit fiihrt.

Einzig die Ergebnisse der MPO KO Tiere zeigten nicht den zu erwartenden Effekt. Die
ebenfalls mit Nikotin behandelten MPO KO Mause hatten einen dhnlich verminderten
Fluss (29,85+/-5) und Flief3geschwindigkeit(11,21+/-0,6) wie die behandelten Tiere der
Wildtyp Population (im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle p=0,012; p=0,001). Diese
Ergebnisse konnen nicht im Kontext mit den vorangehenden Erkenntnissen erklart
werden, da angenommen wird, dass MPO ein wesentlicher Mediator der Gefaf3funktion
im Hinblick auf Nikotin ist und die Abwesenheit des Enzyms die Funktion deshalb

unbeeinflusst lassen miisste .

— - N ~N
o w o w

FlieBgeschwindigkeit (AU)

w

Wildtyp Ctrl Wildtyp Nic MPO-KO Nic

Abb. 26: Flief3geschwindigkeit in der Mikrozirkulation des Oberschenkelmuskels
bei Wildtyp-Midusen ohne Nikotinbehandlung (Wildtyp Ctrl) und Wildtyp- und
MPO-KO Madusen nach Nikotinbehandlung (Wildtyp Nic, MPO-KO Nic). Die Daten

werden mit einer sog. arbitrary unit (AU) angegeben. Mittelwerte +/- SEM; p < 0,05=+« p

< 0,005 = ok p < 0'0005 = wkx
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4 Diskussion

Nikotin, das Hauptalkaloid der Tabakpflanze und wichtigster Bestandteil von Zigaretten,
ist nachweislich fiir eine Vielzahl schadlicher Wirkungen auf den menschlichen
Organismus verantwortlich. Vor allem bei der Entwicklung von Herz-
Kreislauferkrankungen scheint es eine wichtige Rolle zu spielen. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass Nikotin einen wesentlichen Einfluss auf die Entwicklung einer
endothelialen Dysfunktion nimmt und dadurch méglicherweise zur Initiierung und
Entwicklung der Arteriosklerose beitrdgt. Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten auch
einen  Zusammenhang zwischen den proinflammatorischen und damit
proarteriosklerotischen Effekten von Nikotin und dem Enzym Myeloperoxidase
aufzeigen. Dabei scheint MPO eine wesentliche Rolle bei der Vermittlung des
Nikotineffekts zu spielen. Im Folgenden sollen die Ergebnisse dieser Arbeit im
Zusammenhang mit aktuellen Erkenntnissen der Wissenschaft diskutiert und

eingeordnet werden.

4.1 Nikotin - aktivierender oder hemmender Einfluss

Alle Versuche dieser Arbeit basieren auf der Annahme, Nikotin habe einen
aktivierenden Effekt auf neutrophile Granulozyten. So sind die hier unter anderem
untersuchten Vorgiange der Adhdsion, Degranulation und Rekrutierung allesamt aktive
Prozesse der Zelle und bedingen eine vorangehende Aktivierung. In der Literatur finden
sich dazu zahlreiche Beispiele. Wie bereits einleitend beschrieben, kann Nikotin
neutrophile Granulozyten aktivieren, chemotaktisch dirigieren (Totti u. a. 1984), sowie
zur Adhasion (Overbeek u. a. 2011) (Yong, Zheng, und Linthicum 1997) und
Degranulation bewegen. Dabei werden nicht nur MPO und Elastase freigesetzt (Lavi u. a.
2007) sondern auch proinflammatorischen Eikosanoide (Seow u. a. 1994), Superoxid
und IL-8 (Tho u. a. 2003). Die Ergebnisse dieser Arbeit reihen sich somit als logische
Folge der Zellaktivierung in die Kette bereits bekannter Nikotinwirkungen ein. Es
konnte von uns gezeigt werden, dass Nikotin die Adhasion neutrophiler Granulozyten
induziert und konzentrationsabhdngig steigert, sowie die Degranulation der
Granulozyten und somit die Freisetzung von MPO bewirkt. Im Tierversuch konnte eine

MPO-Abhangigkeit der Nikotinwirkung nachgewiesen werden. Sowohl die gesteigerte
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Infiltration/Rekrutierung als auch die Verschlechterung der Endothelfunktion durch

Nikotin konnten als MPO-abhangige Prozesse identifiziert werden.

Jedoch existieren auch Arbeitsgruppen, die Gegenteiliges beobachten und gar einen
antiinflammatorischen Effekt von Nikotin postulieren. Gerade die Interaktion der
Granulozyten mit dem Endothel im Rahmen der Adhdsion ist vielfach untersucht
worden. So konnte ebenso gezeigt werden, dass Nikotin die Ausbildung von
Adhdsionsmolekiilen auf dem Endothel hemmt und konsekutiv die Migration
unterdriickt (Saeed u. a. 2005). Diese untersuchten Effekte scheinen hauptsachlich
durch den alpha7nAchR vermittelte Signale zu sein. Aber auch die verminderte
Produktion von Zytokinen durch Nikotin (Hosur u. a. 2009) tragt zu einem eher anti-
inflammatorischen Bild bei. Bei Untersuchungen mit Granulozyten konnten
Arbeitsgruppen um Bridges und um Corberand (Bridges u. a. 1977; Corberand u. a.
1980) keinen oder einen sogar eher hemmenden Effekt von Nikotin auf die Chemotaxis
neutrophiler Granulozyten feststellen. Husten und Kollegen untersuchten eine durch
Nikotin reduzierte CD11b Prasentation (Huston u. a. 2009). Eine weitere Arbeit konnte
sogar zeigen, dass die Ausbildung der Integrine durch héhere Nikotin-Konzentrationen

ab etwa 10 pmol/1 komplett unterdriickt wurde (Speer u. a. 2002).

Viele dieser Beobachtungen beruhen vermutlich auf cholinergen, anti-
inflammatorischen Signalwegen des Parasymphatikus und dessen Haupttransmitter
Acetylcholin  (ACh). Als verantwortlicher Rezeptor fiir die Ubertragung
antiinflammatorischer Signale konnte u. a. der a7-nACh-Rezeptor (a7nAChR) auf
immunkompetenten Zellen identifiziert werden. Das parasympatische Nervensystem
reguliert periphere Entziindungsreaktionen durch einen Regelkreis, welcher in der
Literatur als ,anti-inflammatorischer Reflex“ (CAIR) bezeichnet wird. Demnach binden
die bei der Entzlindungsreaktion freigesetzten Zytokine zu Rezeptoren des afferenten
parasympatischen (vagalen) Nervensystems und fiihren zu einer Aktivierung dieser
Fasern. Durch Verschaltungen im ZNS kommt es iliber efferente Vagusfasern zu einer
Ausschiittung von ACh im entziindeten Gewebe. Das freigesetzte ACh bindet an den
a7nAChR auf Gewebsmacrophagen und hemmt dadurch die weitere Produktion
proinflammatorischer Zytokine (Wang u. a. 2003; Tracey 2009). Wilund u. a. konnten
mittels eines a7nAChR-KO-Mausmodells zeigen, dass ein Defizit des Rezeptors die
antioxidativen Kapazititen von Gewebsmacrophagen signifikant reduziert, dariiber

hinaus die Macrophagen dazu veranlasst, vermehrt oxidiertes LDL aufzunehmen, sowie
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die Cholesterol Akkumulation in der Gefafdwand steigert und so die Schaumzellbildung
beschleunigt. Dariiber hinaus kam es bei den KO-Tieren zu einem generellen Anstieg

systemischer Entziindungsparameter wie dem CRP.

Jedoch, gegen die rein antiinflammatorisch/antiatherogene Funktion des Rezeptors
sprechen beispielsweise die Ergebnisse von Aicher u. a. (Aicher u. a. 2003), wonach
Nikotin via a7nAChR dendritische Zellen zur Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen wie IL-12 und IL-12 anregt, was wiederum die Interaktion dieser Zellen mit
T-Zellen begiinstigt. Andere Arbeitsgruppen konnten eine Steigerung der
Plattchenaktivierung und Aggregation (Schedel u. a. 2011), sowie eine gesteigerte
Plaquevaskularisierung (Cooke 2007; Cooke und Ghebremariam 2008), vermittelt durch

den Rezeptor, nachweisen.

Der exakte Mechanismus, durch welchen Nikotin seine pro- beziehungsweise anti-
inflammatorischen Wirkungen entfaltet, bleibt jedoch unvollstiandig geklart und bedarf
weiterer Untersuchungen. Genauer miissen  die Funktionen der spezifischen
Rezeptorsubtypen untersucht werden, um in der Zukunft gezielt Therapien in diese

Richtung entwickeln zu kénnen.

4.2 Nikotinkonzentration im Versuch

Die Wahl der richtigen Konzentration ist ausschlaggebend fiir das Ergebnis und kann
dieses stark beeinflussen. Wie bereits beschrieben, liegt die Menge Nikotin, die nach
dem Rauchen einer Zigarette im Blut messbar ist, etwa zwischen 0,3 und 0,6 uM und
damit beispielsweise deutlich unterhalb der von uns verwendeten Konzentration im
Adhasionsversuch (1mM). Die ,richtige“ Konzentration, wie sie im menschlichen Kérper
nach dem Tabakkonsum vorkommt, ist dabei aber nur schwer festzulegen. Sie ist von
vielen Faktoren wie beispielsweise dem Stoffwechsel (mannlich vs. weiblich), dem
Rauchverhalten (Tiefe der Inhalation, Anzahl der Ziige, Anzahl der Zigaretten) oder der
Lokalisation im Koérper abhangig (Hukkanen, Jacob, und Benowitz 2005b). So sind zum
Beispiel die Nikotinkonzentration im Speichel nach drei Zigaretten mit 360 pg/ml bis zu
siebenmal hoher als im Plasma (Feyerabend, Higenbottam, und Russell 1982; Russell,
Feyerabend, und Cole 1976; P. Jacob 3rd, Wilson, und Benowitz 1981) oder die

Nikotinkonzentration im arteriellen Blut 6-10 mal und im Gewebe 2-3 mal hoher als die
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Werte gemessen im vendsen Blut (0,5x10-7M bis 5,0x10-7M) (Scott und Palmer 2002).
Bei der Verwendung von humanen Granulozyten spielt es auch eine Rolle, ob der
Spender selbst aktiver oder passiver Raucher ist, weil dadurch der Rezeptorstatus auf
den Granulozyten beeinflusst wird (Benhammou u. a. 2000). Zwar wurde darauf
geachtet, nur Blut von gesunden Nichtrauchern zu verwenden, aber eine passive

Belastung ist dadurch nicht ausgeschlossen.

Die von uns verwendete Konzentration bei Versuchen mit menschlichen Spenderzellen
resultierte aus einer Reihe von Vorversuchen, um eine geeignete Dosis zu finden. Bei
einem in vitro Versuch mit isolierten Granulozyten kommt es verfahrensbedingt zu einer
mehr oder weniger starken Voraktivierung der Granulozyten, wie sie im menschlichen
Korper nicht vorliegt. Dieses Phianomen ist allgemeinhin bekannt. Um dem
entgegenzusteuern, verwenden manche  Arbeitsgruppen im  Tierversuch
Natriumcromoglicat, einen Mastzellstabilisator, der die Voraktivierung verhindern soll
(Yong, Zheng, und Linthicum 1997). Dies ldsst sich bei menschlichen Spendern nicht
umsetzten. Die Voraktivierung mag ein Grund dafiir sein, dass es fiir eine weitere
Aktivitatsteigerung der Granulozyten eines sehr grofden Stimulus in Form einer
unnatiirlich hohen Nikotinkonzentration, wie wir sie in den Zellversuchen verwendet

haben, bedarf.

Im Tierversuch spielen eine Reihe weiterer Faktoren eine wichtige Rolle bei der Wahl
einer geeigneten Konzentration. Wir orientierten uns an Richtwerten wie sie in der
Literatur als allgemeiner Konsens zu finden waren. Wir verwendeten eine
Nikotinkonzentration von 3 mg/kg. Diese relativ hohe Konzentration begriindet sich
durch die Tatsache, dass Tiere im Allgemeinen Nikotin wesentlich schneller
metabolisieren als Menschen (Gorrod and Jenner 1975; Scheline 1978;) (Seaton und
Vesell 1993). So hat Nikotin in der Maus nur eine relativ kurze Plasma-Halbwertszeit
von 6-7 Minuten. Aufderdem spielte die Art der Applikation eine entscheidende Rolle.
Durch den sehr hohen First Pass Effekt werden anndhernd 70% des intraperitoneal
injizierten Nikotins umgehend metabolisiert. Diese Griinde erfordern eine hodhere

Nikotindosierung im Tierversuch.

Neben der Gattung und den Enzymsystemen beeinflussen auch Faktoren wie das Alter
oder das Geschlecht den Metabolismus. So lauft der Stoffwechsel bei weiblichen
Individuen schneller ab als bei mannlichen (N. L. Benowitz u. a. 2006) und im Alter ist

der Metabolismus gegeniiber jungen Individuen verlangsamt (Molander, Hansson, und
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Lunell 2001). Auch Stress hat einen beschleunigenden Einfluss auf die Metabolisierung,

dies gilt insbesondere fiir den Tierversuch.

4.3 Die Bedeutung des Nikotins fiir die Adhésion

Die feste Adhadsion der Leukozyten ist ein essentieller Schritt innerhalb der
Aktivierungs- und Rekrutierungskaskade dieser Zellen und geht der Durchwanderung
des Endothels voraus. Sie stellt damit ein zentrales Element der Thematik dar, welche
unserer Hypothese zugrunde liegt, namlich der Leukozytenaktivierung und
Rekrutierung durch Nikotin. Zahlreiche wissenschaftliche Untersuchungen
identifizierten Nikotin bereits als einen mdéglichen Aktivator und Initiator der Adhasion
(Overbeek u. a. 2011). Fiir das Projekt war deshalb die Wiederholbarkeit der Ergebnisse

unbedingt erforderlich.

Im Blut von Rauchern zirkuliert nachweislich nicht nur eine gesteigerte Anzahl weifder
Blutkorperchen, sondern es finden sich darunter auch vermehrt aktivierte Leukozyten
(Lavi u. a. 2007). Dies begriindet sich moéglicherweise durch die aktivierende Wirkung
von Nikotin. Ebenso ist bekannt, dass Nikotin dazu beitragt, dass auf dem Endothel
vermehrt Adhdsionsmolekiile exprimiert werden und dadurch die Adhasion des PMN
ermoOglicht wird (Cirillo u. a. 2007; Hu u. a. 2009; Ueno u. a. 2006) (Kalra u. a. 1994;
Blann, Steele, und McCollum 1997; Shen u. a. 1996)(Yong, Zheng, und Linthicum 1997).

Allerdings ist die feste Adhdsion ein Zusammenspiel von Endothel und Granulozyt,
welches neben dem aktivierten Granulozyten auch ein aktiviertes Endothel erfordert.
Die Aktivierung der Zelle erfolgt normalerweise durch inflammatorische Mediatoren
wie Chemokine, Leukotriene und Formylpeptide, aber auch durch granulozyteneigene
MPO (Lau u. a. 2005) oder Nikotin (Totti u. a. 1984). Sie verursacht eine
Konformationsanderung der granulozytiren Adhasionsmolekiile CD11b/CD18 (Ley K:
Adhesion Molecules: Function and Inhibition. Basel: Birkhauser Verlag Basel/Schweiz.
XIV 2007). Daraus resultiert eine gesteigerte Bindungsfahigkeit, unter anderem zu dem
endothelialen Adhasionsmolekil ICAM-1, aber auch zu dem extrazelluliren
Matrixprotein Fibronektin (FN), einem Strukturprotein, welches gehduft in der
subendothelialen Raum vorkommt und eine wichtige Rolle bei der Migration des

Granulozyten spielt.
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Wir konnten zeigen, dass Nikotin in vitro die Adhdsion der Granulozyten zu dem Protein
Fibronektin steigern kann. Dabei wurde die Nikotinwirkung scheinbar durch den nACh-
Rezeptor vermittelt, da eine unspezifische Blockade des Rezeptor mittels Pancuronium
(Wenningmann und Dilger 2001) eine adhéasionssteigernde Wirkung verhinderte.
Andere Arbeitsgruppen verwendeten Mecamylamine als nAChR Antagonist (ZB Yong
97;). Die Bindung an den Rezeptor veranlasst diesen zur Offnung seines lonenkanals
und zum Einstrom von Calciumionen. Die dadurch verursachte Erhohung des
intrazelluldren Calciums konnte sowohl bei Granulozyten als auch bei Endothelzellen
gemessen werden (Ryder 1994; Zia u. a. 1997). Ca?* ist ein bedeutendes second
messenger Molekill und fiir eine Vielzahl von intrazellularen Signalkaskaden
verantwortlich. Beispielsweise konnte (Southwick u. a. 1989) feststellen, dass ein
Zusammenhang zwischen der fiir die Migration notwendigen F-Aktin Polymerisation
und dem erwdhnten Ca?*- Einstrom besteht. Ueno u. a. konnten zeigen, dass Nikotin
tiber den Calciumeinstrom die Proteinkinase C aktiviert und daraufhin vermehrt
VCAM/ICAM auf Endothelzellen exprimiert werden (Ueno u. a. 2006). Eventuell fiihrt
eine nikotininduzierte Calciumerhéhung im Granulozyten zu einer F-Aktin
Polymerisation (Ryder 1994) und dadurch zu einer Verdnderung zytoskeletaler
Strukturen. Dies kann, vermittelt {iber Verbindungsproteine eventuell eine
Konformationsanderung und gesteigerte Prasentation von CD11b auf der Oberfldche der
Granulozyten bewirken (Huston u. a. 2009)(Anderson, Hotchin, und Nash 2000). Das
wirde wiederum die gesteigerte Adhdsion erklaren. Dagegen sprechen allerdings die
Ergebnisse von (Huston u. a. 2009), die erkldren, dass durch Nikotin die F Aktin
Polymerisation unterdriickt wird und es dadurch nicht zur Adhasion kommt. In
unserem Experiment wurde lediglich die Adhasion unter Nikotineinfluss beurteilt, ohne
eine mogliche Expressionssteigerung oder Konformationsanderung der Integrine zu
untersuchen. Dieser Zusammenhang muss in weiterfiihrenden Experimenten geklart

werden.

4.4 Die Bedeutung des Nikotins fiir die Degranulation

Um ihre unterschiedlichen Funktionen ausiiben zu kénnen, verfiigen Granulozyten iiber
eine Vielzahl an Enzymen und anderen Stoffen, die innerhalb des Granulozyten in

sogenannten Granula gespeichert werden. Man unterscheidet spezifische, sekundare
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Granula, die zum Beispiel Lysozym und Kollagenasen wie die MMP-9 enthalten, von den
primdren, azurophilen Granula. Letztere setzen bei Degranulation MPO und Elastase frei
(Winterbourn, Vissers, und Kettle 2000; Lau und Baldus 2006). Das Nikotin allgemein
eine Degranulation des Leukozyten bewirken kann, ist in der Literatur zahlreich
bestatigt worden. So fiihrt Nikotin zur Freisetzung von MMP-9 (Xu u. a. 2008; Birkedal-
Hansen u. a. 1993), Elastase und beta-Glucoronidase aus azurophilen Granula(Janoff,
Raju, und Dearing 1983; Ludwig und Hoidal 1982; Seow u. a. 1994) sowie IL-8 (Iho u. a.
2003).

Laut unserer Hypothese ist MPO aus azurophilen Granula wesentlich an der Entstehung
einer endothelialen Dysfunktion beteiligt. Der proinflammatorischen Wirkung von MPO
geht dessen Freisetzung in den extrazellularen Raum voraus. Wir untersuchten deshalb
im Tierversuch ob Nikotin in der Lage war, die Granulozyten zu aktivieren und dadurch
eine Freisetzung des Enzyms zu bewirken. Ein wichtiger Hinweis auf eine mdgliche
Degranulation durch Nikotin lieferten erhéhte MPO-Plasmaspiegel im Blut von
Rauchern (Lavi u. a. 2007) nach Nikotin-Zufuhr mittels Nikotin-Kaugummis (Rudolph u.
a. 2011). Erste Untersuchungen des Plasmas nikotinbehandelter Mduse zeigten keine
Erhohung des MPO Spiegels gegeniliber den unbehandelten Tieren (Ergebnisse sind in
dieser Arbeit nicht vorgestellt.) Eine mogliche Ursache dafiir konnte sein, dass MPO
nach der Freisetzung an Heparansulfat-Glucosaminoglycane (GAG) auf der Oberflache
der Endothelzellen bindet (Daphna u. a. 1998) (Buffon u. a. 2002; Lau und Baldus 2006)
Um dies zu tiberpriifen, verwendeten wir unfraktioniertes Heparin. Heparin konkurriert
mit endothelialen Bindungsstellen um die Bindung zu MPO (Hiebert und Jaques 1976)
und ist in der Lage, nicht nur die Bindung von MPO an das Endothel und an
extrazellulare Matrixproteine wie Fibronektin zu verhindern, sondern auch bereits
gebundenes MPO zu l6sen (S Baldus u. a. 2001; Jason P Eiserich u. a. 2002) (Rudolph u.
a. 2010). Mit diesem Hintergrund wurde in einem weiteren Durchgang ein explantiertes
Mauseherz einer mit Nikotin vorbehandelten Maus mit Heparin gespilt und die
Spiillésung auf MPO untersucht. Hier zeigte sich eine deutliche Steigerung des MPO
Gehalts gegentiber der unbehandelten Kontrolle. Damit konnten wir indirekt die MPO-

freisetzende Wirkung von Nikotin bestatigen.
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4.5 Die Bedeutung von Nikotin fiir die Infiltration/Akkumulation von

neutrophilen Granulozyten im Gewebe

Die Fahigkeit der neutrophilen Granulozyten zur Rekrutierung und Infiltration ist ein
wesentlicher Bestandteil des Immunsystems. Nur dadurch ist es den Zellen méglich,
Gewebeschidden und Pathogene an ihrem Entstehungsort zu bekdmpfen. Aber auch
unabhdngig vom Immunsystem koénnen verschiedene Stimuli eine Rekrutierung und
Infiltration neutrophiler Granulozyten bewirken. Dazu zahlt das Nikotin, welches iiber
den Zigarettenrauch in die Lunge und das Blut aufgenommen wird. Dabei bildet das
Lungengewebe von Rauchern ein primares Ziel des Granulozyten. Das Lungengewebe
weifdt eine der hochsten Gewebeaffinitaten fiir Nikotin im gesamten Korper auf (Matta u.
a. 2007). Die Lunge hat nicht nur als eines der ersten Organe Kontakt mit
Zigarettenrauch und dem darin enthaltenen Nikotin, sie ist auch eines der am starksten
durchbluteten Organe des menschlichen Koérpers mit einer Ruheperfusion von ca. 5-6
l/min. Auf Grund der sehr grofen Gasaustauschflache der Lunge und der hohen
Durchblutung kommt es im Lungenkreislauf zu sehr hohen Nikotinkonzentrationen
(Matta u. a. 2007), was wiedrum einen grofden Stimulus darstellt. Wir untersuchten
Lungenschnitte von nikotinbehandelten sowie unbehandelten Wildtyp- und MPO-KO-
Tieren. Das Lungengewebe der nikotinbehandelten WT-Tiere wies eine deutlich héhere
Anzahl neutrophiler Granulozyten auf als das unbehandelter Mause. Dafiir kénnen

mehrere Griinde in Frage kommen.

Es ist bekannt, das sich Granulozyten wahrend des Rauchens unter Einfluss von Nikotin
vermehrt in der Mikrozirkulation der Lunge sammeln (MacNee u. a. 1989; Scott und
Palmer 2002) und dort aktiviert, Elastase und andere Enzyme durch Degranulation
freisetzen (Klut u. a. 1993; Xu u. a. 2008). Dabei sind die spezifischen Funktionen des
Granulozyten, die zur Infiltration/Rekrutierung notwendig sind, wie beispielsweise die
Chemotaxis, stark konzentrationsabhingig. In niedrigen Konzentrationen, wie sie etwa
im Plasma nach dem Rauchen einer Zigarette vorkommen, wirkt Nikotin chemotaktisch
(Totti u. a. 1984; Nowak, Ruta, und Piasecka 1990), verursacht aber keine
Degranulation. Fiir Nikotin in hohen Konzentrationen, wie man sie eventuell in der
Lunge und im Speichel findet, verhalt es sich genau umgekehrt. Hohe Konzentrationen
fiihren zur Degranulation, hemmen aber Chemotaxis und Phagozytose (Seow u. a. 1994).
Diese konzentrationsabhdngigen Wirkungen lassen sich moglicherweise dadurch

erklaren, dass es unter hohen Konzentrationen zu einer stark gesteigerten F-Aktin
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Polymerisation ohne die dynamische Konversion zu G-Aktin durch Nikotin kommt und
dadurch der F-Aktin Pool gegeniiber dem G-Aktin Pool stark vergrofiert wird. Dies flihrt
dazu, dass der Granulozyt nur noch eingeschrankt zur Chemotaxis und Phagozytose
fahig ist (Ryder 1994). Die Kenntnis der Konzentrationsabhangigkeit ldsst verschiedene

Mechanismen der Rekrutierung/Infiltration als méglich erscheinen.

Einerseits konnte Nikotin, welches in relativ niedrigen Konzentrationen im Blut
zirkuliert, Granulozyten aktiviert haben und diese zu einer Adhédsion und Infiltration
von Gewebe angeregt haben. Andererseits konnte es sein, dass die Lunge auf Grund
ihrer relativ starken Durchblutung einen grofien Teil des Nikotins in ihr Gewebe
aufgenommen hat. Die bereits in der Mikrozirkulation der Lunge und im Lungengewebe
vorhandenen Granulozyten kénnten sich dann auf Grund der hohen Konzentrationen im
Gewebe akkumuliert haben, ohne dass eine gesteigerte Rekrutierung/Infiltration von
neutrophilen Granulozyten aus der Peripherie stattfand. Eine dritte Mdéglichkeit ist die
Kombination beider Mechanismen. In der Lunge aktivierte und akkumulierte
Granulozyten konnten tber Botenstoffe wie IL-17 und IL-8 weitere Granulozyten aus
der Peripherie rekrutieren (lho u. a. 2003) und zur Infiltration des Lungengewebes

bewegen.

Weiterhin fiel bei der Untersuchung der Lungen von MPO KO Tieren auf, dass es keinen
signifikanten Unterschied der Granulozytenanzahl im Gewebe zwischen Nikotin- und
Kontrollgruppe gab. Auch gegeniiber der Wildtyp Kontrolle zeigte die Nikotin-
behandelte KO Maus keine Steigerung der Anzahl von Granulozyten im Lungengewebe.
Scheinbar verhinderte die Abwesenheit von MPO eine gesteigerte Akkumulation von
Granulozyten im Gewebe. Dies ldsst den Schluss zu, dass zumindest die Wirkung des

Nikotins auf die Akkumulation/Infiltration MPO abhéngig ist.

Es ist bekannt dass Endothelzellen und extrazelluldre Matrixproteine im Ruhezustand
einen antiadhasiven Charakter aufweisen. Ursache dafiir sind zum einen
Glykosaminoglykane auf der Oberfliche des Endothels die einen Teppich negativer
Ladungen ausbilden und sich mit den ebenfalls negativ geladenen Granulozyten
abstofden. Zum anderen werden viele Adhdsionsmolekiile erst nach Aktivierung
prasentiert. (Klinke u. a. 2011) konnte in vitro zeigen, dass MPO unter Beteiligung von
CD 11b die Adhdsion auf inaktivem Endothel steigern kann, sowie eine gerichtete
Motilitdit von Granulozyten induzieren kann. Grund daflir ist scheinbar eine
elektrostatische Kraft. Dabei legt sich MPO wie ein Teppich tiber die negativen Ladungen
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der Glykokalix und neutralisiert diese. Gleichzeitig zieht es die negativ geladenen PMNs
an. Weiterhin ist bekannt das MPO die Expression des Integrins CD 11b auf der
Oberfloche der Granulozyten steigern sowie andere Granulozyten aktivieren kann (Lau

u. a. 2005).

4.6 Die Bedeutung von Nikotin fiir die Endothelfunktion

Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass neutrophile Granulozyten in der Lage
sind, die Endothelfunktion negativ zu beeinflussen. Dabei stand stets die Aktivierung
neutrophiler Granulozyten und die Sezernierung von MPO im Mittelpunkt der
Uberlegungen. In klinischen Studien konnte ein Zusammenhang zwischen hohen MPO
Plasmaspiegeln und einem erhohtem Risiko fiir die Koronare Herzerkrankung
festgestellt werden (R. Zhang u. a. 2001)(Stephan Baldus u. a. 2003). Auch der direkte
Zusammenhang zwischen MPO und der Arteriosklerose konnte aufgezeigt werden
(Brennan u. a. 2003; Nicholls und Hazen 2005). Weitere Untersuchungen in dieser
Richtung deckten einen moéglicherweise zugrundeliegenden Mechanismus auf, iiber den
MPO die Konsumption von NO steigert und damit dessen Bioverfligbarkeit deutlich
reduziert (S Baldus u. a. 2001; Jason P Eiserich u. a. 2002). Dabei wird die
Bioverfiigbarkeit fiir NO im Endothel dermafien gesenkt, dass nunmehr die
konstriktiven  Einflussfaktoren iiberwiegen. Dies bedingt wiederum eine
Verschlechterung der Gefafdfunktion wund trdgt so zur Entstehung der
Endotheldysfunktion bei. Aufderdem verringern sich durch eine geringere
Bioverfiigbarkeit von NO dessen antiinflammatorische Effekte, wie sie in der Einleitung
beschrieben wurden. Die resultierende Lumenverkleinerung bewirkt aufderdem eine
Minderung des Blutflusses und der Fliefgeschwindigkeit, was wiederum ein

Einwandern von Zellen wie den PMNs erleichtert.

Rudolph u. a. konnten im Tierversuch zeigen, dass unabhdngig von Nikotin direkt in
endarterielle Gefafse applizierte MPO zu einer Flussminderung innerhalb dieser Gefafe
und der nachgeschalteten Mikrozirkulation fiihrt. Die selbe Arbeitsgruppe konnte in
einer klinischen Studie Nikotin als Initiator dieses Mechanismus identifizieren, ohne
dabei den direkten Effekt von Nikotin genauer zu untersuchen (Rudolph u. a. 2011;
Jason P Eiserich u. a. 2002).
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In unserem Versuchsaufbau machten wir uns diese beiden Erkenntnisse der
Arbeitsgruppe zu Nutze, in dem wir zuerst lebende Mause mit Nikotin behandelten um
eine Aktivierung und MPO-Freisetzung zu provozieren. An den anschliefdend
entnommenen Aorten konnte im Organbad eine deutlich verminderte
endothelabhingige Relaxationsfahigkeit gezeigt werden. Um zu untersuchen, ob der
beobachtete Effekt auf die Dilatationsfahigkeit des Endothels auf einer durch Nikotin
induzierten Freisetzung von MPO beruhte, oder Nikotin durch andere nikotininduzierte
Mechanismen Einfluss nahm, wurde der Versuch ebenfalls mit Aorten aus MPO KO
Mausen durchgefiihrt. Es wurde angenommen, dass durch ein Fehlen von MPO die
Verfiigbarkeit fiir NO im Endothel unverandert ist und folglich auch die Funktion der
endothelabhingigen Relaxationsfahigkeit erhalten bleibt. Dies bestdtigte sich durch
eine, im Vergleich zur Kontroll-Gruppe, uneingeschrankte Dilatation. Bei dem Vergleich
der endothelabhangige Relaxationsfahigkeit der beiden Kontrollgruppen (Ctrl WT vs.
Ctrl KO) viel auf, dass die erreichten Werte der KO Gruppe bei entsprechender Ach-
Konzentration stets hinter denen der WT Gruppe lagen. Eine moégliche Erklarung hierfiir
konnte eine unterschiedliche basale eNOS-Expression zwischen den genetischen

Tiergruppen sein.

Eine Dysfunktion des Endothels miindet letzten Endes in einer Abnahme von Fluss und
Flief3geschwindigkeit. Bereits 1988 konnte (Owasoyo, Jay, und Gillespie 1988) eine
durch Nikotin induzierte und durch die PMNs vermittelte Konstriktion der
Koronararterien feststellen. Rudolph et al. untersuchten die flussabhdngige Relaxation
(FMD) am menschlichen Oberarm von MPO-kompetenten und MPO-defizienten
Probanden nach Kauen eines Nikotinkaugummi. Wahrend in der Gruppe der MPO-
kompetenten eine Verminderung der FMD zu verzeichnen war, zeigte sich bei den MPO-
defizienten keinerlei Einschriankung (Rudolph u. a. 2011). Andere Arbeitsgruppen
untersuchten ebenfalls den akuten sowie chronischen Einfluss von Nikotin und konnten
eine Verschlechterung der Endothelfunktion messen (Celermajer u. a. 1993; Sorensen u.
a. 1995; Zeiher, Schachinger, und Minners 1995). Der Versuchsaufbau von Sgrensen u. a.
dhnelte dabei unseren Versuchen zu Blutfluss und Flief3geschwindigkeit. Dabei konnte
gezeigt werden, dass eine akute Exposition von Rauchern gegeniiber Nikotin und
Zigarettenrauch zu einer siginifikanten Abnahme des Blutflusses in deren
Mikrozirulation fithrte (Sgrensen u. a. 2009). Als Fortfiihrung des Organbadversuchs

untersuchten wir die Parameter der Durchblutung in vivo in der Mikrozirkulation von
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Mausen, die zuvor liber sieben Tage und somit chronisch mit Nikotin behandelt wurden.
Alle Nikotin-Tiere zeigten nach Ablauf der Behandlungszeit einen verminderten Fluss
und Flief3geschwindigkeit. Einzig die Ergebnisse der MPO KO Tiere zeigten nicht den zu
erwartenden Effekt. Die ebenfalls mit Nikotin behandelten MPO KO Mause hatten einen
dhnlich verminderten Fluss und Flief3geschwindigkeit wie die behandelten Tiere der
Wildtyp Population. Diese Ergebnisse konnen nicht im Kontext mit den vorangehenden
Erkenntnissen erklart werden, da angenommen wird, dass MPO ein wesentlicher
Mediator der Gefaf3funktion im Hinblick auf Nikotin ist und die Abwesenheit des

Enzyms die Funktion deshalb unbeeinflusst lassen miisste.

Eine mogliche Erklarung hierfiir konnte sein, dass bei einer chronischen Behandlung
mit Nikotin andere, MPO unabhéngige, oxidative Spezies eine Rolle spielen (Mayhan und
Sharpe 1999; Hanna 2006). So ist beispielsweise bekannt, dass Zigarettenrauch die
Bildung von Superoxid induzieren kann, welches wiederum in der Lage ist, NO zu
Peroxinitrit zu oxidieren und damit zu verbrauchen (Cai und Harrison 2000; Heitzer,
Just, und Miinzel 1996). Ebenso wird durch Rauchen die Oxidation von Lipoproteinen
wie LDL gesteigert (Scheffler u. a. 1992; Harats u. a. 1989) was dazu fiihren kann, dass
sich die eNOS von der Plasmamembran 16st (Marsche u. a. 2004) und nichtmehr fiir die

NO-Produktion zu Verfiigung steht.

Ebenso kann nicht ausgeschlossen werden, dass die verwendete Nikotindosierung im
chronischen Behandlungsmodell als zu hoch festgelegt wurde, und so noch unbekannte
Nikotin-Effekte in den Vordergrund treten, die unter phyisologischen Dosierungen keine

Rolle spielen.

4.7 Daraus resultierende Behandlungsmoglichkeiten

4.7.1 Therapeutische Nutzung des nACh-Rezeptors

Um effektive Therapieansitze der Arteriosklerose zu generieren, muss zundchst die
exakte Pathogenese der Erkrankung aufgedeckt werden. Im Hinblick auf die
Atherogenese und ihre Beeinflussung durch Nikotin, spielt die Interaktion von Nikotin
mit dem nACh-Rezeptor eine entscheidende Rolle. Dieser initiale Schritt ist nachweislich
fir eine Vielfalt der proatherogenen Mechanismen verantwortlich. Eine logische
Konsequenz daraus ist eine medikamentose Blockade der verantwortlichen

Rezeptorsubtypen. Viele Arbeitsgruppen konnten unter Verwendung von generellen
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Antagonisten, wie etwa Hexamethonium die proatherogenen Effekte von Nikotin in
Zellkulturen oder Tiermodellen deutlich reduzieren (Zhen u. a. 2008; Kanda und
Watanabe 2007). Auch wir konnten den adhasionssteigernden Effekt von Nikotin unter
Verwendung von Pancuronium deutlich vermindern. Seit der Erforschung des nAChR
weiss man um die Existenz diverser Subtypen und ihrer spezifischen Wirkung auch im
Bereich der Atherogenese. So konnte beispielsweise durch die Blockade des al-nACh-
Rezeptors eine signifikante Abnahme von Plaquegréfde und Neovaskularisation erreicht
werden (J. Lee und Cooke 2011; G. Zhang u. a. 2011). Andere Arbeitsgruppen konnten
zeigen, dass durch eine selektive Blockade des a7-Rezeptors die Nikotinwirkung auf die
Chemotaxis sowie die Migration glatter Muskelzellen deutlich reduziert wurde (Li u. a.
2004). Dabei darf allerdings nicht aufder Acht gelassen werden, dass der nACh-Rezeptor
ebenso fiir antiinflammatorische Effekte (siehe Kapitel 4.1), sowie fiir die Ubertragung
von Signalen im zentralen Nervensystem und in der Muskulatur verantwortlich ist. Vor
der klinischen Verwendung solcher genereller und spezifischer Rezeptorblocker sind

zuerst deren Nebenwirkungen in diesen Bereichen zu erforschen.

4.7.2 Modulation einzelner Nikotin-Effekte

Eine weitere Moglichkeit, den proatherogenen Effekt des Nikotins zu hemmen, besteht
in der Regulation einzelner Mechanismen. Es ist beispielsweise bekannt, dass Nikotin
die Expression von Adhdsionsmolekiilen und Transmembranmolekiilen wie VCAM und
ICAM steigert. Diese Molekiile sind fiir die Adhdsion und Transmigration von
Leukozyten durch das Endothel verantwortlich (O’Brien u. a. 1996). Cirillo u.a. konnten
in Versuchen mit humanen Koronarendothelzellen (HCAECs) zeigen, dass lipophile
HMCo-Reduktasehemmer wie Simvastatin, die Expressionssteigerung der CAM-Proteine
signifikant reduzieren, indem sie die Signaltransduktionswege von RhoA und NF-kB
hemmen (Cirillo u. a. 2007). Statine finden bekanntermafden bereits Verwendung in der

Therapie bzw. Vorsorge der koronaren Herzerkrankung.

4.7.3 MPO-Liberation

Die Aktivierung von neutrophieln Granulozyten und die daraufhin folgende Freisetzung
von Myeloperoxidase ist ein weiterer zentraler Mechanismus der proatherogenen

Wirkung von Nikotin. Das freigesetzte MPO ist wesentlich an der Entstehung der
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edothelialen Dysfunktion und weitere proatherogenen Vorgiangen beteiligt. MPO bindet
nach der Freisetzung innerhalb des Gefdfslumens an Heparansulfat-Glucosaminoglycane
(GAG) auf der Oberflache der Endothelzellen (Daphna u. a. 1998) (Buffon u. a. 2002; Lau
und Baldus 2006), wo es aufgrund seiner katalytischen Eigenschaften die
Bioverfiigbarkeit von NO innerhalb der Gefifdwand reduziert und dadurch die
Endothelfunktion herabsetzt. Rudolph u.a. konnten zeigen, dass unfraktioniertes
Heparin nicht nur das endothelgebundene MPO 16st, sondern dass dadurch auch die

Endothelfunktion verbessert wird (Stephan Baldus u. a. 2006; Rudolph u. a. 2010).
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S Zusammenfassung

Rauchen und das dadurch aufgenommene Nikotin verursachen eine Vielzahl von
Erkrankungen, unter anderem auch Herz-Kreislauferkrankungen wie die

Arteriosklerose, eine chronisch entziindliche Erkrankung der Gefafdwand.

Heutzutage geht man davon aus, dass eine Dysfunktion des Endothels fiir die
Entstehung der Arteriosklerose verantwortlich ist. Ein wesentliches Merkmal dieser
Dysfunktion ist dabei das mangelhafte Angebot an Stickstoffmonoxid (NO) innerhalb der
Gefiflwand. Neuere Studien zu diesem Thema konnten zeigen, dass neutrophile
Granulozyten mit Hilfe des Enzyms Myeloperoxidase, wesentlich Einfluss auf die
Verfiigbarkeit von NO innerhalb der Gefaf3wand nehmen. Myeloperoxidase ist ein Ham-
Protein, das bei der Aktivierung der Zellen ausgeschiittet wird. Durch die katalytischen
Fahigkeiten ist Myeloperoxidase nachweislich fiir diverse proinflammatorische und
damit proarteriosklerotische Wirkungen der neutrophilen Granulozyten verantwortlich.
So fiihren MPO-generierte reaktive Spezies unter anderem zu einer Oxidation von
Lipoproteinen, zur Verdnderung der Funktionen von Strukturproteinen durch
Nitrierung sowie zur Reduktion der Bioverfiigbarkeit von Stickstoffmonoxid innerhalb

der Gefafdwand.

Diese Arbeit beschreibt in mehreren Schritten den Zusammenhang zwischen einer
nikotininduzierten Aktivierung neutrophiler Granulozyten in vitro, einer darauf
folgenden MPO-Freisetzung und schliefilich der daraus resultierenden Dysfunktion des
Endothels. Nikotin fiihrte zur gesteigerten Infiltration, Adhdsion und Degranulation der
neutrophilen Granulozyten in vitro und pulmonal in einem Mausmodell nach
systemischer Nikotin-Applikation. In weiterfiihrenden Untersuchungen konnte eine
nikotininduzierte und MPO-abhangige Abnahme der endothelialen Funktion beobachtet
werden. Dariiber hinaus festigen unsere Ergebnisse die Hypothese, wonach
Myeloperoxidase ein zentrales Element der Manifestation einer endothelialen
Dysfunktion darstellt und zeigen einen zusatzlichen Mechanismus, mit dem Nikotin

(vaskular) proinflammatorisch und damit potentiell proatherogen wirkt.
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