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Kurzfassung

Ein fruher und entscheidender Schritt in der Entwicklung der Atherosklerose ist das ,, Rollen*
von Monozyten an der Endothelzelloberflache und die Adh&sion der Monozyten an den
Endothelzellen. Die Adhasion von Monozyten wird vermittelt Uber Adhasionsmolekile
(VCAM-1, ICAM-1), die an der Zelloberflache der Endothelzellen exprimiert werden. Die
Expression wird ihrerseits Uber eine Kaskade von Zytokinen gesteuert. Bel der Aktivierung
spielt das Sauerstoffradikal O, - und der Transkriptionsfaktor NF-kB eine entscheidende
Rolle. Ein Abfangen der Sauerstoffradikalen durch Antioxidantien bzw. eine Hemmung des
Transkriptionsfaktors vermindert die Expression von VCAM-I und reduziert somit die Zahl
adhérierender Monozyten.

Fir Salicylate wurde bereits eine hemmende Wirkung auf die Aktivierung von NF-kB
beschrieben.

Ebenso wurden schon antioxidative Effekte von Salicylaten formuliert, die nicht alein mit
einer Hemmung der Cyclooxygenase erklart werden kénnen.

In der hier vorliegenden Studie wurden die Effekte von Ibuprofen, Salicylsaure,
Acetylsalicylsaure und dem NO--freisetzendem ASS-Derivat NCX-4016 auf die Adhasion
von Monozyten an stimulierten Endothelzellen, die Bildung von VCAM-I und die Bildung
von 8-iso-Prostaglandin F», als Indikator fur oxidativen Stress untersucht. Desweiteren
wurden die Einfllsse der Sdlicylate auf die NF-kB-Aktivierung und die Ferritin-Bildung
eruiert.

Die Adhasionsversuche erfolgten as in-vitro-Versuch mit einer kultivierten humanen
Endothelzelllinie (ECV-304) und Monozyten der humanen Zelllinie THP-I.

Die Endothelzellen wurden mit TNF-a (200 U/ml), oxLDL (30 mg/dl) oder nLDL (300
mg/dl) stimuliert und danach mit den Monozyten fur 30 Minuten inkubiert. Im Anschlufd
wurden die nach Waschen verbliebenen Monozyten bildanalytisch quantifiziert. Die Adhasion
von Monozyten an das stimulierte Endothel wurde durch ale Salicylsaurederivate
konzentrationsabhangig negativ beeinflusst. Die Wirkung in Konzentrationen von 0,5 bis 1
mM war vergleichbar mit den Effekten, die auch die Antioxidantien Vitamin C und Vitamin E
hatten. Ibuprofen hatte auf die Monozytenadhésion keinen hemmenden Effekt.

Durch Salicylate wurde auch die Expression des Adhasionsmolekils VCAM-I - gemessen mit
Hilfe eines ELISA - vermindert, wahrend Ibuprofen keinen Einflul? auf die Expression hatte.
Die Freisetzung des 8-iso-PGF,, aus mit nLDL stimulierten Endothelzellen wurde durch die

Salicylate ASS und NCX-4016 konzentrationsabhangig hemmend beeinflusst. 8-iso-PGF;,



kann als ein Marker fur oxidativen Stref3 angesehen werden, da es nichtenzymatisch durch
Sauerstoffradikale gebildet wird. Durch eine Inkubation mit Ibuprofen wurde dagegen die
Freisetzung des auf oxidativem Wege gebildete | soprostans nicht reduziert.

Die durch LDL stimulierte redoxsensitive NF-kB-Aktivierung aus Endothelzellen wurde
durch alle Salicylate in 1 mmolarer Konzentration genauso stark gehemmt wie durch 0,1 mM
des NF-kB-Inhibitors Pyrrolidindithiocarbamat. Ibuprofen zeigte auch hier keinerlel
hemmende Wirkung.

Die Ergebnisse dieser Studie legen nahe, dal’} Salicylate im Gegensatz zu Ibuprofen die
Adhasion von Monozyten an das stimulierte Endothel Uber einen antioxidativen Mechanismus
beeinflussen.



Abstract

Early and important steps in the initiation and progression of atherosclerosis are the rolling of
monocytes on the endothelial cell surface and the adhesion to the endothelium. The adhesion
is mediated between monocyte adhesion molecules and endothelial adhesion molecules
(VCAM-I, ICAM-I), which are expressed at the cell surface. The expression of these
molecules is controlled by a cascade of cytokines. At the activation the oxygen radical 0,™
and the transcription factor NF-kB play an important role. A scavenging of oxygen radicals
by antioxidants or an inhibition of the activation of NF-kB leads to a reduction of the
expression of VCAM-I and lessens the number of adhering monocytes.

An inhibiting effect of the activation of NF—kB-activation by salicylates was already
described.

An antioxidative property of sdicylates, which can not be related to the inhibition of
cyclooxygenase, was described as well.

In this study the effects of ibuprofen, salicylic acid, acetylsalicylic acid and the NO®-releasing
derivative NCX-4016 on the adhesion of monocytes to stimulated endothelial cells, the
expression of VCAM-I and the release of 8-iso-prostaglandin F,,, an indicator of oxidative
stress, were investigated. In addition the influence of salicylates on NF—kB-activation and the
ferritin-rel ease was researched.

The adhesion experiments were carried out as in-vitro-experiments with the cultured human
endothelial cell line ECV-304 and monocytes of the human cell line THP-I.

The endothelia cells were incubated with TNF-a (200 U/mL), oxLDL (30 mg/100 mL) or
nLDL (300 mg/100 mL) and the COX-inhibiting substances and were then incubated with
monocytes for 30 minutes. After the incubation and a washing the remaining monocytes were
guantified by image analysis. The adhesion of monocytes to the stimulated endothelial cells
were concentration-dependently inhibited by salicylate derivatives. The effects of 0,5-1 mM
concentrations were comparable to those of the antioxidants vitamin C or vitamin E..
Ibuprofen had no influence on the adhesion.

The expression of VCAM-I, measured by use of an ELISA, was reduced by sdicylate
derivatives, whereas ibuprofen had no effect.

The release of 8-is0-PGF,,, from endothelial cells stimulated with nLDL was decreased by
the salicylates ASA and NCX-4016 concentration-dependently, whereas the release of the
oxidative way generated isoprostane at incubation with ibuprofen was not influenced.



The redox-sensitive activation of NF-kB by LDL was inhibited by all salicylates at 1 mM
concentration. The inhibition was comparable with the effects of 0,1 mM PDTC, a well
known NF—KB-inhibitor. The NF-kB-activation was not influenced by ibuprofen.

The results of this study suggest that salicylates unlike ibuprofen inhibit monocyte adhesion to

the stimulated endothelium due to antioxidative effects of these substances.
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1. EinfUhrung 1

1 Einfithrung

Das Endothel spielt eine tragende Rolle bei der Aufrechterhaltung der Gefafunktion. Es
kleidet nicht nur passiv die Innenwand der Geféle aus, sondern greift auch aktiv in die
Regulation des Gefalitonus und in die Veranderung des Gefaldes ein. Dies geschieht durch
Freisetzung von chemischen Botenstoffen und durch Expression von Oberflachenfaktoren.
Bereits vor etwa 20 Jahren entdeckten Furchgott und Zawadzki [1], dal3 isolierte
Arteriensegmente unterschiedlich auf Acetylcholin reagierten - je nachdem, ob das Endothel
intakt oder beschadigt ist. Dies war das erste Mal, dal3 gezeigt wurde, dal3 das Endothel
eigenstandig auf Reize reagiert. Seitdem wurde die biologische Relevanz fur das Gefald
intensiv erforscht [2, 3, 4]. Mittlerweile ist bekannt, dal3 das Endothel eine Vielzahl von
Mediatoren synthetisiert und freisetzt, wie zum Beispiel die relaxierenden Faktoren
Stickstoffmonoxid (nitric oxide, NO®), EDHF (endothelial derived hyperpolarising factor) und
Prostacyclin (Prostaglandin I, PGI,) und die kontrahierenden Faktoren (EDCF, endothelial
derived contracting factor) und Endothelin (ET-1).

Insbesondere von dem gut erforschten Stickstoffmonoxid hat man herausgefunden, dal3 es
nicht nur relaxierende Effekte auf das Gefdl3, sondern auch anti-atherogene Wirkungen hat
[5].

Das Endothel produziert zudem immmunol ogische Faktoren, wie die Zytokine Interleukin-1,
Interleukin-6, Interleukin-8, MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1) und PDGF (Platelet-
derived growth factor) [6] und Molekiile, die die Adhésion von Zellen an der Zelloberflache
koordinieren, wie VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-l, CD 106), ICAM-1
(intercellular cell adhesion molecule-1, CD 54) und ELAM-1 (endothelial leukocyte adhesion
molecule-1l, CD 62E) [7]. Endothelzellen vermtgen so Zellen wie Monozyten nach
Stimulation ,,anzulocken*. Diese konnen ihrerseits das atherosklerotische Geschehen
vorantreiben durch Phagozytose von low density lipoprotein (LDL) und Degeneration zu
Schaumzellen sowie durch Freisetzung von Superoxidradikalen.



1. EinfUhrung 2

1.1 Vom Endothel freigesetzte Substanzen mit Wirkung auf die Gefifleigenschaften

1.1.1  Vom Endothel gebildete relaxierende Faktoren

1.1.1.1 Vom Endothel gebildeter Relaxationsfaktor (EDRF, Stickstoffmonoxid)

Der ,Endothelium-derived Relaxing Factor® [1, 8], der spaer ads das Radikal
Stickstoffmonoxid identifiziert wurde [9-12], wird aus dem terminalen Guanidinrest des
L-Arginins [13, 14] durch die endotheliale NO®-Synthase gebildet (eNOS, NOS IlII,
EC 1.14.13.39) [15, 16]. Das L-Arginin wird sowohl in der Endothelzelle synthetisiert [17]
as auch mit Hilfe des Na'-unabhangigen y'-Transporters fir kationische Aminosiuren
beziehungsweise des Na'-abhangigen B®*-Transporters von der Endothelzelle aufgenommen
[18, 19]. Die Resktion erfolgt Uber ein intermedidr gebildetes N-Hydroxy-L-arginin [20] in
Gegenwart von Nicotinamidadenindinukleotid (NADPH), 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin (BH,)
und Flavinadeninmono- und dinukleotid (FMN, FAD) [21]. Aus einem Mol L-Arginin wird
dabei 1 Mol L-Citrullin und 1 Mol Stickstoffmonoxid gebildet [Abb. 1].

S o o
Q Q Q
® ¥=0 0, NADPH ® ~—0 1/2 NADPH ® Y~—0
HaN—=H . . HaN——H L HaN—~H
> > + NO
HN HN HN
NH; J—NH, J—NH;

HN HON o}

L-Arginin N"-Hydroxy-L-arginin L-Citrullin
Ca?*, Calmodulin, FAD, FMN, Tetrahydrobiopterin

Abb. 1 Biosynthese von Stickstoffmonoxid (NO®) aus L-Arginin

Ein natUrliches Analogon des L-Arginins ist das an einem Stickstoff der Guanidin-Gruppe
zweifach methylierte  N® N’C-Dimethyl-L-arginin  (asymmetrisches Dimethylarginin,

ADMA). Neben diesem konnten aus kultivierten Endothelzellen [22] und isolierten
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Blutgefaien [23] auch N€, NC-Dimethyl-L-arginin (symmetrisches Dimethylarginin, SDMA)
und N®-Monomethyl-L-arginin (NMMA) isoliert werden [Abb. 2].

S} S S} Sy
O] 0] @] 0]
HsN——H HaN——H HsN——H HaN——H
HN HN CHs H§ HN
)—NH; N )—NHCH; )—NHCH;
HN HN CHs H3CN HN
L-Arginin ADMA SDMA L - NMMA
Abb.2 L-Arginin und methylierte L-Arginin-Analoga

Ghosh et a. [24] stellten fest, dal3 die Methylierung hauptséchlich am proteingebundenen
Arginin  sattfindet. Die Methylierung wird durch das Enzym Protein-Arginin-N-
Methyltransferase katalysiert, welches in zwei 1soformen vorkommt [24, 25]. Asymmetrische
Methylierungen finden vor alem durch die Protein-Arginin-N-Methyltransferase |1,
symmetrische Methylierungen hauptsachlich durch den Typ Il statt [24].

Das asymmetrische Dimethylarginin und das Monomethylarginin kénnen die NO®-Synthase
kompetitiv inhibieren [26]. Dies ist pathophysiologisch insofern interessant, weil vermutet
wird, da erhdhte ADMA-Werte, wie sie bei pAVK-Patienten [27] und
hypercholesterinamischen Patienten [28] gefunden wurden, Uber diesen Mechanismus zu
einer verminderten Synthese an Stickstoffmonoxid und damit zu einer Erhohung des
Gefal3widerstandes fiihren. In Gegenwart von nativem und oxidiertem LDL konnten erhthte
ADMA-Konzentrationen beobachtet werden [29, 30]. Goonasekera et al. [31] beobachteten
eine Relation zwischen der Erhdhung von vaskuldren Zelladhésionsmolekilen-1 (VCAM-1)
und ADMA und Miyazaki et a. [32] fanden eine positive Beziehung zwischen erhdhtem
ADMA-Level und den Risikofaktoren der Atherosklerose.

Von der NO*-Synthase sind drei Isoformen bekannt. In der Endothelzelle kommt jedoch nur
die NOS-I1I vor. Sie wird wie die Isoform | konstitutiv gebildet, wahrend die NOS-II nur
nach Stimulation exprimiert wird.

Eine etscheidende Rolle bei der Aktivierung der endothelialen NOS spielt eine gesteigerte

zytoplasmatische Cal ciumionen-Konzentration
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Auf hoherer Ebene wird die Genexpression der NOS-1II-mRNS durch Cytokine gesteuert.
Forstermann [33] stellte dies bei der Herabregulation der NOS-III-Expression durch
TNF-a fest.

Das Radikal NO°® diffundiert as sehr lipophiles Agens schnell aus der Endothelzelle.
Stickstoffmonoxid ist ein relativ kurzlebiges Radikal (Halbwertszeit unter experimentellen
Bedingungen ca. 3-5 Sekunden [34, 35]), das leicht mit anderen ungepaarten Elektronen
reagiert. Gegebenenfalls reagiert Stickstoffmonoxid mit Mercaptogruppen aus den
Mercaptoaminosauren Cystein, Acetylcystein bzw. dem Glutathion unter Bildung von
S-Nitrosothiolen in Reaktion. S-Nitrososubstanzen konnten in vivo nachgewiesen werden
[35, 36]. Diese S-Nitroso-Verbindungen haben teillweise eine wesentlich langere
Habwertszeit (1 Minute bis 280 Stunden nach Mathews und Kerr [35]) as das
Stickstoffmonoxidradikal und kénnen als ,stabile Stickstoffmonoxide® aufgefaldt werden.
Ramsay et al. [37] zeigten, da3 S-Nitroso-Verbindungen dhnlich wie Stickstoffmonoxid
vasorel axierende und thrombozytenaggregati onshemmdende Wirkungen aufwei sen.

NO"® bewirkt auf3erhalb der Endothelzelle eine Relaxation der glatten Muskelzellen [8, 10],
eine Hemmung der Proliferation der glatten Muskelzellen [38, 39], elne Hemmung der
Oxidation von LDL [40] sowie eine Hemmung der Monozyten- [41, 42] und
Thrombozytenadhasion [43].

Die Relaxation der glatten Gefaldmuskel zellen und die Hemmung der Thrombozytenadhasion
und -aggregation ist Guanylatzyklase-cGMP-vermittelt [43, 44]. Die Aktivierung der
Guanylatcyclase erfolgt, wie Craven [45] zeigte, Uber die Reaktion des NO* mit dem Ham-
Zentrum der Guanylatcyclase. Das Stickstoffmonoxid reagiert mit dem Ham-Eisen unter
Bildung von von Nitrosyl-H&m-Komplexen, die dann an der Reaktion mit der l6slichen
Guanylatzyklase beteiligt sind.

Auf der Transkriptionsebene beeinfluflit NO® die Regulation einer Vielzahl von Genen wie die
vom MCP-1, P-Selectin und dem VCAM-1 durch direkte oder indirekte Wechselwirkung mit
Transkriptionsfaktoren [46-48].

Stickstoffmonoxid stimuliert die Aktivitét sowohl der konstitutiven (COX-1) als auch der
induzierbaren (COX-2) Cyclooxygenase [49] und fihrt damit zu einer gesteigerten
Prostaglandinsynthese [50]. Diese Stimulation erfolgt unabhangig von cGMP und 183 den
Schlul3 zu, dal? unter Bedingungen, in denen sowohl NOS als auch COX vorliegen, eéin NO*-
vermittelter Anstieg in der Bildung proinflammatorischer Prostaglandine auftritt [51].
Stickstoffmonoxid reagiert mit dem Superoxidradikal unter Bildung von intermedi&rem
Peroxynitrit. Dieses hat bei neutralem pH-Wert eine Halbwertzeit von weniger als einer
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Sekunde [52] und reagiert unter Isomerisation weiter zu Nitrat [53] oder zerfdlt nach Bildung
eines Adduktes aus ONOO™ und ONOOH zu Nitrit und Sauerstoff [54]. Bei dem Zerfall von
Peroxynitrit entstehen moglicherweise unter anderem auch Hydroxyl-Radikale [55], die as
starke Aktivatoren der Expression von Adhésionsmolekilen wie P-Selektin, E-Selektin,
VCAM-1 und ICAM-1 bekannt sind [56]. Jedoch zeigen andere Studien, dal3 die Reaktionen
von Peroxynitrit (auch in saurem Milieau) nicht durch Radikalfanger beeinflusst wurden, so
dal3 die Beobachtungen as OH"-Radikal-ahnlich interpretiert werden konnen, ohne dal3 OH*-
Radikale auftreten [57].

Peroxysalpetrige Saure ist ein starkes Oxidans, welches mit den funktionellen Gruppen
zahlreicher Proteinkomplexe reagiert. Peroxynitrit wird durch Ubergangsmetalle heterolytisch
gespalten in ein Hydroxylanion und ein Nitroniumion. Das Nitroniumion greift Phenole an
unter Bildung von Nitrophenolen. Ein stabiles, quantitativ entstehendes Produkt aus der
Reaktion von Tyrosin mit Peroxynitrit ist das 3-Nitrotyrosin [58], das als ein Indikator fUr den
oxidativen Stress angesehen wird [59] und mit Hilfe einer spezifischen GC-MS/M S-Methode
auch quantitativ analysiert werden kann [60].

Landino et a. und Goodwin et a [61, 62] beobachteten, dal3 Peroxynitrit die
Cyclooxygenaseaktivitéat steigert und stellten somit fest, dal3 es wohl eine physiologische
Funktion fur die Bildung von Peroxynitrit gibt: die Verknipfung von Stickstoffmonoxid mit
der gesteigerten Bildung von Prostaglandinen.

Ob die Reaktion des Stickstoffmonoxidradikals mit dem Superoxidradikal eher protektive
oder proinflammatorische Eigenschaften in sich birgt, ist zur Zeit noch Gegenstand einer
kontroversen Diskussion, denn einerseits wird zytotoxisches Superoxid abgefangen,
andererseits wird toxisches Peroxynitrit gebil det.

Das Radika NO°® ist ebenso in der Lage, Superoxid-Verbindungen einzugehen mit
Folgeprodukten aus den Reaktionen mit. So werden Lipid-peroxy- zu Nitrosoperoxy-
Verbindungen und Lipid-oxy- zu Nitrosoxy-Verbindungen derivatisiert unter Unterbrechung
der radikalischen Kettenreaktion [Abb. 3]. Diese Umsetzungen erscheinen relevant bei der
Reaktion von NO® mit partiell oxidiertem LDL-Lipoprotein [40].
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Abb. 3 Lipidperoxidation und Reaktionen der oxidierten Lipidverbindungen mit
Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid beeinflusst die transkriptionelle und posttranskriptionelle Ferritinsynthese
[63]. Die Meinung, ob Stickstoffmonoxid die Ferritinsynthese heraufsetzt oder reduziert, ist
strittig.

Richardson et al. [64] postulierten, dal3 Stickstoffmonoxid durch Reaktion mit dem IRE-BP
(iron responsive elements-binding protein), einem eisenabhangigen Regulatorprotein, reagiert.
Dieses Protein bindet an das IRE der Feritin-mRNS und unterdriickt die Translation.
Theoretisch gabe es zwei Angriffspunkte: Stickstoffmonoxid nitrosyliert die Mercaptogruppe
des Cysteins 437 des IRE-BP oder NO* reagiert direkt mit den 4Fe-4S-Clustern unter Bildung
des Apoproteins, welches an IRE bindet. Dies hétte eine Reduktion der Ferritinsynthese zur
Folge.

Yee et a. [65] zeigten dagegen einen von Ham-Eisen-unabhéngigen Anstieg der
Ferritinsynthese nach Gabe des NO*-Donators SNAP.

Oberle et a. beobachteten dahnliches bei Linsidomin [66] und bei PETN [67].
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Anscheinend verursacht Stickstoffmonoxid eine Freisetzung von Eisen aus Proteinbindungen,
so dal’ intrazelluléres, freies Eisen ansteigt und dadurch das IRP-2 (iron regulating protein-2)
von der Ferritin-mRNS abdissoziiert und die Translation von Ferritin ermdglicht.

Ferritin bindet freie Eisenionen, die an oxidativen Reaktionen als Katalysator dhnlich wie bei
der Fenton-Reaktion betelligt sind.

Ursachen fiir eine verminderte Bioverfiigharkeit von Stickstoffmonoxid und Einflufl von

exogenem L-Arginin

Als Grund fur verminderte Stickstoffmonoxid-Verflgbarkeit kann ein Mangel an Edukt, eine
Hemmung des katalysierenden Enzyms oder ein schnelles Abfangen des Produkts genannt
werden.

Ursachlich far einen Mangel an Edukt kann die Hemmung des Transporters sein, der
L-Arginin in die Endothelzelle befordert. Von Closs et a. [68] wurde gezeigt, dal3 sich der
y*-Transporter in vitro durch hohe L-SDMA- und a-Amino-d-isothioureidovaleriansiure
(AITV)—Konzentrationen hemmen und damit die L-Arginin-Konzentration in der
Endothelzelle vermindern 1&/3t.

Eine Hemmung der NO®-Synthase ist durch L-Arginin-Analoga mdglich. Zu diesen gehéren
Substanzen, die an der terminaden Guanidinstruktur ein- bzw. zweifach methyliert sind
(ADMA bzw. L-NMMA) [69]. ADMA wird durch die Dimethylaminohydrolase (DDAH)
enzymatisch in L-Citrullin und Dimethylamin gespalten.

Durch die Hemmung des Enzyms DDAH mit der Substanz S-2-Amino-4(3-
methylguanidino)-butansdure lief3 sich eine negative Rickkopplung auf den L-Arginin-
Stickstoffmonoxid-Schritt zeigen [70].

Oxidiertes LDL (oxLDL) und der Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) fuhren Uber eine
Destabilisierung der fur die endothelidle NO°-Synthase kodierenden mRNS zu einer
verminderten Expression der NOS-I11 [71, 72].

Auch ein Abfangen des Produkts Stickstoffmonoxid durch Reaktion mit dem Superoxid unter
Bildung von Peroxynitrit ist fUr eine verringerte NO®-Bioverfligbarkeit denkbar.

Eine gesteigerte Superoxidradikalbildung wurde bel hypercholesterinamischen Kaninchen
wahrend einer diétetischen Supplementierung mit L-Arginin beschrieben [73, 74, 75]. Migge
et a. [76] konnten demonstrieren, dal? eine Gabe von Superoxid-Dismutase zu eine Besserung

der endothel abhangigen Vasodilatation bei Cholesterin-gefitterten Kaninchen fuhrte.
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Der enzymkatalysierten Gleichgewichtsreaktion folgend ware eine Steigerung der NO°-
Produktion durch Zufuhr des Edukts L-Arginin denkbar. Boger et a. [77] zeigten in
tierexperimentellen Studien, dald es bei hypercholesterindmischen Kaninchen durch
L-Arginin-Gabe zu einer verminderten Progression der Atherosklerose kam. Sowohl Girerd et
a. [78] als auch Cooke et a. [79] fanden eine verbesserte endothelabhangige Vasodilatation
bei Arginin-Gabe. Eine Verbesserung der NO®-Verflgbarkeit durch Arginin-Gabe wurde
auch in anderen Bereichen der Pathogenese der Atherosklerose entdeckt. So wurde durch
L-Arginin-Zufuhr die Thrombozyten-Aggregation, die Thromboxan-A,-Synthese, die
Leukozyten-Aktivierung bei Hypercholesterindmie vermindert [80, 81] und die Adhasion von
Monozyten am Endothel reduziert [82]. Dies wurde wahrscheinlich durch eine Verringerung
der Expression von Adhasionsfaktoren wie z. B. MCP-1 [82] und eine verminderte vaskulére

Superoxid-Freisetzung [83] hervorgerufen.

Metabolismus von Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid wird vor allem zu Nitrit beziehungweise Nitrat oxidativ metabolisiert [84],

die dann aufgrund ihrer chemischen Stabilitét quantitativ analysiert werden konnen [85, 86].

1.1.1.2 Weitere, vom Endothel freigesetzte relaxierende Faktoren

Ein anderer wichtiger Vasodilatator ist das Prostacyclin (PGly). Prostacyclin ist das
Hauptprodukt der vaskuldren Cyclooxygenase [87]. PGl, verursacht eine dosisabhangige
Relaxation [88] durch Aktivierung der Adenylatcyclase, hemmt die Thrombozyten-
aggregation [89] und die Leukozytenmigration in vitro [90].

Das Endothel bildet ferner eine bis dato noch nicht ndher charakterisierte Gruppe von
Substanzen, die als ,vom Endothel gebildeter hyperpolariserender Faktor* (EDHF)
zusammengefald werden. Dieser ist dafir verantwortlich, dal3 selbst dann eine endothel-
vermittelte Relaxation auftritt, wenn sowohl Cyclooxygenase-Hemmer as auch NO°-
Synthase-Hemmer bzw. Inaktivatoren des Stickstoffmonoxids (z.B. Hamoglobin oder

Methylenblau) anwesend sind [91]. Daher wird die Existenz eines anderen Faktors
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angenommen, der unabhangig von Stickstoffmonoxid und Prostanoiden Endothel-vermittelte
Relaxationen ausl st [91-93].

Der vasodilatierende Effekt wird vermutlich Uber eine Aktivierung von calciumabhéngigen
Kaliumkandlen (Kcy) an der glatten Gefal3muskulatur vermittelt [94-96]

Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist die chemische Natur des EDHF noch nicht gekléart. Hinweise
deuten darauf hin, dal3 es sich entweder um Cytochrom P450-abhéngige Metaboliten der
Arachidonsdure, den Epoxyeicosatriensauren (EET) [97], um Arachidonylethanolamid, ein
abgel eitetes Cannabinoid [98] oder um Kaliumionen [99] handelt.

1.1.2  Vom Endothel gebildete vasokonstriktive Faktoren

Vom Endothel werden ebenfalls Stoffe gebildet, die am Geféld vasokonstriktiv wirken [100].
Zu diesen gehoren das Prostaglandin-Endoperoxid H,, Thromboxan A,, Endothelin-1 [101]
und das Superoxidradikal O," ". Gupte et a. [102] zeigten, dald die Applikation von O,* " die
Freisetzung des vasokonstriktiven TXA, und des PGF,, steigerte und die Freisetzung der
vasodilatierenden Prostanoide PGI, und PGE; senkte. Ferner fangt das Superoxid-Anion das

vasodilatierende Stickstoffmonoxid unter der Bildung von Peroxynitrit ab.

Das PGH, ist das 15-Hydroxyderivat des PGG,. PGG, wird durch die Cycloxygenase aus
Arachidonsaure gebildet und anschliefend durch eine Peroxidasereaktion zur
Hydroxyverbindung reduziert. PGH, wird dann enzymatisch oder nicht-enzymatisch zu
PGE,, PGD, und PGF,; metabolisiert.

Thromboxan A, wird durch enzymatische Konversion aus PGH, gebildet. TXA; hat eine
Halbwertzeit von 30 Sekunden in waéssriger Losung bel 37°C und wird in das biologisch
inaktive, aber stabilere TXB, hydrolysiert, welches als Indikator fur gebildetes TXA,
guantifiziert werden kann.

Das Endothelin wurde zuerst von Y anagisawa et al. [103] beschrieben. Bel dem Endothelin
handelt es sich um drel einander dhnliche Peptide ET-1, ET-2, ET-3. Das Endothelin-1 ist die
vorherrschende Isoform  im  menschlichen Gefd3system. Die vasokonstriktorische
Wirksamkeit des Endothelin-1 ist etwa zehnmal grof3er als als die von Angiotensin |1,
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Superoxidradikale werden von verschiedenen Oxidoreduktasen, insbesondere der
NADH/NADPH-Oxidase [104-106], der endothelidlen NO®-Synthase [107, 108], der
Cytochromperoxidase [109], sowie der Aldehydoxidase, der Dihydroorotdehydrogenase,
Flavindehydrogenase, Xanthinoxidase [106, 110, 111], Peroxidasen und wdahrend der
Autooxidation von Verbindungen wie der Katecholamine [112] oder Ubergangsmetall-lonen
gebildet.

Die Bildung von Superoxid durch die NOS wurde das erste Ma von Pou et al. [113]
beschrieben.

Pritchard und Mitarbeiter fanden 1995 heraus, dal3 die NOS |1l bel Hypercholesterindmie
selbst eine Quelle fur Superoxid darstellen kann [114]. Véasquez-Vivar [115] definierte naher,
welche Kofaktoren die O,° "-Bildung der eNOS (endotheliale NOS, NOS I11) beinflussen. Sie
stellten fest, da3 die Bildung von Superoxid durch Dissoziation des Eisen-Sauerstoff-
Komplexes der NOS begunstigt wird [115]. Die Anwesenheit von Tetrahydrobiopterin und
L-Arginin stabilisiert den Komplex und es wird vermehrt NO® und Citrullin gebildet. Dieses
Ergebnis wurde von Stroes et al. [108] bestétigt.

Das Gleichgewicht zwischen NO® und Superoxid wird also nicht nur zwischen zwei
verschiedenen Enzymsystemen bestimmt, sondern zusétzlich auch durch die Anwesenheit von

K ofaktoren reguliert.

Das Superoxidanion-radikal wird durch Einelektronentransfer auf Sauerstoff gebildet. Es ist
der Ausgangspunkt der Sauerstofftoxizitét in der Zelle. O,°* ~ dismutiert bei physiologischem
pH-Wert rasch gemal der Reaktionen 1, 2 oder 3 zu Wasserstoffperoxid und Sauerstoff [116,

117].

(1) HO,® + HO,® - H,0, + O, ko =8x10° Mt sec?
2 HO, + O, +HY > Hy,0,+0, ko =8x 10’ Mt sect
(3) 0, +0,° +2H" 5> H)0,+0, ko< 0,2 Mtsect

Die Reaktion 3 wird durch die Superoxiddismutase katalysiert. Der Katalysator sorgt dabe
dafUr, dal3 der Elektronentransfer zwischen zwel Superoxiden stattfindet, ohne dal? die beiden
Molekile direkt zusammentreffen missen. Der Mechanismus der Katalyse wurde von
Fridovich [118] formuliert.
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E-Me" + 0, " - E-Me™ + 0,
E-Me™ + 0, +2H" » E-M€" + H,0,

E stellt dabel die Proteinstruktur des Enzyms dar, Me das Metall - im Falle der Kupfer-Zink-
Superoxiddismutase das Kupfer.

Das immer noch cytotoxische und atherogene [119] Wasserstoffperoxid wird durch die
bekannte Reaktion mit Hilfe der Katalase zu Wasser und Sauerstoff umgesetzt [118].

H>0, + Hy0, - 2H,0+0O;

Wasserstoffperoxid wird aul3erdem zu einem nennenswerten Antell durch Peroxidasen gemal3
der Reaktion:

H,O, + RH, - 2H,O0+R

zu Wasser reduziert.

Wasserstoffperoxid wird aber auch dhnlich der Fenton-Reaktion

H.O, + Fe™* - OH"+OH +Fe”

zu dem Hydroxylradikal OH® umgesetzt, welches ein starkes Oxidans darstellt.
Wahrscheinlich findet diese Reaktion in vivo jedoch nicht mit Eisenionen statt, weil unter
physiologischen Bedingungen Schwermetallionen praktisch nicht vorkommen. Eine hnliche
Reaktion ist mit Semichinonen intrazelluléar durchaus denkbar. Das Hydroxylradikal ist
aulderst reaktiv und kurzlebig. Es reagiert mit fast allen Biomolekilen und kann durch
Wasserstoffabstraktion Radikal-K ettenreaktionen starten:

OH* + ..-HCH-... > _.-HC*-..+HO

Verénderte Biomolekile sind dann in der Lage, immunologische Reaktionen voran zu bringen
(s.u.). Nennenswert sind dabei noch die Initiierung der Lipidperoxidation und die Bildung
von cyclischen Peroxiden, die zu DNS-Strangbriichen und damit zu Mutationen fihren

kdnnen.
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Weitere Reaktionen des Superoxidradikals

Das Superoxidradikal kann in einem sauren Milieu, wie es bel der Inflammation auftritt, zu
einem Hydroperoxy-Radikal protoniert werden, welches ebenfalls zu Lipidperoxidationen
fahrt.

Eine weitere Reaktion von wachsendem Interesse ist die Reaktion mit Stickstoffmonoxid
unter Bildung von Peroxynitrit. Diese Reaktion ist sowohl unter diagnostischen als auch unter
pathophysiol ogischen Gesichtspunkten von Interesse.

Einerseits stellt die Reaktion der beiden Radikale ein Abfangen von Superoxidanion-Radikal
dar, andererseits geht protektives und relaxierendes Stickstoffmonoxid verloren. Unter
physiologischen Bedingungen kann das von Mitochondrien und von membranstandigen
Oxidasesystemen erzeugte Superoxid unter Bildung von wenig Peroxynitrit abgefangen
werden. Unter pathophysiologischen Bedingungen wird jedoch wesentlich mehr Superoxid,
unter anderem auch von der induzierbaren NOS (neben Stickstoffmonoxid), gebildet, so dal3
auch wesentlich mehr toxisches Peroxynitrit auftritt und Stickstoffmonoxid fast vollstandig
abgefangen wird [120].

Peroxynitrit nitrosyliert sowohl freie als auch gebundene Aminosauren. So finden
Proteinveranderungen statt. Es wurde gezeigt, dal3 auch LDL nitrosyliert wird [121].
Peroxynitrit ist ebenfallsin der Lage, Lipidperoxidation in Gang zu bringen [122]

Das Peroxynitrit ist hochreaktiv und reagiert mit der Aminosdure Tyrosin zu Nitrotyrosin,
welches gaschromatographisch analysierbar ist [60]. Es wird neben der Bildung von
| soprostanen als Indikator fUr oxidativen Stref3 angesehen [123].

1.2 Immunologische Reaktionen des Endothels

1.2.1  Reaktionen unter physiologischen Bedingungen

Unter physiologischen Bedingungen wird LDL Uber LDL-Rezeptoren (65-80 %) und durch
Pinozytose von der Zelle aufgenommen.

Die Zelle deckt ihren Bedarf an Cholesterin durch die Aufnahme von cholesterinreichem
LDL. Cholesterin wird von der peripheren Zelle vor alem zur Membranstabilisierung

bendtigt.
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Die membranstandigen Oxidasen, die mitochondriadlen Oxidasen sowie die Enzyme der
Atmungskette und die NOS Il produzieren geringe Mengen an Superoxid. Dies wird relativ
rasch durch die Superoxiddismutase und die Katalase zu Wasser umgesetzt oder reagiert in
geringen Mengen mit Stickstoffmonoxid zu Peroxynitrit.

1.2.2. Reaktionen unter pathophysiologischen Bedingungen

Bei Vorherrschen einer Hypercholesterindmie wird in unphysiologischem Mal3e LDL von der
Endothelzelle pinozytiert. In weiteren Schritten folgt ein Ungleichgewicht zwischen
Stickstoffmonoxid und Superoxidradikalen. LDL wird oxidiert und partiell chemisch
verandert, worunter die Zytotoxizitét stark zunimmt. Es kommt zur endothelialen Dysfunktion

und zu erhdhtem intrazellul&ren oxidativen Stresses.

1.2.2.1 Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB

Die Endothelzelle reagiert auf Stimulation mit Noxen chemischer (z.B. TNF-a, Phorbolester,
aktive Sauerstoffspezies, durch Sauerstoffradikale veranderte Lipidperoxide) [124],
physikalischer (Strahlung) [125] oder biologischer Art (Lipopolysaccaride, hohe LDL-
Konzentrationen) [126, 127] prinzipiell gleich. Uber Nozizeptoren erfolgt eine Weiterleitung
des Signals Uber mehrere Proteine. Eine wohl zentrale Rolle nimmt die Proteinkinase NIK
(NF-kappaB-inducing kinase) ein. Diese phosphoryliert einen Multiproteinkomplex, zu dem
die Proteine IKK-a (IkappaB kinase alpha) und IKK-b (IkappaB kinase beta) gehdren [128].
Durch diese wird wiederum die IkB-a am Serin 32 und 36 phosphoryliert und markiert fur
eine anschlieffende Umsetzung mit Ubiquitin. Die Ubiquitinylierung bewirkt eine Proteolyse
des |kB, welches zu den Untereinheiten p50, p65 und dem Protein |kB-a durch ein
Proteosom getrennt wird. Die DNS-bindenden Untereinheiten, die am haufigsten aus den
Proteinen p50 und p65 bestehen, wandern in den Zellkern und aktivieren ihre Zielgene.
Ferner kommen auch die Untereinheiten c-Rel, RelB und p52 vor.

Die Aktivierung von NF-kB durch reaktive Sauerstoffspeziesist zwar bewiesen [129, 130], es
ist aber noch nicht klar, an welcher Stelle der Signal Ubertragungskaskaden diese angreifen
[131; 132].
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Das NF-kB wurde von Sen und Baltimore [133] in Kernextrakten aus B-Zellen entdeckt. Sie
fanden heraus, dal} dieser Transkriptionsfaktor konstitutiv an ein ,cis-Element” der
k-Ketten von Immunglobulin bindet. Das NF-kB besteht aus zwei DNS-bindenden
Untereinheiten, die durch nicht-kovalente Assoziation mit dem inhibitorischen Protein IkB im
Zytoplasma der Zelle zuriickgehaten werden. Erst nach Proteolyse wird es in die aktive,

nukleére Form umgewandelt und kann die Zellkernmembran passieren.

Der Transkriptionsfaktor NF-kB aktiviert viele Gene, die fir immunologisch wichtige
Substanzen kodieren. Hierzu gehdren neben den Zytokinen und Immunorezeptoren auch die
Zelladhdsionsmolekule. Das p50/p65-Heterodimer bindet unter anderem auch an die kB-
Bindungsstelle von den Genen, welche E-Selectin, VCAM-1 und ICAM-1 kodieren.

% Wiren, Phorbalester, LPS, THF, IL-1, reaktive Sauerstoffspezies
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Abb. 4 NF-kB-Signaltransduktionsweg (nach [134])
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1.2.2.2 Zelladhasionsmolekiile

1.2.2.2.1 Das vaskuliare Zelladhisionsmolekiil VCAM-1

Das vaskuldre Zelladhasionsmol ekl ist ein Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie. EsS hat
eine Masse von 90-110 kDa. Es wurde zum ersten Mal von Osborn et al. [135] beschrieben.
VCAM-1 bindet zirkulierende Monozyten und Lymphozyten, die ihrerseits die Integrine
a4b1] und a4b7 (CD 49 d/29, VLA-4) exprimieren [136]. Eswurde bereits mehrfach gezeigt,
dal3 sich VCAM-1 in atherosklerotischen Lasionen wiederfinden 183 [137-141].

VCAM-1 (CD 106) wird von den Endothelzellen nur nach Stimulation exprimiert und kommt
im unstimulierten Endothel praktisch nicht vor [7]. VCAM-1 kann man also als einen
Indikator fur Cytokininduktion ansehen.

Nach Stimulation von Endothelzellen ist die Zahl der exprimierten vaskuléren
Adhasionsmolekile 2-3 Stunden nach Stimulation am hdchsten und senkt sich im Laufe der
folgenden Stunden wieder ab.

Die Transkription vom VCAM-1-Gen erfordert zwei Tandembindungsseiten fur NF-kB
[142]. In Mutationsversuchen wurde von dieser Arbeitsgruppe gezeigt, dald die
Bindungsstelllen fir NF-kB sich in der basalen Promotorregion an den Positionen —73 und
-58 befinden und dal3 beide fir die cytokinabhangige Transkription nétig sind.

1.2.2.2.2 Weitere Adhiisionsmolekiile, deren Expression von NF-kB abhiingig ist

Die Untereinheiten des NF-kB binden ebenfalls an kB-Bereiche der E-Selektin- und ICAM-1-

Promotoren.

E-Selektin ist ein Mitglied der Selectin-Familie, zu der auch noch das P-Selektin und das L-
Selektin  gehdren. Selectine sind Oberflachenmolekile, die schwache und reversible
Wechselwirkung mir ihren Rezeptoren eingehen. Auf diese Weise wird die Zellbewegung der
zirkulierenden Zellen reduziert und sie werden fir stérkere Bindung zuganglich.

Das E-Sdlektin (ELAM-1) wird innerhab von 3 bis 6 Stunden nach der Reizung des
Endothels durch de-novo-Synthese exprimiert. Als Mediatoren kommen wie beim VCAM-1
bakterielle Lipopolysaccharide, Interleukin-1 und der TNF-a in Frage.
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Das ICAM-1 gehort wie das VCAM-1 zu der Immunglobulin-Superfamilie. Die Bindungen
zwischen den Integrinen der Leukozyten und den endothelialen Adhasionsmolekilen sind
irreversibel. ICAM-1 (CD 54) bindet an das monozytére Integrin LFA-1. Die Transkription
von ICAM-1 wird durch die gleichen Agentien bewirkt, welche auch die Transkription von
ELAM-1 und VCAM-1 stimulieren.

Die anhaftenden Monozyten bewegen sich zu einer interzelluldren Kontaktstelle des
Endothels und wandern durch diese und die interzellulére Matrix durch. Dies erfolgt durch
eine homophile Bindung zwischen PECA-Molekllen (platelet endothelial cell adhesion
molecule), die sowohl von Endothel zellen a's auch von Monozyten exprimiert werden.

Nun konnen die Monozyten das stimulierende Agens, z.B. Lipopolysaccaride, LDL
phagozytieren, verdndern und Substanzen freisetzten, die ihrerseits das Entzindungs-

geschehen vorantreiben.

1.3 Eingriffe in den Pathomechanismus der Atherosklerose

Die Atherosklerose gehdrt zu den wichtigsten Funktionsstorungen des Gefdlles und die
Folgen der Atherosklerose stellen die haufigste Todesursache in Deutschland dar. Die
Risikofaktoren, die zur Atherosklerose fuhren, sind vor allem Hyperlipiddmie, Hypertonie,
Diabetes, Adipositas und Rauchen.

Durch hohe LDL-Konzentrationen bzw. durch veradndertes LDL findet eine Stimulierung des
Endothels statt, welches Uber Cytokin-vermittelte Aktivierung von Transkriptionsfaktor
NF-kb wie oben dargestellt die Adhasionsmolekil-Expression vorantreibt. Es bilden sich
vermehrt Wechselwirkungen zwischen den Endothelzellen und Monozyten aus, die dann
Lipoproteine phagozytieren, zu Schaumzellen degenerieren und das atherosklerotische
Geschehen vorantreiben.

Zur Unterbrechung der atherosklerotischen Entwicklung sind aufgrund der oben geschilderten
Ablaufe mehrere Angriffspunkte denkbar. Im Vordergrund muf3 ganz klar die Absenkung der
Plasmalipoprotei ne zugunsten einer Erhéhung der Ratio HDL/L DL stehen.

Desweiteren ist eine Unterbrechung der Mediatorkaskade von Interesse. Zur Zeit sind hier als
Angriffspunkte die Hemmung der Verdnderung des LDL, eine Hemmung der Bildung von

reaktiven Sauerstoffspezies, eine Hemmung der der oxidativen Derivatisierung von zelluléren
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Substanzen und eine Hemmung der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB von
Interesse.

Fur die meisten dieser Geschehnisse sind oxidative Modifikationen verantwortlich, die durch
den oxidativen Stref3 in der Zelle, ausgel 6st durch die Hyperchol esterindmie, entstehen.
Sowohl Oharaet al. [75] alsauch Mlgge et al. [76] konnten dies zeigen.

Es wurde bereits mehrfach demonstriert, dal3 oxidativer Stref3 die Adhasion von Monozyten
steigert und es ist hinlanglich bekannt, dal3 aktivierte Monozyten Substanzen freisetzten, die
den oxidativen Stress noch vorantreiben. So schliefdt sich der circulus vitiosus.

Eine Unterbrechung diese Kreislaufs ist durch Antioxidantien bis zu einem gewissen Maf3
maoglich.

Zum Abfangen der entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies kommen

Enzyme, die reaktive Sauerstoffverbindungen in weniger reaktive oder nicht mehr
reaktive Substanzen abbauen

klassische Antioxidantien, die mit Radikalen unter Bildung von semistabilen Radikalen
reagieren und

Radikale, die selbst Radikale abfangen unter Bildung von nicht-radikalischen

Verbindungen

in Frage.
Zu den klassischen Antioxidantien zahlen:

Ascorbinsdure, Tocopherolacetat, N-Acetylcystein, Butylhydroxytoluol (Abb. 5)
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Abb. 5 Strukturformeln von Acetylcystein, Tocopherolphosphat und Vitamin C

Zwel Mol Ascorbinsdure reagieren mit einem Mol Superoxid und einem Proton unter Bildung
von Wasserstoffperoxid zu zwei Mol Monodehydroascorbinsaure, welches dann zu einem
Mol Ascorbinsaure und einem Mol Dehydroascorbinsaure disproportioniert.

Die antioxidativen Eigenschaften von Tocopherolacetat und Butylhydroxytoluol basieren auf
dem Phenolring, der durch das Radikal zu einem Chinon bzw. Chroman oxidiert wird.

Die Aminosdure N-Acetylcystein, die auch Bestandteil des Glutathion/Glutathionperoxidase-
systemsist, wird oxidiert zu dem Disulfid Cystin.

Zu den radikalischen Antioxidantien zahlen Verbindungen, die mit sehr reaktiven Radikalen,
wie dem Superoxidanion-Radikal oder dem Hydroperoxy-Radikal unter Verlust der eigenen
Radikal eigenschaften eine Elektronenpaarung eingehen.

Typisch fur solche Reaktionen sind Kettenabbruchreaktionen. Diese kommen bel grof3eren
Molektlen aber aus sterischen Griinden nicht sehr haufig vor.

Haufiger ist dagegen ist die Reaktion mit sehr kleinen Radikalen.

Ein physiologisch wichtiges Radikal stellt das Stickstoffmonoxid dar. Es fangt sehr schnell
Superoxidanion-Radikale unter Bildung von geringen Mengen Peroxynitrit ab.

O, +NO* = ONOO-
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Auch die Aminoséure L-Arginin kdnnte man in diese Gruppe eingliedern, da L-Arginin eine
entscheidende Quelle zur Bildung von Stickstoffmonoxid darstellt.

Der antioxidative Charakter von L-Arginin wurde von Haklar et al. [143] in einem Ischamie/
Reperfusions-Modell gezeigt.

Desweiteren kommen Stoffe als Antioxidans im weiteren Sinne in Frage, die Substanzen
abfangen oder hemmen, die oxidative Reaktionen katalysieren.

Als Katalysatoren von oxidativen Reaktionen kommen Metallionen und Oxidoreduktasen in
Frage.

Metallionen der ersten Ubergangsreihe spielen als Kofaktoren eine wichtige Rolle und sind
als Spurenelemente essentiell. Jedoch katalysieren sie auch Redoxreaktionen, die bel dem
oxidativen Stress moglicherweise ebenfalls eine Rolle spielen. Besonders Eisen-lonen und
Kupfer-lonen kommen dabel in Frage. Die Rolle dieser lonen wird jedoch noch kontrovers
beurteilt, weil freile Metallionen intrazellulér praktisch nicht vorkommen.

Metallionen lassen sich durch Komplexbildner abfangen. In der Zelle geschieht dies durch
Bindung an Proteine. Chemisch gelingt dies durch Substanzen wie Natriumethylen-
diamintetraessigsaure (EDTA) oder Deferoxamin.

Komplexe mit lonen sind auch von Phenolen bekannt. Diese Phenol-Eisen-Komplexe sind
unter Umsténden sogar wesentlich stabiler als die klassischen Chelat-Komplexe von der Art
des EDTA-Eisen-Komplexes [144].

Die Hemmung von Enzymen, die Redoxreaktionen katalysieren, stellt eine weltere
Moglichkeit zur Reduktion der Superoxidbildung dar. So ist ja schon mehrfach gezeigt
worden, dal3 die Hemmer der Xanthinoxidase Allopurinol und das Oxypurinol die Bildung
von Superoxid hemmen [145; 146]

Paler-Martinez et al. [147] zeigten alerdings, dal? die Xanthinoxidase bei der Produktion von
H,0O, Uiber Basalniveau praktisch keine Rolle spielt.

Eine dhnliche Hemmung wére auch denkbar fir weitere Enzyme, die Superoxide produzieren,

wie z.B. die NO*-Synthase || und die Cyclooxygenase.
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1.4  Beeinflussung der Monozyten-Endothelzell-Wechselwirkungen durch Salicylate

Bei den Sdlicylaten handeltes sich um Derivate der 2-Hydroxybenzoesdure, welche in der
Natur u. a in BlUten der Spirae-Arten vorkommt.

Salicylsaure wurde 1859 das erste Mal von A. W. H. Kolbe synthetisch aus Natriumphenol
und Kohlendioxid (Kolbesynthese) hergestellt [148]. Von ihm wurde es auch zuerst als Heil-
und Konservierungsmittel empfohlen.

1897 wurde von F. Hoffmann erstmals das Acetylderivat der Salicylsdure synthetisiert [149].
Salicylsaure und Acetylsalicylsure fanden seitdem als Analgetika, Antipyretika sowie bei der
Behandlung von Entziindungen Verwendung und werden heute als nicht-steroidale
Antirheumatika eingesetzt.

Doch erst 1971 wurde von Vane [150] ein Wirkmechanismus beschrieben. Er konnte zeigen,
daid die Wirkung der Acetylsalicylsaure und verwandter Substanzen auf die Hemmung der
Prostaglandinbiosynthese beruht. Wenig spéter erkannte man, dal3 die selektive Hemmung der
membrangebundenen Cyclooxygenase dem Wirkprinzip der Salicylate zugrunde liegt. Durch
die Hemmung der Prostaglandinsynthese |&%t sich die entztindungshemmende Wirkung
jedoch nur zum Tell erkléren.

1994 beobachteten Kopp et al. [151], dal? Salicylate die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-kB hemmen, welcher - wie schon - beschrieben eine wichtige Rolle bel der entztindlichen
Immunantwort spielt. Diese Beobachtung wurde zwei Jahre spéter auch von Grilli [152]
bestétigt.

Aber erst 1998 konnten Yin und Mitarbeiter [153] zeigen, wie die Hemmung der Aktivierung
des Transkriptionsfaktors zustande kommt. Sie stellten fest, da3 Sdlicylate die
Phorphorylierung von IkB hemmen durch Bindung an die IKK-b Untereinheit des IkB-
Kinasekomplexes.

In letzterer Zeit nimmt die Zahl der Beobachtungen zu, dal3 Salicylate zusétzlich antioxidative
Effekte haben [154-157]

Mehrere molekulare Mechanismen zur Erkl&rung der antioxidativen Wirkung sind bereits
untersucht worden.

Hermann und Exner [158, 159] konnten nachweisen, dal? Salicylate die LDL-Oxidation durch
Peroxynitrit vermindern und dal3 einer der Metaboliten, die 2,5-Dihydroxybenzoesdure
(Gentisinsdure) ebenfalls antioxidativ wirksam ist und den Salicylateffekt noch verstarkt.

Shi X et al. [160] publizierten eine Untersuchung an einer Monozytenzellkultur bzw. an
ungesdttigten Fettsduren, die mit Hydroxylradika-generierenden Siliziumquarzpartikeln
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inkubiert wurden. Das Hydroxylradikal ist ein sehr reaktives Radikal, welches a's Intermediat
beim oxidativen Stress eine grol3e Rolle spielt. Sie generierten mit Hilfe der Fenton-Reaktion
Hydroxylradikale und verwendeten die Elektronen-Spin-Resonanz-Spintrapping-Technik zur
Bestimmung der Reaktiongeschwindigkeit von Wirkstoffen mit den reaktiven
Sauerstoffspezies. Sie stellten fest, dal3 Acetylsalicylsdure mit dem Hydroxylradikal schneller
reagiert (Reaktionskonstante k = 3,6 x 10° M sec™) als Ascorbinsaure (k = 1,3 x 10°° M™
sec’t) oder Glutathion (k = 1,5 x 10*° M sec™).

Denkbar ist auch, dal3 Salicylate Uber das Abfangen von Metallionen, die Redoxreaktionen
katalysieren, antioxidativ wirken. Abbildung 6 stellt einen solchen Komplex dar.
Eisenkomplexe der Salicylsdure bzw. der Gentisinsdure wurden auch as ein antioxidatives

Prinzip von Exner [160] postuliert.

Abb. 6 Komplex eines Metalls mit Salicylsdure

1998 wurde von Oberle et al. [67] ein neuer antioxidativer Weg beschrieben. Sie fanden
heraus, dal3 Acetylsalicylsdure bereits in niedrigen Konzentrationen die Ferritinsynthese
induziert, so dald ,freie Eisenionen“ als Katalysator einer Reaktion ahnlich der Fenton-
Reaktion nicht mehr zur Verfligung stehen.

Die antithrombotischen und die kardioprotektiven Eigenschaften der Acetylsalicylsdure
wurden seit der Entdeckung, dal3 Salicylate die Thrombozytenfunktion beeinflussen [161], zur
Infarktprophylaxe klinisch genutzt.

Doch mdglicherweise wirken Salicylate auch in einem bestimmten Malde zusétzlich
antiatherogen, weil sie den oxidativen Stress verringern.
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2 Zielsetzung

Ein wichtiger und entscheidender Schritt in der Entwicklung der Atherosklerose ist das
»Rollen® von Monozyten an der Endothelzelloberflache und die Adh&sion der Monozyten an
den Endothelzellen. Die Adhésion von Monozyten wird vermittelt Uber Adhé&sionsmolekile
(VCAM-1 (vaskuléres Zelladhdsionsmolekil-1), ICAM-1 (interzelluléares Zelladhasions-
molekul-1)), die an der Zelloberflache der Endothelzellen exprimiert werden. Die Expression
wird ihrerseits Uber eine Kaskade von Zytokinen gesteuert. Bei der Aktivierung spielt das
Sauerstoffradikal O," = und der Transkriptionsfaktor NF-kB eine entscheidende Rolle. Ein
Abfangen von Sauerstoffradikalen durch Antioxidantien bzw. eine Hemmung des
Transkriptionsfaktors vermindert die Expression von VCAM-I und reduziert somit die Zahl
adhérierender Monozyten.

Fur Salicylate wurde eine hemmende Wirkung auf die Aktivierung von NF-kB beschrieben.
Ebenso wurden schon antioxidative Effekte von Salicylaten formuliert, die nicht allein mit
einer Hemmung der Cyclooxygenase (COX) erklart werden konnen.

In der Studie sollten die Effekte der Salicylsdurederivate Salicylsaure (SS), Acetylsalicylsaure
(ASS) und NCX-4016 (2-Acetoxybenzoat-2-[2-nitrooxy-methyl]-phenylester) sowie des
Arylpropionsaurederivates Ibuprofen (Abb. 7) auf die Adh&sion von Monozyten an
stimulierten Endothelzellen, die Bildung von VCAM-I und die Bildung von 8-iso-

Prostaglandin F,, [als Indikator fir oxidativen Stress untersucht werden.

OH OCOCH3 OCOCHS3
COOH COOH COO
Salicylsaure Acetylsalicylsdure NCX - 4016
CHa( ,CHs
/CH— CHz@CH
CHs COOH
Ibuprofen

Abb. 7 Strukturformeln der verwendeten Cyclooxygenase-Hemmer




2. Zielsetzung 23

Die Adhasionsversuche sollten als in-vitro-Versuch mit einer kultivierten humanen
Endothelzelllinie (ECV-304) stattfinden.

Dabei sollten die Endothelzellen zundchst mit 200 U/ml TNF-a (Tumornekrosefaktor-a),
30 mg/dl oxLDL (oxidiertes low density lipoprotein) bzw. 300 mg/dl nLDL (natives low
density lipoprotein) stimuliert werden. Im Anschlul3 wurden zu den stimulierten
Endothelzellen Monozyten der humanen Zelllinie THP-1 gegeben und die adhérierenden
Monozyten sollten bildanalytisch mit Hilfe eines Mikroskops und einer computerunterstiitzten
Grafikanalysesoftware quantifiziert werden. Von Interesse war, welchen Einflul3 eine
Koinkubation der Endothelzellen mit den oben aufgefihrten. Cyclooxygenasehemmern
(COX-Hemmer) auf die Stimulation hat.

Anschlief3end sollte mit Hilfe eines etablierten ELISA fur VCAM-1 Uberpruft werden, wie die
Expression des Adhésionsfaktors durch diese Substanzen beeinfluft wird.

Ferner war von Interesse, ob der Effekt der Hemmung der VCAM-1-Expression auf einer
antioxidativen Wirkung der Salicylsaurederivate beruht. Hierflr sollte das 8-iso-Prostaglan-
din Fp, aus Zelllberstdnden nach Inkubation der Endothelzellen mit nLDL und den COX-
Hemmern bestimmt werden. Gestigerte Freisetzung von 8-iso-Prostaglandin Fpaist ein
Indikator fur vermehrtes Vorkommen von reaktiven Sauerstoffspezies. Gleichzeitig sollte
auch gezeigt werden, ob die Bildung von 8-iso-Prostaglandin F,; wirklich COX-unabhangig
ist mit Hilfe eines RIA fir 6-keto-PGF,,, welches COX-abhangig gebildet wird.

Um die Beobachtungen zu untermauern, sollten a) das Verhaten von Referenzsubstanzen
genauer untersucht werden, um die Beobachtungen molekularen Strukturen der Substanzen
zuordnen zu koénnen, und b) molekularbiologische Effekte dieser Derivate weitergehend

erforscht werden.
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3 Methoden

3.1 Zellbeschreibung

3.1.1.1 Endothelzellinie

Fur die im folgenden beschriebenen Experimente wurden Zellen der humanen
Endothelzellinie ECV-304 (American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA)
verwendet. Bel dieser Zélllinie handelt es sich um spontan immortalisierte Zellen aus der
Nabelschnurvene enes japanischen Neugeborenen (1984, Spendernummer 304).
Charakteristisch fur die Linie ist adhérentes, pflastersteinartiges Wachstum und ein hohes
proliferatives Potential bei gleichzeitiger Abwesenheit von Wachstumsfaktoren. Die Zellen
wurden negativ getestet auf Faktor VIII-verwandtes Antigen, alkalische und saure
Phosphatasen und auf epitheliales Keratin. Die ECV-304-Zellen bewirken die Bildung von
Tumoren in BALB /c nu/nu-Méausen und verursachen Neovaskularisation auf Kaninchen-
Kornea. Die Vorlage der Mauslinie wurde zuerst in 1966 als haarlose Maus berichtet, die a's
spontane Veranderung auftritt. Haufig verwendet wird sie in der Krebsforschung. Diese Maus
eignet sich nur schlecht zur Zucht und wird durch eine heterozygote / homozygote Kreuzung
gewonnen. Die heterozygoten Tiere besitzen im Gegensatz zu den homozygoten normale
Gesundheit und Fruchtbarkeit und gute Vermehrungseigenschaften. Es wurde berichtet, dal3
die Zdlllinie Pro-Urokinase Typ PA und geringe Mengen an ICAM-1 sowie LFA-3, VCAM-1
und GMP-140 bildet. Die Linie zeigte die fir Endothelzellen typischen Reaktionen auf I1L-1
und IL-6 [162-164]

3.1.1.2 Kultivierung der Endothelzellinie

Die Kultivierung der Endothelzellen erfolgte in einem Begasungsbrutschrank (Heraeus,
Deutschland) bei 50 % CO, und 37°C. Die Zellen wurden in einem der Grole der
Kulturflaschen angemessenen Volumen Kulturmedium angesetzt. Das Medium setzte sich
zusammmen aus Medium 199 (Gibco BRL, No. 31153), 10 % hitzeinaktiviertem fetalem
Kéberserum (FKS), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin. Das Medium wurde

zweimal die Woche gewechselt. Die Endothelzellen wurden bis zur Konfluenz wachsen
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gelassen und dann 1.6 aufgeteilt durch Zugabe einer Trypsin/EDTA-L 6sung zur Ablésung der
Zellen.

3.1.2.1 Monozytenzellinie

Die fur die Adhasionsversuche verwendeten Monozyten gehorten zur Zelllinie THP-1
(American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA). Die Stammzellen dieser Zélllinie
wurden einem einjahrigen, an akuter myeloischer Leukamie leidenden Jungen entnommen.
Die Zellen haben eine runde Morphologie. Sie wachsen einzeln und teilweise in Clustern in
Suspension. Die monozytischen Eigenschaften der Zelllinie wurde charakterisiert durch das
Vorhandensein von a-Naphthylbutyrat-Esterase, die durch Natriumfluorid inhibiert werden
konnte, die Bildung von Lysozym, die Phagozytose von Latexpartikeln und sensibilisierten
Schaferythrozyten und die Fahigkeit der T-Lymphozytenaktivierung nach Stimulation mit
einem Mitogen (ConA) [165].

Eine Ausdifferenzierung der Zellen konnte durch Zugabe von Phorbolestern induziert werden
[166].

3.1.2.2 Kultivierung der Monozytenzellinie

Die Zellen wurden ebenfalls im Begasungsbrutschrank (5 % CO,, 37°C) kultiviert. Sie
wurden in einer Konzentration von ungefahr 0,5 x 10° Zellen/ml ausgesit und ale 3 bis 4
Tage 1:2 aufgeteilt. Zur Kultur wurde das Medium RPMI 1640 (Gibco BRL) unter Zusatz
von 10 % hitzeinaktiviertem fetalem Rinderserum, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/mi

Streptomycin verwendet.
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3.2 Durchfiihrung der Monozytenadhisionsversuche

Die Endothel zellen wurden auf 6-Loch-Platten angesetzt, am Folgetag mit ké&lberserumfreien
Medium versetzt und bis zur Konfluenz wachsen gelassen. Am Versuchstag wurden die
Zellen gewaschen und mit TNF-a (Endkonzentration: 200 U/ml), nLDL (Endkonzentration:
300 mg/dl) beziehungsweise oxLDL (Endkonzentration 30 mg/dl) und den im Ergebnisteil
aufgefiihrten Arzneistoffen in ansteigenden Konzentrationen in Medium 199 versetzt. Die
Endothelzellen wurden auf diese Weise fur vier Stunden im Brutschrank inkubiert.
Anschliel?end wurden die Zellen zweimalig mit je einem Milliliter Bindungspuffer
gewaschen. Die Monozyten der oben aufgefiihrten Zelllinie wurden in sterile, verschlief3bare
Zentrifugengefal3e Gberfihrt und fur 10 min mit 1200 rpm (ca 500 g) bei 25°C zentrifugiert.
Anschliefend wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen in einem definierten
Volumen EDTA-haltigen Hanks Puffer (5 mM EDTA in HBSS ohne Calcium und
Magnesium, Gibco BRL) resuspendiert. Ein Aliquot wurde zu Bestimmung der Zellzahl
eingesetzt. Anschlief3end wurden die Zellen erneut mit 1200 rpm zentrifugiert und mit
Bindungspuffer (2mM CaCl, , 2mM MgCl, , 10 mM Hepes in HBSS) auf ene
Endkonzentration von 6 x 10° Zellen/ml gebracht. Zu den gewaschenen Endothel zellen wurde
pro Loch 1 ml Bindungspuffer und 1 ml der Monozytensuspension zugegeben, so dai die
Monozytenendkonzentration 3 x 10° Zellen/ml betrug. Die Zellen wurden fiir 15 Minuten auf
einem Kippschittler bei niedrigster Stufe bel Raumtemperatur koinkubiert. Danach wurden
die Schaen um 90° gedreht und es erfolgte eine erneute Inkubation fur 15 Minuten.
Anschlief3end wurden die ZellUberstande aspiriert und die Endothel zellen zweimal mit je 2 ml
Bindungspuffer gewaschen. Adhérierende Monozyten wurden mit je zwei Milliliter
2-prozentiger Glutaraldehyd-Losung fixiert. Die Monozyten wurden mit Hilfe enes
Lichtmikroskops (Olympus) und einer Bildanalysesoftware (Image Analyst) gezahlt. Dabei
wurden pro Loch 30 Aufnahmen gemacht und der Mittelwert notiert. Es folgte eine
sechsfache Bestimmung. Die Abbildungen 8 und 9 stellen solche mikroskopische Aufnahmen
dar.



3. Methoden 27

Abb. 8 Mikroskopische Aufnahme wdihrend — Abb. 9 Mikroskopische Aufnahme eines

eines Adhdsionsversuches. Im Vor- Adhdsionsversuchs nach Stimulation
dergrund befinden sich vereinzelte des Endothels. Durch Kontrastie-
Monozyten, im Hintergrund die rung leuchten die adhdrierenden
unstimulierten Endothelzellen Monozyten auf.

3.3 LDL-Isolierung

Low density lipoprotein wurde aus ,, fresh-frozen” -Plasma-Konserven der zentralen Blutbank
der Medizinischen Hochschule Hannover durch Dichte-Gradienten-Zentrifugation gewonnen.
Die Konserven wurden nach Auftauen im Wasserbad bei 37°C in einem skalierten Glasgefal
gepoolt. Dem Volumen an Plasma entsprechend wurden pro 100 mL Plasma sofort 10 pL
200 mM Butylhydroxytoluol (2,2 g Butylhydroxytoluol (BHT) in 50 mL Ethanol), 100 mg
Ethylendiammintetraessigsaure (EDTA Titriplex 1ll1) und 1,63 g Kaiumbromid zur
Einstellung der Dichte auf 1,019 g/mL zugegeben. Nach dem L&sen der Feststoffe im Plasma
wurde dieses auf Ultrazentrifugengefélde verteilt und das Plasma fir 22 Stunden bei 4°C und
244.700 g ultrazentrifugiert (Beckmann L8-70, Rotor: 50.2TI). Nach der Ultrazentrifugation
wurde die sich gebildete gelbe Schicht, die sich direkt unter einer klaren Phase befand, aus
alen Ultrazentrifugengeféd?en entnommen und in einem Erlenmeyerkolben vereinigt. Pro
1 mL dieser Fraktion, die neben LDL auch noch VLDL und geringe Anteile HDL enthélt,
wurde 0,0565 g Kaliumbromid zugefiigt, um die Dichte auf 1,063 g/mL einzustellen. Es
erfolgte eine weitere Ultrazentrifugation fur 18 Stunden bel 4°C mit 244.700 g. Die oberste
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Phase, die das low density lipoprotein enthielt, wurde gesammelt und in eine hydratisierte
Diaysekassette (Slide-A-Lyzer, Pierce) Uberfuhrt. Anschliefiend wurde die Dialysekassette in
ein Becherglas gehangt, das 1,8 g EDTA und 180 pL 200 mM Butylhydroxytoluol in 1,8 L
isotoner Natriumchlorid-Losung enthielt. Das LDL wurde auf diese Weise Uber Nacht im
Dunkeln bei 4°C didysiert. Am folgenden Tag wurde das LDL wieder aus der
Diaysekassette entnommen, in sterile, verschlief3are Vorratsbehdtnisse tdberfuhrt und bis
zur Verwendung lichtgeschitzt unter Stickstoffatmosphéare bel 4°C aufbewahrt.

Ein Aliquot wurde zur Bestimmung des Chol esterin-Gehalts verwendet.

3.3.1 Bestimmung des Cholesteringehalts der LDL-Fraktion

Die Bestimmung des Gesamtcholesterins der LDL-Fraktion erfolgte mit einem kommerziell
erhdtlichen ,Kit* (Cholesterol 20) von Sigma (Deisenhofen, Deutschland).

Die Reagenzlésung besteht aus Cholesterin-Oxidase (mikrobiell) 300 U/L; Cholesterin-
Esterase (mikrobiell) >100 U/L; Peroxidase (Merrettich) 1000 U/L; 4-Aminoantipyrin
0,3 mmol/L; 4-Hydroxybenzol sulfonsédure 30,0 mmol/L, gepuffert auf pH 6,5.

Testprinzip
Cholesterinests R /O
+ H,O ——> +
OH
~° o
R
Cholesterinester Cholesterin Fettséure
Cholesterinoxidase
* Oy + H202
HO [e}
Cholesterin Cholest-4-en-3-on
OH
Py id
H3C | o 4 + 2Hy0
N 2 HiC MO 4 BH0  +  2H" + SO
HsC NH, _
SOzH HsC N
4-Aminoantipyrin ’
4-Hydroxysulfonsaure ‘ ‘
[e]
Chinonimin-Farbstoff

Abb 10 Darstellung der Reaktionen bei der Cholesterinbestimmung
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Zur Quantifizierung wurde der Cholesterinkalibrator 200 mg/dL (Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) verwendet. Sowohl der ,Blank” as auch der Kalibrator und die LDL-Proben
wurden as Doppel werte gemessen.

Fur den Assay wurde das gewonnene LDL 1:20 verdinnt. 10 pL dieser Verdinnung wurde
mit 1 mL des Cholesterinreagenz versetzt. Als ,,Blank® wurde 10 pL destilliertes Wasser, als
Referenz 10 ul des Kalibrators verwendet. Die Proben wurden photometrisch bei 500 nm

vermessen.

3.3.2 Bestimmung der Triglyceride im gewonnenen LDL

Stichprobenmaldig wurden die Triglyceride in dem LDL-Stamm bestimmt.

Hierzu wurde das Abbott Vison (Analysegerd zur Bestimmung von Biomarkern in
Korperflissigkeiten auf der Grundlage eine spektroskopischen Messung nach Enzymreaktion
Abbott, Wiesbaden), einem Anaysegerd zur Bestimmung von Triglyceriden auf der
Grundlage eine spektroskopischen Messung nach Enzymreaktion, unter Verwendung eines
fertigen , Kits* (Abbott) und eines Kalibrators (Abbott) benutzt.

Reagenzien

a) Losungsmittel
Nicotinamid-adenin-dinukleotid,red. (NADH) 0,36 mmol/L
Phosphoenol pyruvat 0,81 mmol/L
Adenosintriphosphat (ATP) 0,062 mmol/L
Magnesiumchlorid 6,2 mmol/L

b) Reagenzienkonzentrat

Lipase 1725 U/L
Glcyerinkinase 6900 U/L
Pyruvatkinase 13800 U/L
L actatdehydrogenase 6900 U/L

Der Triglycerid-Test basiert auf einer Methode von Bucolo und David [167]. Die
Triglyceridbestimmung erfolgt hierbei Uber eine enzymatische Hydrolyse der Triglyceride
durch eine Lipase und die enzymatische Bestimmung des dabei entstandenen freien
Glycerins.

Die Konzentration an Triglyceride korreliert mit der Absorptionszunahme bei 340 nm.
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Testprinzip

Lipase

Triglyceride + H,O p Glycerin + freie Fettsduren
ATP + Glycerin Clycerindineee » Glycerin-1-phosphat + ADP
ADP + Phosphoenolpyruvat ™™ L ATP + Pyruvat

Pyruvat + NADH + H'* Loctadeydrogenase o, Lactat + NAD'

Im Bereich von 40-440 mg Triglyceride/mL Plasma ist der Test linear mir der
Regressionsgeraden: y = 0,97 x + 0,12 mg/dL; der Korrelationskoeffizient betragt 0,998

3.3.3 Bestimmung des Proteingehaltes nach Lowry

Das Protein des low density lipoproteins sowie das Protein der Zellrlicksténde nach Zelllyse
wurde nach Verdinnung (1:10) nach Lowry [168] bestimmt. Als Proteinstandardlsung
wurde ein Stamm aus 200 pg Rinderalbumin (Bovines Serum Albumin) in bidest. Wasser
verwendet (0 — 40 pg/ 200 pL Wasser ). Die Proben wurden zuvor so verdinnt, dal3 das zu
bestimmende Protein in dieser Grof3enordnung lag.

Zu der Standardreihe wurde 1,0 ml Lowry-Reagenz-Mischung (100 Teile 2% Na&COs in
0,1 N-NaOH, 1 Teil 1 % CuSO, in dest. Wasser und 1 Teil 2% Kaliumnatriumtartrat in dest.
Wasser) zugefugt, durchmischt und 0,1 mL Folins Reagenz hinzugegeben. Nach erneutem
Durchmischen wurde fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann die Proben bei
660 nm spektroskopisch vermessen.

In dem Bereich von 0-40 pg Protein war die Standardkurve linear. Regressionsgerade:

ABS =-0,0526 + 0,00972* CONC [ug] (Korrelationskoeffizient: 0,997).

3.4 Gewinnung von oxidiertem LDL (oxLDL)

Oxidiertes LDL wurde &hnlich wie das native LDL durch Dichtegradientenzentrifugation
gewonnen. Auf die Zugabe von EDTA und BHT wurde jedoch verzichtet. Jeweils direkt vor

dem Versuch wurde der fir den Versuch bendtigte errechnete Anteil fur 8 Stunden bei Licht
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und Raumtemperatur mit 5 uM Kupferchlorid oxidiert. Der Erfolg der Oxidation wurde mit
der Methode nach Esterbauer [169] bestimmt.

Zur Optimierung der Methode wurde ein Spektrum einer Probenverdiinnung aufgenommen.
Das LDL wurde mit PBS auf eine Konzentration von 75 g LDL-Protein/mL verdinnt.
Zunéchst wurde ein Absorptionsspektrum der Probe nach 8 Stunden aufgenommen (Abb. 11).
Die Bildung von Dienen wurde in halbstiindigen Intervalen bei 234 nm UV -spektroskopisch
unter Verwendung von Quarzkivetten und eines Photometers (LKB Biochrom) vermessen.
(Abb. 11, 12)
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Abb. 11 Absorptionssorptionsspektrum einer verdiinnten LDL-Losung nach Oxidation

mit 5 uM Kupferchlorid (75 ug Protein/mL isotonischer Kochsalzlosung). Das
Absorptionsmaximum liegt bei 234 nm. Erfafit wurden hier die durch
Oxidation des LDL enstandenen Dienstrukturen.
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Abb. 12 Darstellung der Abhdngigkeit der LDL-Oxidationsprodukte (Dien-Bildung)

von der Zeit. Die mit isotonischer Kochsalzlosung verdiinnte LDL-Emulsion
(75 ug Protein/mL isoton. Kochsalzlosung) wurde nach Oxidation mit Kupfer
kontinuierlich UV-spektroskopisch alle 30 Minuten vermessen.

Nach Etablierung dieser Methode wurde zukiinftig nur noch das Ende der Oxidation durch
photometrische M essung bestétigt.

3.5 Bestimmung von Zellzahl und Lebensfihigkeit der Zellen

Die Monozytenzahl fur die Adh&sionsversuche sowie die Endothelzellzahl bei dem ELISA
(su.) wurde mit Hilfe eines Hdmozytometers (Neubauerkammer) bestimmt. Ausgezéhlt
wurde dafur die Anzahl der Zellen in den acht Eckquadraten. Ein Eckquadrat hat eine Flache
von 1 mm? und eine Hohe von 0,1 mm, so dai ein Eckquadrat ein Volumen von 0,1 pL
aufnehmen kann. Die Zellen wurden zur Untersuchung der Lebensfahigkeit mit 0,4 %
Trypanlésung (0,04 g Trypanblau gel6st in 10 mL isotoner Kochsalzlésung) verdinnt. Der
Test beruht auf der Tatsache, dal? tote Zellen gewisse Farbstoffe aufnehmen, wéhrend lebende
dies nicht machen. Zur Berechnung der Zellzahl wurde der Mittelwert der Zellen der acht
Eckquadrate mit dem Faktor 10* (dies entspricht dem Verhaltnis von 1 mL zu 0,1 pL) und
dem Verdunnungsfaktor sowie dem Volumen der Zellsuspension multipliziert. Die Zellen
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wurden nur verwendet, wenn die Zahl der lebenden Zellen mehr als 95 % betrug. Die
L ebensfahigkeit der Endothelzellen fir die Adhasionsversuche wurde nach der vierstiindigen

Inkubationsdauer nur durch mikroskopische Inspektion nach Vitalfarbung durchgefiihrt.

3.6 Bestimmung von Nitrit in Zelliiberstinden

Endothelzellen wurden zwei Tage vor dem Versuch in 25 cm? Kulturflaschen angesetzt und
bis zur Konfluenz wachsen gelassen. Am Versuchstag wurden die Zellen zweimal mit je
3 mL Wasch-PBS gewaschen und anschlieBend mit 3 mL einer Lésung aus 10* M
Glycerintrinitrat (GTN), Isosorbiddinitrat (ISDN), NCX-406 bzw. L-Arginin in PBS versetzt.
Die Zellen wurden fur 2, 4 bzw. 6 Stunden im Brutschrank inkubiert. Parallel wurden die
Losungen im Brutschrank ohne Zellen aufbewahrt und zu den betreffenden Zeiten Proben
(n=4) gezogen, um basale Nitritkonzentration zu allen Zeitpunkten erfassen zu konnen.

Die ZellUberstande wurden nach Abnahme zentrifugiert (1300 U/min, 500 g) und der
Uberstand bis zur Bestimmung des Nitrits eingefroren.

Der Zéllrtckstand wurde zweimalig mit je 3 mL PBS gewaschen und dann mit 1 mL Aqua

purificata zur spdteren Proteinbestimmung (3.3.3) eingefroren.
Bestimmung des Nitrits mit Hilfe der Griess-Reaktion [85]:

Ein 500 ul Aliquot der Probe wurde mit 50 pL Griess-Reagenz A (37,5 mM Sulfanilsdure in
destilliertem Wasser) und 50 pL 4N-Salzsdure versetzt. Nach 10 min (20°C) wurde 50 pL
Griess-Reagenz B (12,5 mM N-(1-Naphtyl)ethylendiamin-dihydrochlorid in dest. Wasser)
hinzugegeben. Erneut wurde fur 30 min bei 20°C inkubiert und dann mit 600 pL dest. Wasser
verdinnt. Die Absorption wurde bel 540 nm vermessen. Auftragung der Absorption (ABS)
gegen die zugesetzte Nitritkonzentration (1-10 uM) (CONC) und lineare Regression ergab die
folgende Geradengleichung:

ABS=0,0395 + 0,03825 * CONC [uM] (Korrelationskoeffizient: 0,998).

Der Nitritgehalt wurde in Bezug auf das Protein des Zellrlickstands bezogen.
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3.7 Bestimmung von 8-iso-Prostaglandin F,, als Indikator fiir oxidativen Stress

Probengewinnung

Die Endothelzellen wurden in 25 cm? -Kulturflaschen angesetzt und bis zur Konfluenz
wachsen gelassen.

Die Zellen wurden zweimal mit genau 3 mL sterilem Wasch-PBS gewaschen und
anschlief3end fir 6 Stunden mit nLDL 300 mg/dL +/- Inhibitor (s. Ergebnisse) versetzt. Als
Kontrolle wurden die Zellen ohne LDL angesetzt. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank bei
37°C und 5 % CO,. Nach Ende der Inkubationsdauer wurde der Zelltberstand entnommen
und sofort mit dem lipophilen Antioxidans Butylhydroxytoluol (Endkonzentration: 0,002 %)
versetzt und bis zur weiteren Verarbeitung bei —78°C gelagert. Der Zellrlickstand wurde
erneut zweimal mit je 3 ml Wasch-PBS gewaschen. Darauf folgend wurde zu dem
Zdllrickstand genau 1 ml kaltes destilliertes Wasser gegeben und der Ansatz bei —20°C
eingefroren. Der Ruickstand wurde wiederholt aufgetaut und wieder eingefroren, um eine
anndhernd vollstdndige Zellzerstorung zu gewéhrleisten. Das Zelllysat wurde in
Reagiergefal3e Uberfuhrt und fir 5 Minuten bel 4.500 Umdrehungen/ Minute (entsprechend
5.000 g) zentrifugiert. Ein Aliquot des Uberstandes wurde zur Proteinbestimmung nach

Lowry wie unter 3.3.3 aufgefihrt verwendet.

Probenaufarbeitung

Festphasenextraktion und Derivatisierung

Der aufgetaute ZellUberstand wurde mit 5000 g (4500 U/min) bei 4°C zentrifugiert. Genau
2,5 ml des Uberstandes wurden mit 2,5 ng [3,3", 4,4 -?H4-]-8-is0-PGF,, a's internem Standard
versetzt. Der pH-Wert der Proben wurde mit 5 molarer Ameisensdure auf einen Wert von
2,0 — 3,0 eingestellt. C,5-SPE-Kartuschen (500 mg, Chromabond, Macherey-Nagel, Diren)
wurden mit je 10 mL Methanol und 10 mL 0,05 N-Ameisensure konditioniert.
Anschlief?end wurden die Proben auf die Saulen gegeben. Danach wurden die
Kartuschen mit je 10 mL 0,05 N-Ameisensaure und 2 ml Heptan gewaschen. Mit je 2 mL
wasserfreiem Ethylacetat wurden die Proben in 4 mL-Polypropylen-Réhrchen eluiert,
zunachst bis auf 0,5 mL unter Stickstoff eingeengt und nach Uberfiihrung in silanisierte
»Opitzvias® unter Stickstoff zur Trockne eingeengt. Der Ruckstand wurde mit 100 pl
wasserfreiem Acetonitril, 10 uL wasserfreiem Methanol, 10 pL Ethyl-diisopropylamin und
10 pL Pentafluorobenzylbromid (33 %-ig in Acetonitril) angeldst und nach Verschliefzen mit
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Teflonschraubverschllissen zur Derivatisierung eine Stunde bei 30°C inkubiert. Darauf folgte
ein erneutes Einengen des Ansatzes unter Stickstoff zur Trockne. Die Ruckstande wurden in
50 pL wasserfreiem Ethylacetat aufgenommen und fir mindestens 12 Stunden bei —78°C
gelagert. AnschlieRend wurden die Proben zentrifugiert (5 min, 1.500 g, 4°C), der Uberstand
in ein weiteres ,Via“ Uberfuhrt, wiederum unter Stickstoff zur Trockne eingeengt und der

Rickstand in 20 pL wasserfreiem Ethanol aufgenommen.

Dunnschichtchromatographie

Die ethanolische Lésung wurde zur Trennung der PFB-Ester fuar die
Dunnschichtchromatographie verwendet. Die Proben und die Referenzsubstanz wurden mit
einer Geschwindigkeit von 30 pL/s im Abstand von 20 mm mit einer Breite von 15 mm
aufgetragen. Als Referenzsubstanz wurde eine ethanolische Ldsung von PGFy,-4-
Fluorobenzylester verwendet, die unter den folgenden Dunnschichtbedingungen identische
Ri-Werte (R; = 0,31) wie das 8-iso-PGF,, aufwies. Als Laufmittel wurde eine Mischung aus
98 Teilen Ethylacetat und 2 Teilen Methanol verwendet. Die DC wurde bei einer Laufhdhe
von 16 cm und 5 min Vorkonditionierung unter Kammerséttigung durchgeftihrt.

Die Proben wurden nach Entwicklung in der Hohe der Referenzsubstanz (Detektionsmittel:
6 g CuSO; ¢ 5 H,O in 100 mL einer Losung aus zwei Teilen Wasser und einem Teil
Phosphorsaure 85 %; Erhitzen auf 150 °C fir ca. 15 Minuten) in einer 0,6 cm breiten Bande
von der Dinnschichtplatte abgetragen und dann mit 500 pL wasserfreiem Ethanol eluiert.
Anschlief3end wurden die Proben 30 min mit 4.000 g zentrifugiert und der ethanolische
Uberstand in silanisierte , Vias' tiberfiihrt und das Lésungsmittel unter Stickstoff entfernt.

Derivatisierung und massenspektrometrische Analyse

Der Rickstand wurde mit 70 uL BSTFA aufgenommen, eine Stunde bei 60°C derivatisiert
und dies mittels GC/MS-MS mit einem triple-stage Quadrupol Massenspektrometer TSQ
7000 (ThermoQuest TSQ 7000, Finnigan MAT, San Jose, CA, USA) verbunden mit einem
Gaschromatographen Trace 2000 (Thermoquest) vermessen. Die Probenaufgabe erfolgte mit
Hilfe eines Autosamplers (AS 2000, CE Instruments, Austin, TX, USA). Die
gaschromatographische Trennung erfolgte Uber eine 30 m x 0,25 mm ID Kapillarsdule

Optima 5-MS (Macherey-Nagel, Diren) mit einer Filmdicke von 0,25 pm. Folgendes
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Temperaturprogrammm wurde verwendet: 2 min bei 70°C, Aufheizung auf 280°C mit
25°C/min und weitere Erhohung auf 320°C mit 4°C/ min. Als Tréagergas wurde Helium mit
einem konstanten Druck von 55 kPa verwendet. Die Temperatur von Interface, Injektor und
lonenquelle wurde konstant gehalten (280°C, 290°C und 180°C). Die Elektronenenergie
betrug 200 eV, der Elektronenstrom 600 JA. Zur chemischen lonisation in der lonenquelle
wurde Methan mit einem Druck von 65 Pa benutzt. Argon wurde als Kollisionsgas im
zweiten Quadrupol mit 0,15 Pa Kollisionsdruck und 25 eV Kollisionsenergie verwendet. Zur
Detektion der lonen wurde eine Spannung von 1-2 kV am Sekundér-Elektronen Multiplier
angelegt. Die Retentionszeit von 8-iso-PGF,, betrug 20,70 Minuten - die vom internen
Standard [3,3", 4,4"-?Hs-]-8-i50-PGF2, 20,62 Minuten.

3.8 »Enzyme-linked immunosorbent Assay* (ELISA) fiir VCAM-I

Sterile 96-Loch Platten wurden mit je 200 uL pro Loch 1 %-iger, steriler Gelatinel6sung fur
10 min beschichtet und anschlief3end kraftig ausgeschlagen. Pro Loch wurden 100 pL einer
Zellsuspension hinzugegeben, die 200.000 Zellen pro Milliliter enthielt (Zellzéhlung erfolgte
wie oben aufgeftihrt). Jedes Loch enthielt also 20.000 Zellen. Eine Stunde nach Ansatz wurde
das Medium gegen frisches M-199-Medium (ohne FBS) ausgetauscht und die Zellen fir
weitere 23 Stunden im Brutschrank belassen. Anschlief3end wurde zu den Zellen Medium 199
(»Blank*), 150 mg/ dL nLDL (Stimulation) beziehungsweise 150 mg/ dL nLDL plus Inhibitor
(s. Ergebnisteil) gegeben. Dieser Ansatz wurde fur 4 Stunden im Brutschrank inkubiert. Nach
Ende der Inkubation wurden die Lécher ausgeschlagen und einmal mit PBS gewaschen.
Hierauf wurde pro Loch 150 pL 1 % frisch hergestellter und sterilfiltrierter GelatinelGsung
(1g Gelatine in 100 mL PBS) hinzupipettiert und fiir 45 min geblockt. Der Uberstand wurde
ausgeschlagen und danach wurden 100 pL/ Loch 1:50 in PBS verdinnte monoklonale
Antikorper gegen VCAM-1 (CD106, 0,2 mg in 1 mL Aqua bidest.) zugegeben und erneut fur
45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Uberstand wurde ausgeschlagen und die Zellen
zweima mit je 100 uL PBS pro Loch gewaschen. Zu jedem Loch wurde dann 1:1000
verdunntes biotinyliertes Antimaus-Immunglobulin G pipettiert und wieder fur 45 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Der Uberstand wurde wieder ausgeschlagen und die Zellen erneut
zweima mit PBS gewaschen. Anschliefiend wurde pro Loch 100 puL einer Mischung aus
30 pL 3 % Wasserstoffperoxidiosung und 1,1 mg ABTS pro 10 mL Natriumacetat, -
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dihydrogenphosphat Puffer (Puffer E, pH2) pipettiert und die Bildung des Chromophors nach
15 und 30 min mit dem Referenzfilter 490 nm und dem Testfilter 405 nm mit Hilfe eines
»ELISA-Readers* gemessen.

Eine erhthte Absorption korreliert mit einer Erhohung der Expression von VCAM-1.
Anschlief3end wurden die Zellen noch einmal mikroskopisch inspiziert.

In Vorversuchen wurden die Zellen mit ansteigenden LDL-Konzentrationen stimuliert. Es
zeigte sich, dal3 die Absorption linear zur LDL-Konzentration bis 150 mg/ dL nLDL war

(Abb. 13). Jenseits dieser Konzentration wurde eine erhéhte Streuung der Werte und eine
Abnahme der Absorption sichtbar. Dies lief3 sich damit erkléren, dal3 der stimulierende Effekt
von LDL in diesem Konzentrationsbereich sein Maximum erreicht hat. Nachfolgend wurde
die optimale Inkubationsdauer bel Stimulation der Zellen mit 150 mg/dl nLDL bestimmt
(Abb. 14). Das Optimum lag hier bel 4 Stunden, so dal3 in den nachfolgenden Versuchen

diese Inkubationsdauer gewahlt wurde.
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Abb. 13: Einfluf3 von ansteigenden nLDL-Konzentrationen auf die Absorption bei einer
Inkubationsdauer von 4 Stunden. Dargestellt ist Mittelwert aus jeweils 8
Messungen +/- S.E.M.. |m Bereich bis 150 mg/ dL nLDL ist die Absorption
linear abhdngig von der LDL-Konzentration .
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Abb 14: Einfluf3 der Absorptionsdauer von der Inkubationsdauer der Zelle mit
150 mg/dL nLDL. Dargestellt wurde der Mittelwert aus 8§ Messungen +S.E.M.
Das Optimum liegt bei 4 Stunden.

3.9 »Gel-Shift-Assay* fiir NF-kB

3.9.1 Stimulation der Zellen

Endothelzellen wurden in kleinen Kulturflaschen (25 cm?) angesetzt und bis zur Konfluenz
wachsen lassen. Die Zellen wurden firr vier Stunden mit 300 mg/dL nLDL und +/- 10* M

Arzneistoff im Brutschrank inkubiert.

3.9.2 Herstellung der Kernextrakte

Im Anschlul3 an die Inkubation wurden die Zellen nach Aspiration des Zellliberstandes mit
jeweils 1 mL Trypsin versetzt und abgel 6st. Sofort wurde die Trypsinlésung mit 9 mL kaltem
PBS versetzt und die Zellen dreimal mit je 10 mL kaltem PBS zentrifugierend (10 min mit je
1200 U/min entsprechend 500 g bei 4°C) gewaschen. Der Uberstand wurde dekantiert und das
Pellet in 1,5 mL kaltem PBS resuspendiert. Die Suspension wurde in Eppendorfgefalie
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uberfuhrt. Die Zellsuspension wurde erneut zentrifugiert 13.000 U/min (und der Uberstand
vorsichtig mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe entfernt. Das Pellet wurde in 400 ul Puffer H
resuspendiert und anschlief3end fir 15 min auf Eisinkubiert.

25 uL Igepal CA-630 (10 %)-Losung wurden hinzugefligt und der Ansatz durchmischt.
30 Sekunden wurde zentrifugiert (13.000 U/min entsprechend 35.000 g) und der Uberstand
anschlief3end mit einer Pasteurpipette vorsichtig abgenommen. Zu dem Ruckstand wurden
50 uL Puffer | gegeben und resuspendiert. Erneut wurde fir 15 Minuten auf Eisinkubiert.
Anschlieffend wurde fiir 5 Minuten mit 13.000 g bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
in neue Eppendorfgefalde Uberfihrt und die Kernextrakte bis zur weiteren Aufarbeitung bel
-80°C gelagert.

Ein Aliquot der Kernextrakte wurde zur Bestimmung des Kernproteins verwendet, das andere
Aliquot wurde zur Bestimmung des NF-kB nach der Methode von Dr. B. Schieffer im Labor
fur Molekulare Kardiologie der Medizinischen Hochschule Hannover aufgearbeitet und in
analysiert.

3.10 Ferritinbestimmung

Endothelzellen wurden in Kulturflaschen angesetzt, wie oben aufgefiihrt. Nach einer
vierstiindigen Inkubation mit Kontrollmedium, Aspirin, Salicylsdue, Ibuprofen, NCX-4016
und ISDN wurden die ZellGberstande aspiriert, die Zellen gewaschen und eingefroren.

Der eingefrorene Zellriickstand wurde mit Aqua bidest. aufgenommen. Ein Aliquot wurde zur
Proteinbestimmung nach Lowry eingesetzt. Mit dem anderen Aliquot wurde mit Hilfe des
Abbott IMX die Ferritinbestimmung durchgefiihrt. Der Abbott-IMX ist ein Analysator, zur
automatisierten Durchfihrung des Mikropartikelenzym Immunoassay und des Fluoreszenz-
Polarisations-Immunoassays. Der Assay beruht auf der Technik des Mikropartikel-
Enzymimmunoassays (MIA). Die verdinnte Probe wird dabei Uber eine Probennadel-
Elektrodeneinheit mit dem Verdinnungsmittel, dem Konjugat aus anti-Ferritin und
alkalischer Phosphatase und den mit anti-Ferritin beschichteten Mikropartikeln in eine
Inkubationskammer Uberfihrt. Das markierte Anti-Ferritin, das Ferritin und die Mikropartikel
binden aneinander unter Ausbildung eines Antigen-Antikérper-Komplexes.Ein Aliquot wird
Uber eine Glasfibermatrix Oberfihrt. Die Mirkopartikel werden irreversibel an die
Glasfibermatrix gebunden. Nach einer Entfernung von ungebundenen Materials durch
Waschen der Matrix wird das Substrat 4-Methylumbelliferyl-phosphat auf die Matrix



3. Methoden 40

gegeben. Die Phosphatase spaltet von dem Reagenz das Phosphat ab und bildet eine
fluoreszierende Substanz, die fluorimetrisch erfaldt werden kann.

Als Referenzen dienten kommerzielle Kalibratoren (Ferritin-Konzentration von 0-1000
ng/mL, Fa. Abbott) sowie Kontroll-Substanzen (Ferritin-Konzentration von 20 ng/ml — 400
ng/ml, Fa. Abbott).

3.11 Radioimmunoassay zur Bestimmung des 6-Ketoprostaglandins F,

Mit Hilfe eines Radioimmunoassays wurden die 6-Keto-PGF,-Konzentrationen im
ZellUberstand bestimmt. Im Radioimmunoassay werden radioaktiv markierte Antigene zur
Mikroanalyse eingesetzt. Der Probe des zu bestimmenden Antigens, also dem Metaboliten
6-Keto-PGF1, 0 wird dabei eine definierte Menge tritiummarkierten Antigens (Beta-Strahler, 3
®, DuPont de Nemours) beigemischt. Nach dem Zufiigen eines antikérperhaltigen Testserums
(Sigma Immuno Chemicas) konkurrieren die beiden Antigenspezies (kompetitiver
Radioimmunoassay) um die limitierten Bindungsstellen des Antiserums. Die ungebundenen
Reaktionspartner wurden durch Absorption an Kohle (Norit A, Fa. Serva) entfernt. Letzten
Endes wurde die radioaktive Intensitdt in Form von erzeugten Lichtblitzen in einem
Flussigkristallmedium bestimmt (Szintillation). Je héher die Antigenkonzentration der Probe
ist, um so geringer ist der Anteil des im Immunkomplex gebundenen radioaktiv markierten
Antigens, desto niedriger ist die Intensitét der Szintillation.

Fur jede Mel3reihe wurde eine Eichkurve mittels eines Standards angelegt, anhand derer das
Zahlgerét die gemessenen Lichtblitze in der unbekannten Probe quantifizieren konnte.

Die Endothelzellen wurden in 25 cm? -Kulturflaschen angesetzt und bis zur Konfluenz
wachsen gelassen.

Die Zellen wurden zweimal mit je 3 mL sterilem Wasch-PBS gewaschen und anschlief3end
fir 6 Stunden mit nLDL 300 mg/dL +/- Inhibitor (s. Ergebnisse) versetzt. Als Kontrolle
wurden die Zellen ohne LDL angesetzt. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank bei 37°C und
5 % CO,. Nach Ende der Inkubationsdauer wurde der Zelllberstand entnommen und sofort
mit Butylhydroxytoluol (Endkonzentration: 0,002 %) versetzt und bis zur weiteren
Verarbeitung bei —78°C gelagert. Der Zdlrlickstand wurde erneut zweimal mit je 3 mL

Wasch-PBS gewaschen. Darauf folgend wurde zu dem Zdllrlckstand genau 1 mL kaltes
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destilliertes Wasser gegeben und der Ansatz bel —20°C eingefroren. Der Rickstand wurde
zweimalig aufgetaut und wieder eingefroren, um eine vollstandige Zellzerstérung zu
gewdhrleisten. Das Zelllysat wurde in Reagiergefél3e tberfihrt und fur 5 Minuten bei 13.000
Umdrehungen/ Minute (entsprechend 35.000 g) zentrifugiert. Ein Aliquot des Uberstandes

wurde zur Proteinbestimmung nach Lowry wie 3.3.3 aufgefihrt verwendet.

Durch Verdinnung des 6-Keto-PGF1,- Standards (Sigma) mit RIA-Puffer (Puffer F) wurde
eine Standardreihe mit folgenden Konzentrationen erstellt (Angaben in pg/100 pl):
1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,2, 15,6; 7,8; 3,9.

Zundchst wurde die Zahl der maximal moglichen ,,Counts® bestimmt. Dazu wurde das
radioaktiv markierte Antigen (3H)- 6-Keto-PGF1, (DuPont, Bad Homburg, Deutschland) mit
RIA-Puffer so verdinnt (ad 100 pL , Tracer®), dal3 nach der Zugabe eine definierten Menge
an BSA-Puffer (Puffer G), die der Gesamtheit an Serumabuminpuffern in den
Probenmischungen entsprach, eine Strahlung von 4000 cpm ergab.

Um unspezifische Bindungen zu erfassen, wurde das gleiche Marker-Puffer-Gemisch

(= 100 pL , Tracer”) mit 100 pL RIA-Puffer (Probenmedium) und 300 L BSA-RIA-Puffer
versetzt (Doppel bestimmung).

Zur Erfassung der maximalen Bindungskapazitét der Antikorper wurde der ,, Tracer® (100 L)
mit 200 pL BSA-RIA-Puffer, 100 pL RIA-Puffer und 100 pL Antikorper-Lésung
miteinander gemischt (Doppelbestimmung). (Antikorperlosung: Antikorper gegen 6-Keto-
PGF1a (Sigma Immuno Chemicals) verdinnt mit RIA-BSA-Puffer, so dal3 sie 30-40 % des
zugegebenen (3H)-6-K eto-PGF1, binden konnten.)

Die Standardreihe setzte sich zusammen aus 100 pL Standard, 200 pL BSA-Puffer, 100 pL
Antikorper-Lésung und 100 pL , Tracer*”.

100 pL der mit RIA-Puffer verdinnten Proben wurden mit 200 uL BSA-Puffer, 100 pL der

Antikorperl6sung und 100 pL der , Tracer”-16sung versetzt und gemischt.

Die Gemische wurden 20 Stunden bei 5°C inkubiert. Zur Entfernung der ungebunden
Reaktionspartner wurde (mit Ausnahme des Gemisches zur Bestimmung der maximal
moglichen Counts) jeweils 200 uL RIA-Kohle zugefiigt. Nach einer 10-mindtigen Inkubation
bei Raumtemperatur wurde 10 Minuten bei 11.000 g zentrifugiert. Es wurden jeweils 590 uL
des Uberstandes abgenommen und im Z&hlgefal’ mit 8 mL Szintillator (rotiszint® 221, Roth,
Deutschland) gemischt und im ,,Counter” (LKB Wallace, 1211 Rockbeta, Liquid Szintillator
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Counter) gemessen. Die Mef3zeit fur jeden Zahlvorgang eines Gefaldes wurde auf sechs
Minuten eingestellt.

Als Grundlage fur die Bestimmung des Mef3bereiches diente die Standardkurve abziglich
eines Ungenauigkeitsbereiches von 10 % vom oberen und unteren Wert. Das unterste
Detektionslimit lag bei 10 pg/mL.

Die Konzentration im Uberstand errechnete sich aus der Forme!:

C x F x 100 (Einsatz von 100 pl) [pg/ml]; C = gezahlte Lichtblitze, F = Verdinnungsfaktor

3.12 Statistische Analyse

Die adhérenten Monozyten (Kapitel 3.2) wurden mit 30 Aufnahmen pro Loch mit Hilfe einer
Videokamera (Sony SSM-930 CE) erfald und mittels einer Bildanalysesoftware (Image
Analyst v. 9.1.1. Acuity Imaging, Inc.) quantitativ erfal®t. Es wurde jeweils der Mittelwert der
30 Bilder ermittelt. Der Ansatz wurde jeweils 6-fach ausgel egt.

Die Werte wurden jeweils auf den unstimulierten Ansatz bezogen und diese dann statistisch
analysiert mit Hilfe der statistischen Analysesoftware StatView, Version 5.01 von SAS
Institute Inc, Cary. Statistische Vergleiche wurden mit Hilfe eines ANOVA-Post Hoc ,
gefolgt von einem Scheffe f-Test bzw. Fisher PLSD-Test ermittelt. Der ANOVA-Post Hoc
vergleicht den Unterschied der Mittelwerte. Der Fisher-PLSD-Test fuhrt alle moglichen
paarweise Vergleiche mit einer mehrfachen t-Statistik durch. Der Sheffe-Test ist dagegen
konservativer und stabiler gegen Ausreil3er.

Alle Werte wurden mit dem mittleren Standardfehler (S.E.M.) angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Adhasionsversuche

In in-vitro-Versuchen mit der kultivierten humanen Endothelzelllinie (ECV-304) und
Monozyten der humanen Zelllinie THP-I sollten die Effekte von Salicylsdurederivaten bei
gleichzeitiger Stimulation der Endothelzellen auf die Adhésion der Monozyten gezeigt
werden.

Zur Stimulation der Endothelzellen wurde in Vorversuchen zunachst die optimae
Konzentration des Stimulators bestimmt. Die fir die Adhasionsversuche geeignete
Konzentration des TNF-a war bereits aus vorherigen Versuchen bekannt.

Um die optimae Konzentration von nLDL bzw. oxLDL fur die Stimulation der
Endothelzellen zu ermitteln, wurde zunéachst eine Versuchsreihe mit ansteigenden nLDL-
bzw. oxLDL-Konzentrationen durchgefiihrt. Dargestellt werden diese Ergebnisse in
Abbildung 15 bzw. 16. Es wird deutlich, dal3 bis zu eéinem Maximum eine Konzentrations-
Wirkungsbeziehung vorliegt. Dieses Maximum lag bei der durch nLDL hervorgerufenen
Stimulation der Endothelzellen bei 300 mg/dL. Bei oxLDL fand sich ein Maximum bel
30 mg/dL.

Nach dem Erreichen des jeweiligen Maximums sank die Anzahl adhérierender Monozyten
wieder ab. Anschlief3ende Untersuchungen der Lebensfahigkeit der Endothelzellen deuteten
darauf hin, dal3 bei Konzentrationen Uber 300 mg/dL nLDL bzw. 30 mg/dL die Toxizitat auf
die Zellen deutlich anstieg.
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Abb. 15 Einfluf3 von oxLDL Konzentrationen auf die Adhdsion von Monozyten bei einer
Inkubationsdauer von vier Stunden. Dargestellt ist der Mittelwert aus jeweils 6
Versuchen + S.E.M..
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Abb. 16 Einflup von nLDL Konzentration auf die Monozytenadhdsion nach einer

Inkubation der Endothelzellen mit nLDL fiir vier Stunden.
Ein Maximum stellt sich bei 300 mg/dL nLDL dar. Dargestellt ist der
Mittelwert aus jeweils 6 Versuchen + S.E.M..
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Dartber hinaus wurde Uberprift, welchen Effekt die Triglyceride in den isolierten LDL-
Proben auf die Stimulation der Endothelzellen haben kdnnten (Abb. 17). Nach dem Ermitteln
der Triglyceridkonzentration aus den LDL-Stammen und dem Umrechen der Konzentration
bei dem jeweiligen Versuch, wird offensichtlich, dal3 die Stimulation der Endothel zellen nicht
signifikant von der Konzentration der Triglyceride abhéngt. Der Mittelwert der

Triglyceridkonzentrationen betrug 256 +/- 8 mg/dl.
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Abb. 17 Einfluf} der Triglycerid-Konzentration auf die Adhdsion von Monozyten an

stimulierten Endothelzellen.

Die Ordinate stellt die Zahl adhdrierender Monozyten in Prozent bezogen auf
den unstimulierten Ansatz dar, die Abszisse die jeweilige Triglycerid-
Konzentration bei dem Adhdsionsversuch. Die Menge an Triglyceriden (229,3
mg/dl vs. 300 mg/dL) scheint bei dem Versuchsaufbau keine signifikante Rolle
zu spielen (182,5 % vs. 173,09 %). Die Adhdsionswerte sind bei den
Triglyceridkonzentrationen nicht signifikant unterschiedlich.

4.1.1 Adhisionsversuche mit Salicylaten und Ibuprofen

Nach Ermittlung der optimalen Stimulationsbedingungen wurde zundchst die Wirkung der
Cyclooxygenasehemmer auf die Adhéasion der Monozyten auf mit 200 U/mL Tumornekrose-

faktor-a stimulierte Endothel zellen untersucht (Abb. 18).
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Abb.18 Effekte von Ibuprofen, Salicylsiure, Acetylsalicylsiure und der NO-

Acetylsalicylsdure NCX-4016 auf die Monozytenadhdsion nach gleichzeitiger
Inkubation der Endothelzellen mit 200 U/mL TNF-a. Die Ordinate stellt die
Zahl adhdrierender Monozyten in Prozent bezogen auf den unstimulierten
Ansatz dar. Fiir die statistische Analyse wurden die umgerechneten
Einzelwerte (n=6) verwendet und einem Scheffe-Test unterzogen.

Dargestellt wurden die Mittelwerte +/- S.E.M.

* P < 0,05 gegen Stimulation

Die Anzahl der adhérierenden Monozyten lief3 sich durch Stimulation der Endothel zellen mit
200 U/mL TNF-a auf ungefdahr 250 % gegenltber der Kontrolle (entsprechend 100 %)
steigern.

Durch eine gleichzeitige Inkubation der Endothelzellen mit TNF-a und einem
Salicylsaurederivat, wurde die Zahl der am Endothel haftenden Monozyten reduziert.

Die Monozytenadh&sion wurde durch die Substanz NCX-4016 bereits in der Konzentration
von 1 uM signifikant (206 +/- 10 %) gegeniber der Stimulation (253 +/- 8 %) reduziert. Die
Hemmung der Stimulation der Endothelzellen durch NCX-4016 war bis zu 1 mM
konzentrationsabhangig (114 +/- 7 %).
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Die Stimulation wurde ebenfalls durch ASS inhibiert, jedoch war diese erst ab 50 uM
signifikant gegeniiber der Stimulation (204 +/- 4% vs. 253 +/- 8). 1mM ASS reduzierte die
Zahl adhérierender Monozyten auf 196 +/- 6 %.

Die Stimulation der Zelllinie wurde durch Salicylsaure in 0,5 millimolarer Konzentration
signifikant gehemmt. lbuprofen hatte keine erkennbare Effekte auf die durch TNF-a

induzierte Monozytenadh&sion.

Abbildung 19 stellt die Effekte der Salicylate (Salicylsdure, Acetylsalicylsdure und NCX-
4016) sowie des Propionsaurederivates lbuprofen auf die Zahl der an durch 300 mg/dL
stimulierten Endothelzellen haftenden Monozyten dar.
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Abb. 19 Effekte von Ibuprofen, Salicylsiure, Acetylsalicylsdure und der NO-

Acetylsalicylsiure  NCX-4016  nach  gleichzeitiger  Inkubation  der
Endothelzellen mit 300 mg/dL nLDL. Aufgetragen wurde die Zahl
adhdrierender Monozyten in Prozent bezogen auf den unstimulierten Ansatz
(100 +/-2 %) gegen die Konzentration an Inhibitor. Zur statistischen Analyse
wurden die umgerechneten Einzelwerte (n=6) verwendet und ein Scheffe-Test
durchgefiihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte + S.E.M..

*p < 0,05 gegen Stimulation
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Das nLDL verursachte durch Anregung der Endothelzellen eine Zunahme der Zahl der
adhérierenden Monozyten auf ca. 180 +/- 5 %. Diese konnte durch Zugabe 10 uM NCX-4016
signifikant auf 144 +/- 6 % (Scheffe, p < 0,05 gegen Stimulation) gesenkt werden. Bis zur
Konzentration von 1 mM war die Hemmung durch NCX-4016 konzentrationsabhangig.
Durch 1 mM NCX wurden fast wieder Basalwerte (unstimulierte Ansétze) erreicht (99 +/-
2 %). Die Koinkubation der Endothelzellen mit 300 mg/dl nLDL, 1 mM NCX-4016 und
50 uM Xanthin + 0,5 U/ml Xanthinoxidase (X-XOD) lief3 die Monozytenadh&sion wieder
signifikant auf 205 +/- 12 % gegeniiber dem Ansatz mit nLDL/ NCX-4016 ansteigen (Daten
nicht dargestellt).

ASS verringerte die durch nLDL ausgel6ste Zahl der am Endothel adhérierenden Monozyten
signifikant auf 145 +/- 4 % (Scheffe, p < 0,05) in der Konzentration 0,1 mM. Durch
Inkubation der Endothelzellen mit 300 mg/dL nLDL, 1 mM ASS und 50 pM Xanthin + 0,5
U/ml Xanthinoxidase wurde die prozentuelle Zahl adhérierender Monozyten wiederum
signifikant gegentiber des Ansatzes nLDL/ ASS auf 220 +/- 13 % gesteigert (Daten nicht
dargestellt).

Salicylsaure und Ibuprofen hatten keinen signifikanten Effekt auf die Adhdsion der

Monozyten am stimulierten Endothel.

Durch Stimulation von Endothelzellen mit 30 mg/dL oxLDL wurde eine Steigerung der
Adhésion von Monozyten auf ungeféhr 195 +/- 6 % hervorgerufen (Abb. 20).
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Abb. 20 Effekte von Ibuprofen (IBU), Salicylsdure (SS), Acetylsalicylsdiure (ASS) und
der NO-Acetylsalicylsdure NCX-4016 nach gleichzeitiger Inkubation der
Endothelzellen mit 30 mg/dL oxLDL.

Die umgerechneten Werte wurden einem Scheffe-Test unterzogen.
Dargestellt wurden die Mittelwerte +S.E.M.. * p < 0,05 gegen Stimulation
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Diese Stimulation durch oxLDL wurde durch gleichzeitige Inkubation mit 10 uM NCX-4016
signifikant reduziert (162 +/- 4 %, Scheffe, p<0,05 gegen Stimulation). 1 mM des NO--
Donators bewirkte sogar eine Reduktion der Zahl adhérierender Monozyten auf 112 +/- 7 %.
0,5 mM ASS inhibierte die durch oxLDL verursachte Stimulation der Endothelzellen
signifikant auf 133 +/- 7 % (Scheffe, p<0,05 gegen Stimulation).

Durch Salicylsaure und Ibuprofen konnte keine signifikante Reduktion erzielt werden.

Die Hemmung der durch Stimulation mit oxLDL ausgelosten gesteigerten Zahl der
adhérierenden Monozyten war durch NCX-4016 und ASS konzentrationsabhangig.

4.1.2 Adhisionsversuche mit Referenzsubstanzen

Um die Effekte der Salicylate bewerten und denkbare Wirkmechanismen einstufen zu
konnen, wurden Adhé&sionsversuche mit 300 mg/dl nLDL und Referenzsubstanzen
durchgefiihrt, die antioxidative (Vitamin C, Vitamin E, N-Acetylcystein, Tiron,
Superoxiddismutase +/- Katalase), komplexierende (Deferoxamin) oder hemmende
Eigenschaften auf die Funktion von Enzymen, die Sauerstoffradikale bilden (Allopurinol),
bzw. auf die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB (Pyrolidindithiocarbamat) haben.

Durch die Inkubation der Endothelzellen mit dem Eisenfanger Deferoxaminmesilat (Abb. 21)
(100 pM) wurde die durch nLDL bewirkte Stimulation (189 +/- 6 %) signifikant auf
164 +/- 3,25 %, reduziert (Abb. 21, 23). Der antiadhdsive Effekt durch das Abfangen von
Eisenionen konnte durch eine 24 stindige Vorinkubation sogar noch verstérkt werden
(142% + 4,3).

HU ey

- CH5SO3H

Abb. 21 Strukturformel von Deferoxaminmesilat
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Die Uberlegung, dal’ das Superoxidradikal intrazellular vor allem durch die Xanthinoxidase
gebildet wird und dal3 eine Hemmung dieses Enzyms Uber den antioxidativen Effekt die
Monozytenadhésion am stimulierten Endothel vermindert, fuhrte zu dem Versuch ener
Inkubation der ECV-Zellen mit dem Xanthinoxidasehemmer Allopurinol [Abb. 22]. Die
Adhéasion wurde durch 0,5 mM Allopurinol tatséchlich signifikant auf 152 +/- 6 % verringert
[Abb. 23].

O
HN \
LT w
N NH
Abb. 22 Strukturformel von Allopurinol

Durch Inkubation mit dem zelleigenen antioxidativen Enzym Superoxiddismutase (SOD, EC
1.15.1.1, 200 U/mL) und auch durch die Kombination mit Katalase (Kat, EC 1.11.1.6,
200 U/mL) wurde die Adhasion nicht beeinflusst. Das Enzym Superoxiddismutase
katalysiert die Reaktion

20, +2H -> 0, + H)O, , wobei das immer noch stimulierende Wasserstoffperoxid
freigesetzt wird. Deshalb erfolgte der Versuch der Koinkubation mit der Katalase, welches die
Reaktion 2 H,0, -> O, + H,0 katalysiert, wobei das Wasserstoffperoxid eliminiert wird.
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Abb. 23 Effekte von den Deferoxamin (DFO mit 24 h Vorinkubation und anschlief3end

vier stiindige Koinkubation und DFO vier stiindige Koinkubation), PDTC,
Tiron, Allopurinol Superoxiddismutase und Superoxiddismutase + Katalase bei
gleichzeitiger Inkubation der Endothelzellen mit 300 mg/dL nLDL. DFO,
PDTC, Allopurinol und Tiron zeigten signifikante Effekte

Die umgerechneten Werte (n=6) wurden einem Fisher-Test unterzogen.
Dargestellt wurden die Mittelwerte +Standardfehler d. Mittelwerte

*p < 0,05 gegen Stimulation

Tiron [Abb. 24] ist ein Catecholsulfonsdurederivat, welches Metalionen abfangt, die
radikalische Redoxreaktionen katalysieren konnen. Das Metallion wird durch das Tiron
komplexiert. Eisen(l1l)-lonen werden vom Tiron in einem Eisen(lI1)-tris-tironat-K omplex
gebunden. Desweiteren ist das Tiron bekannt als chemischer Superoxidradikal-Fanger. Eine
ein millimolare Tironlésung reduzierte die Monozytenadhasion signifikant auf 112 +/- 3 %
[Abb. 23].

Einen vielversprechenden Angriffspunkt zur Unterbrechung der endothelialen Reaktion auf
nLDL stellt die Hemmung der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB dar. Das
Pyrrolidindithiocarbamat (PDTC) [Abb. 24] ist ein starker Inhibitor der Aktivierung dieses
Transkriptionsfaktors. Durch 0,1 mM PDTC und 1 uM Zinkchlorid wurde die Adhasion der
Monozyten auf 103 + 5 % signifikant reduziert [Abb. 23].
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Abb. 24 Strukturformeln von Tiron und PDTC

Um die Wirkungen von klassischen Antioxidantien auf die Monozytenadhdsion an
stimulierten Endothel zellen zu untersuchen, wurden die Endothelzellen mit 300 mg/dL nLDL
und mit Acetylcystein, Tocopherolacetat bzw. Ascorbinsdure koinkubiert (Abb. 5)

Sowohl Vitamin C als auch Vitamin E zeigten signifikant reduzierende Effekte auf die
Monozytenadhésion in 100 pmolarer Konzentration.

Durch Tocopherolacetat (Vitamin E) wurde die Zahl der adhérierenden Monozyten auf
105 +/- 7 % signifikant gegentber der Stimulation (193 +/- 27 %) reduziert.

Ascorbinsaure (Vitamin C) verringerte die Monozytenadhasion auf 123 +/- 6 %, 20 mM
N-Acetylcystein auf 145 +/- 3 %.

Von Vitamin C und Vitamin E wurde zusétzlich noch die Dosis-Wirkungs-Beziehung
untersucht. Wahrend 25 puM Vitamin C bzw. Vitamin E keinen signifikanten Einflul? auf die
Zahl der adhdrierenden Monozyten hatte, zeigten 50 uM der betreffenden Substanzen
deutliche Effekte (Vitamin C: 143 +/- 5%, Vitamin E: 124 +/- 4 %) [Abb. 25].
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Abb. 25 Einflufs der Antioxidantien Ascorbinsdure, Tocopherol und N-Acetylcystein auf
die Monozytenadhdsion bei gleichzeitiger Inkubation der Endothelzellen mit
300 mg/dL nLDL.
Die umgerechneten Werte (n=6) wurden einem Scheffe-Test unterzogen.

Dargestellt wurden die Mittelwerte +/- S.E.M..
*p < 0,05 gegen Stimulation

In weiteren Versuchen wurden die Monozyten mit ansteigenden Konzentrationen an
Acetylsalicylsdure fur vier Stunden inkubiert (Abb. 26). Zeitlich paralel wurden die
Endothelzellen mit 300 mg/dl nLDL stimuliert. Im Anschluf® wurden die Monozyten und die
Endothelzellen mehrfach gewaschen und wie unter 3.2. weiter verfahren. Die Zahl der am
stimulierten Endothel adhérierenden Monozyten wurde durch Acetylsalicylsdure in den
Konzentrationen ab 0,5 mM signifikant herabgesetzt 173 +/- 5 % gegenuber Stimulation
192 +/- 12 %.
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Abb. 26

Einflufy von Acetylsalicylsdure nach Inkubation der Monozytenlinie THP-I.
Signifikant ist die Hemmung der Adhdsion bei Konzentrationen ab 5*107* M.
Die Antioxidantien Ascorbinsdure und Tocopherol reduzieren die Adhdsion bei
gleichzeitiger Inkubation der Endothelzellen mit 300 mg/dL nLDL noch weiter.
Die umgerechneten Werte (n=6) wurden einem Fisher-Test unterzogen.

Dargestellt wurden die Mittelwerte +Standardfehler der Mittelwerte
*p < 0,05 gegen Stimulation

Durch eine Inkubation der Monozyten mit Acetylsalicylsdure und der Endothelzellen mit
50 uM Vitamin E wurde die Zahl der Monozyten auf 115 +/- 5 % reduziert. Durch 50 uM

Vitamin C konnte die Monozytenadh&sion auf 124 +/- 2 % erniedrigt werden, wenn die

Monozyten zeitgleich mit 0,1 mM Acetylsalicylsaure inkubiert wurden.

Um die Wirkungen des NCX-4016 mit denen anderer NO*-Donatoren vergleichen zu kénnen,

wurden Adhéasionsversuche mit Glyceroltrinitrat und Isosorbiddinitrat durchgeftihrt (Abb. 27,

28).
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Abb. 28 Effekte von den NO®-Donatoren Glyceroltrinitrat (GTN), Isosorbiddinitrat

(ISDN) und der NO-Acetylsalicylsiure NCX-4016 nach gleichzeitiger
Inkubation der Endothelzellen mit 300 mg/dL nLDL.

Die umgerechneten Werte (n=6) wurden einem Scheffe-Test unterzogen.
Dargestellt wurden die Mittelwerte +S.E.M..

*p < 0,05 gegen Stimulation

Glyceroltrinitrat verringerte die Monozytenadhasion bis 0,5 mM konzentrationsabhangig
0,1 mM GTN setzte die Zahl der adhdrierenden Monozyten signifikant auf 127 +/- 4 %
gegentiber der Stimulation (177 +/- 3 %) herab. Durch weitere Konzentrationssteigerung stieg
Uberraschenderweise die Zahl der adharierenden Monozyten wieder an: 1mM GTN:
134 +/-2%
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Die Monozytenadhdsion wurde ebenfalls durch Isosorbiddinitrat konzentrationsabhangig
verringert. In der Konzentration von 0,1 mM ist dieser Effekt auf die Monozyten signifikant

gegeniber der Stimulation (141 +/- 5 % gegentber 173 +/- 5%).

Um den Einflul3 endogenen Stickstoffmonoxids auf die Monozytenadhasion zu untersuchen,
wurden die Endothelzellen zunéchst 24 Stunden in L-Arginin-freiem Medium und dann mit
dem NO’-Synthasechemmer ADMA inkubiert (Abb. 29). Fir diesen Versuch wurden die
Endothelzellen mit 10 pM und 100 uM ADMA angesetzt. Im Anschlul3 wurden die

Monozyten zugeftigt und wie oben beschrieben weiter verfahren.

Die Zahl der adhdrierenden Monozyten stieg signifikant gegeniber dem unstimulierten
Ansatz (100 +/- 11 %) an. 10 pM ADMA erhohte die Zahl adhérierender Monozyten auf
144 +/- 3 %; durch 100 uM ADMA wurde sie sogar auf 151 +/- 5% angehoben.

Andererseits war von Interesse, ob die Zugabe des Substrats der NO®-Synthase, L-Arginin
den durch Hemmung der NO*-Synthase mit ADMA hervorgerufenen Anstieg der Adhasion
wieder aufheben kann [Abb. 29]. Dafir wurden die Endothelzellen mit jeweils 1 mM L-
Arginin und der jeweiligen Konzentration an ADMA inkubiert. Der durch ADMA
verursachte Anstieg der adhérierenden Monozyten war auch nach L-Arginin-Gabe noch
signifikant gegeniiber dem unstimulierten Ansatz (100 uM ADMA + 1 mM L-Arginin:
119 +/- 13 %, 10 uM ADMA + 1 mM L-Arginin: 128 +/- 5 % ), jedoch war auch die durch
das L-Arginin bewirkte Verminderung des durch ADMA verursachten Anstiegs der Zahl

adhérierenden Monozyten signifikant.
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Abb. 29 Effekte von den ADMA und ADMA + 1 mM L-Arginin auf die
Monozytenadhdsion.

Die umgerechneten Werte (n=6) wurden einem Fisher-Test unterzogen.
Dargestellt wurden die Mittelwerte +Standardfehler der Mittelwerte

* p <0,05 gegen unstimulierten Ansatz;
+ p < 0,05 gegen Ansatz ohne L-Arginin

4.2  Nitritfreisetzungsversuche

Um einschétzen zu konnen, wieviel Stickstoffmonoxid aus den Substanzen Glycerintrinitrat,
NCX-4016, ISDN und L-Arginin in Gegenwart von Endothelzellen freigesetzt wird, wurden
diese Substanzen mit den ECV-Zellen fur sechs Stunden inkubiert. Der Metabolit Nitrit
wurde aus dem Zelluberstand mit Hilfe der Griess-Reaktion bestimmt und auf den
Zellriickstand (Protein) bezogen. Als Versuchsmedium und Kontrolle diente Phosphatpuffer.
Parallel dazu wurden in einem getrennten Versuch die Inkubationsldsungen separat im
Brutschrank (5 % CO,, 37°C) aufbewahrt, um Nitrit als Mal3 fir abgespaltenes NO® aus dem
Zerfall der Substanzen ermitteln zu konnen. Es war jedoch kein Nitrit aus dem Zerfal zu
messen, so dal3 man annehmen kann, dal? das gemessene Nitrit vollsténdig aus der Reaktion
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der Zellen mit den NO®-Donatoren hervorgeht. Der Ansatz mit Glyceroltrinitrat (5,74 uM
Nitrit/ mg Protein nach 6 Stunden) zeigt eine fast dreifach hohere Nitritfreisetzung (Abb. 30)
as die vom NCX-4016 (2,2 uM Nitrit/ mg Protein nach 6 Stunden) und vom ISDN (2,6 pM
Nitrit/ mg Protein nach 6 Stunden). Dies entspricht der Erwartung. Die Freisetzung von Nitrit
aus |SDN ist vergleichbar mit der vom NCX-4016. Offensichtlich wird nur eines der beiden
verfugbaren Nitratgruppen zur Bildung von Stickstoffmonoxid verwendet. L-Arginin zeigte

hier keinen Effekt, der Gber den Kontrollwert hinausgeht.

7
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o 3- AL y
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2 — ‘,
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Abb. 30 Nitritfreisetzung aus NO®-Donatoren bzw. dem Substrat der endogenen NO®-
Synthase L-Arginin durch Endothelzellen nach Inkubation der Zellen mit 100
uM des betreffenden Stoffes gelost in PBS. Als Vergleich zu endogen
gebildetem Nitrit diente der PBS-Ansatz.. Separat wurden die Losungen o.a.
Stoffe im Brutschrank inkubiert und Proben zu den betreffenden Zeiten
genommen [n=4]. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (+ Standard-
abeichung vom Mittelwert) der Proben (n=4, bei der Kontrolle: n=16)

4.3 sEnzyme-linked immunosorbent assay* (ELISA) fiir das vaskulire

Zelladhisionsmolekiil-1 (VCAM-1)

Mit Hilfe eines enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) fir VCAM-1 sollte Uberprift
werden, inwieweit sich die Inkubation der Endothelzellen mit nLDL und den
Cyclooxygenaschemmern auf die Expresson des redoxsensitiven  vaskuléren
Zellaghasionsmolekils-1 auswirkt (Abb. 31).
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Die Transkription und Expression des VCAM-I wird Uber einen redoxsensitiven
M echanismus gesteuert.

20.000 Endothelzellen je Loch wurden, wie im Methodenteil bereits beschrieben, in 96 Loch-
Platten angesetzt und 24 Stunden im Brutschrank belassen. Anschlief3end wurden die Zellen
for vier Stunden mit 150 mg/dL nLDL stimuliert und mit den betreffenden
Cyclooxygenasehemmer koinkubiert. Nach Ende der Inkubation wurden die Zellen
gewaschen und der ELISA wie im Methodenteil beschrieben durchgefihrt. Der stimulierte
Ansatz wurde auf 100 % umgerechnet.

Sdlicylsdure zeigte einen schwach ausgeprdgten hemmenden Effekt auf die VCAM-I-
Expression, der konzentrationsabhangig, jedoch nicht signifikant war (100 uM SS. 82 +/-
29 %; 1mM: 73 +/- 20 %).

Acetylsalicylsaure wies ebenfalls eine konzentrationsabhangige Wirkung auf die durch nLDL
hervorgerufene VCAM-1-Expression auf (10 uM ASS: 78 +/- 30 %; 100 puM: 59 +/- 37 %);
1 mM ASS verringerte die VCAM-I-Expression signifikant auf —4 +/- 37 %.

In einem ,, Gegenversuch* wurden die mit nLDL stimulierten Zellen mit Acetylsalicylsdure
und dem Superoxid-generierenden System Xanthin/ Xanthinoxidase (50 pM Xanthin +
0,5 U/mL Xanthinoxidase) inkubiert. Die Expression stieg signifikant gegeniiber dem Ansatz
ohne Xanthin/ Xanthinoxidase an (110 +/- 37 %).

Die durch nLDL gestiegene VCAM-I-Expression wurde durch das NCX-4016 ebenfals
konzentrationsabhangig vermindert (10 uM NCX-016: 68 +/- 26 %; 100 uM: 42 +/- 28 %)
und in der Konzentration 1 mM signifikant (-8 +/- 9%).

Wahrend alle Salicylsaurederivate einen, wenn auch nicht immer signifikanten Einfluld auf die
VCAM-I-Expression hatten, zeigte das Propionsaurederivat Ibuprofen keinen Effekt auf die
VCAM-I-Expression .
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Abb. 31 ELISA fiir VCAM-I nach Inkubation von Endothelzellen mit 150 mg/dl nLDL
und Salicylsdure (SS, 107 — 107 M), Ibuprofen (IBU, 107 — 10° M),
Acetylsalicylsdure (ASS, 1 0° - 107 M; 1 03 M + 50 uM Xanthin + 0,5 U/ml
Xanthinoxidase) und NCX-4016 (NCX, 10° — 10 M).

Dargestellt wurden die Mittelwerte in Prozent bezogen auf die maximale
Stimulation (150 mg/dL nLDL) + S.E.M.

Die Statistik wurde mit dem Fischer-Test durchgefiihrt.

*p < 0,05 gegen Stimulation

+p < 0,05 gegen ASA 107° M

4.4 Bestimmung des 8-iso-Prostaglandin F,, als einen Indikator fiir oxidativen Stref}

Die Messung der Isoprostane (8-iso-PGF,,)[] dient als eine Methode zur Bestimmung des
oxidativen Stresses. Das 8-iso-Prostaglandin F,, wird unabhéngig von der Cyclooxygenase
(Prostaglandin Hy-Synthase, EC 1.14.99.1) Uber einen Peroxidationsweg aus Arachidonsiure
gebildet.

Die Endothelzellen wurden fur 6 Stunden mit 300 mg/dL nLDL und dem jeweiligen Salicylat
bzw. lbuprofen inkubiert. Anschlief3end wurde der ZellUberstand entnommen und fir die

Bestimmung des 8-iso-Prostaglandin F,,0, wie im Kapitel 3.7 beschrieben, aufgearbeitet. Der
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ZdIrickstand wurde mehrfach vorsichtig gewaschen und fur die Bestimmung des Proteins
verwendet.

Innerhalb einer Arzneistoffrethe wurde immer nur eine LDL-Charge benutzt, um Artefakte
durch im LDL vorhandene | soprostane zu vermeiden.

Durch nLDL wurden signifikant mehr Isoprostane gegeniiber der unbehandelten Kontrolle
freigesetzt (240 +/- 10 % gegentiber 100 +/- 7 %) [Abb. 33].

Alle Sdicylate reduzierten die durch nLDL gesteigerte 8-iso-PGF,,-Freisetzung
konzentrationsabhangig.

Die Reduktion durch Salicylsdure war auch in 1 mmolarer Konzentration nicht signifikant
(203 +/-12 %). Durch 100 pM Acetylsalicylsaure wurde signifikant weniger |soprostan
gebildet (179 +/- 5 %). 10 mM verringerte das gemessene | soprostan auf 148 +/- 16 %.

Durch NCX-4016 wurde die Bildung des lIsoprostans gleichfalls in 100 pmolarer
Konzentration signifikant reduziert (147 +/- 16 %).

Durch lbuprofen wurde die Freisetzung des Isoprostans nicht beeinflusst, selbst durch

1 mmolarer Konzentration nicht.
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Abb. 32 GC-Tandem-MS-Analytik  von  8-iso-PGFja. Gezeigt ist ein typisches

Chromatogramm aus der Analyse einer Zelliiberstandsprobe. SRM (selected-
reaction monitoring) der lonen mit m/z 299 fiir endogenes 8-iso-PGF, und
m/z 303 fiir den internen Standard [2H4] -8-is0-PGF >4 der PFB-TMS-Derivate.
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Abb. 33 8-is0-PGF ;3 nach Koinkubation von Endothelzellen mit 300 mg/dl nLDL und

NCX-4016 (NCX, 107 - 10° M), Acetylsalicylsiure (ASS, 107 - 10° M), bzw.
Ibuprofen (IBU, 107 - 10° M) und Salicylsdure (SS 0,1 und 1 mM).

Die durch nLDL ausgeloste gesteigerte Bildung von 8-iso-PGF s wurde durch
Zusatz von NCX (ab 10* M) und ASS (ab 107 M) signifikant mit p < 0,05
gehemmt.

Dargestellt sind die Mittelwerte (n=4) bezogen auf den unstimulierten Ansatz
in Prozent + S.E.M..

Zur statistischen Analyse wurden die FEinzelwerte einem Scheffetest
unterworfen.

4.5  Bestimmung von 6-Ketoprostaglandin F,

Wie im Kapitel 4.3 dargestellt, verhinderten die Salicylate die Bildung des 8-iso-PGF,,,
wéhrend die Bildung des Isoprostans durch Ibuprofen nicht beeinflusst wird. Um zu
Uberprifen, ob die Bildung des Isoprostans tatséchlich, wie postuliert, auch von den
Endothelzellen cyclooxygenaseunabhangig nach Stimulation stattfindet, wurden die ECV-
Zéllen fur 6 Stunden mit den COX-Hemmern inkubiert. Als Kontrolle wurden die Zellen
unbehandelt angesetzt. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO,. Nach
Ende der Inkubationsdauer wurde der ZellUberstand entnommen und sofort mit

Butylhydroxytoluol (Endkonzentration: 0,002 %) versetzt und bis zur weiteren Verarbeitung
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bei — 78°C gelagert. Der Zdlrtickstand wurde nach mehrfachem vorsichtigen Waschen fir die
Proteinbestimmung verwendet.

Alle Substanzen zeigten eine hemmende Wirkung auf die COX-abhangige 6-Keto-PGF,-
Bildung (Abb. 34). ASS reduzierte das 6-Keto-PGF,, von 6 +/- 0,5 pg/mg Protein ab 0,1 mM
signifikant (p < 0,05, Bonferri-Dunn) auf 2,5 +/- 0,6 pg/mg Protein, 10 mM sogar auf 0,7
+/- 0,1 pg/mg Protein. Durch Salicylsaure wurde das 6-Keto-PGF,, erst in 1 mmolarer
Konzentration signifikant auf 2,2 +/- 0,4 pg/mg Protein reduziert. 0,1 mM Ibuprofen
verminderte das 6-Keto-PGF, signifikant auf 1,7 +/- 0,2 pg/mg Protein, 0,1 mM NCX-4016
auf 1,5 +/- 0,2 pg/mg Protein.

X:

—2— ASS

—e— |BU
—X—NCX-4016
—8—SS

6-Keto-PGF, [pg/mg Protein]
D

0 ‘
Kontrolle 1uMm 10 uM 100 uM 1 mM 10 mM

COX-Hemmer

Abb. 34 6-Keto-PGF 14 nach Inkubation von Endothelzellen mit NCX-4016 (NCX),
Acetylsalicylsdure (ASS) bzw. Ibuprofen (IBU) und Salicylsdure (SS).
Dargestellt sind die Mittelwerte (n=4) bezogen auf den unstimulierten Ansatz
in Prozent + S.E.M..
Zur statistischen Analyse wurden die Einzelwerte einer Bonferri-Dunn-
Korrektur fiir wiederholte Messungen unterworfen.



4. Ergebnisse 64

4.6 Ferritin-Assay

Bereits frihere Studien zeigten, dal3 Salicylate die intrazellulére Eisenkonzentrationen
beeinflussen, mdglicherweise durch Beeinflussung des zelleigenen Eisenregulatorproteins
Ferritin. Dafir wurden die Endothelzellen vier Stunden mit Kontrollmedium, Aspirin,
Salicylsaue, 1buprofen, NCX-4016 und ISDN inkubiert. Der Zellrtickstand wurde mit Aqua
bidest. aufgenommen und mit Hilfe des Abbott IMX wie o.a. bestimmt.

Die Ergebnisse in Abbildung 35 zeigen, da® nur durch Acetylsalicylsdure ene
Ferritinproteininduktion stattfand. Diese Induktion durch ASS war konzentrationsabhéngig:
159 +/- 2,1 % (1 mmol/L ASS), 163,1 +/- 2,5 % (0,1 mmol/L ASS) und 151,6 +/- 0,8 %
(0,01 mmol/L ASS) (signifikant fur alle Konzentrationen: p < 0,05 fur ASS gegen Kontrolle,
Scheffe-Test). Das Desacetylderivat der ASS, die Salicylsaure hatte keine induzierende
Effekte auf die Ferritinproteinsynthese (90,5 +/- 2,2 %, 0,1 mmol/L SS gegen Kontrolle).
Ebenso hatte auch der nichtsteroidale antiinflammatorische Arzneistoff Ibuprofen keine
Wirkung auf die Bildung von Ferritin (116,5 +/- 6,1 %, 0,1 mmol/L IBU gegen Kontrolle).
Der NO®-Donator Isosorbiddinitrat hatte keinen induzierenden Effekt auf die Bildung des
Ferritinproteins (97,2 +/- 2,1 %, 0,1 mmol/l ISDN gegen Kontrolle). Ahnliches beobachtet
man auch bei dem NO°-Derivat der ASS, dem NCX-4016 (112,3 +/- 4,2 %, 0,1 mmol/L
NCX-4016 gegen Kontrolle). Die Daten sind der Mittelwert +/- S.E.M. aus drel unabhangigen
Versuchen und stellen die Induktionsverstérkung gegentiber der unbehandelten Kontrolle dar.
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Abb. 35 Gebildetes Ferritin nach Inkubation von Endothelzellen mit Isosorbiddinitrat
(ISDN), Ibuprofen (IBU), Salicylsdure (SS), Acetylsalicylsiure (ASS) und
NCX-4016 (NCX) bezogen auf die unbehandelte Kontrolle.
Dargestellt sind die Mittelwerte (n=4) bezogen auf den unstimulierten Ansatz
in Prozent + S.E.M..
Zur statistischen Analyse wurden die Einzelwerte einer Bonferri-Dunn-
Korrektur fiir wiederholte Messungen unterworfen.

4.7 “NF-kB-Gel-Shift-Assay”

Uber den Transkriptionsfaktor NF-kB wird die Expression von Adhasionmolekiilen
vermittelt. Die Aktivierung des NF-kB findet u.a. durch intrazelluldren oxidativen Strefd wie
z.B. nach Stimulation durch LDL statt.

Die ECV-Zéellen wurden fiir vier Stunden mit 300 mg/dL nLDL und +/- 10* M Arzneistoff im
Brutschrank inkubiert.

Im Anschluf3 an die Inkubation wurden Kernextrakte hergestellt und diese nach der Methode
von B. Schieffer, Labor fir Molekulare Kardiologie der Medizinischen Hochschule Hannover

aufgearbeitet und bestimmt.
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Die Behandlung der Endothelzellen mit 300 mg/dL nLDL zeigt eine deutliche Aktivierung
des NF-kB (Abbildung 37). nLDL stimulierte die Bildung von NF-kB signifikant (Fisher-
Test, p < 0,05) auf 189,4 +/- 9,3 % (jewells Mittelwerte +/- Standardfehler der Mittelwerte)
gegeniber der Kontrolle (100 +/- 4,8 %). Eine Koinkubation mit ASS hemmte die durch
nLDL stimulierte NF-kB -Synthese konzentrationsabhangig: 176,5 +/- 135 % (ASS
0,01 mmol/L gegen Kontrolle =100 %), 109,2 +/- 12,4 % (ASS 0,1 mmol/L gegen Kontrolle)
und 176,5 +/- 13,5 % (ASS 1 mmol/L gegen Kontrolle), signifikant gegen nLDL bis ASS 0,1
mmol/L, Fisher-Test, p < 0,05. Ebenso hemmte auch Salicylsdure die durch nLDL-
Stimulation hervorgerufene NF-kB-Bildung konzentrationsabhéngig, jedoch schwécher as
ASS: 122,1 +/- 8,7 % (SS 1 mmol/L signifikant gegen nLDL, Fischer-Test, p < 0,05),
172,3 +/- 10,1 % (SS 0,1 mmol/L gegen Kontrolle). Salicylsiure zeigte in der Konzentration
von 0,01 mmol/L keine Hemmwirkung mehr (191,7 +/- 8,3 % gegen Kontrolle). Ibuprofen
hemmte selbst in der Konzentration von 1 mmol/L, die durch nLDL hervorgerufene
Stimulation nicht (175,5 +/- 9,9 %). Der NO*-Donator Isosorbiddinitrat hatte ebenfalls nur
sehr schwach hemmende Wirkung (171,4 +/- 8,7 %, 1 mmol/L ISDN). Die Effekte des NO"-
donierenden ASS-Derivats NCX-4016 waren vergleichbar mit denen der Salicylsdure. Die
Hemmung war ebenfalls konzentrationsabhéngig: 121,2 +/- 52 % 1 mmol/L NCX-4016
gegen Kontrolle, 166,6 +/- 13,3 % 0,1 mmol/L NCX-4016 gegen Kontrolle und 201,4 +/-
16,2 % 0,01 mmol/L NCX-4016 gegen Kontrolle. Der hemmende Effekt von 1 mmol/L NCX-
4016 war signifikant gegen der nur mit nLDL behandelten Probe (Fisher-Test, p < 0,05).

Der NF-kB-Inhibitor Pyrroldindithiocarbamat (0,1 mmol/L) verringerte in Verbindung mit
Zinkionen (1 pmol/L) erwartungsgemdl die nLDL-induzierte Stimulation von NF-kB
signifikant (Fisher-Test, p < 0,05) wieder auf das Basal-Niveau (90,6 +/- 10,4 %). Die
densitometrischen Daten sind der Mittelwert +/- Standardabweichung vom Mittelwert von
vier unabhdngigen Versuchen und stellen die prozentualen Werte bezogen auf den
unstimulierten Ansatz (Kontrolle = 100 %) dar.
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Abb. 36 Effekte von nLDL und den NSAIDs IBU, ASS, SS und NCX auf die
NF-kB-Synthese. nLDL stimulierte deutlich die Bildung von NF-KB, die
durch ASA (0,1 mmol/L und 1 mmol/L) und NCX (1 mmol/L) deutlich
gehemmt wird. Als Gegenkontrolle dient die Inhibierung durch PDTC
(0,1 mmol/L) + Zn** (1 umol/L). Die Daten sind reprdsentativ fiirvier
separate Experimente mit dhnlichen Ergebnissen.
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Abb. 37 Effekte von ASS (0,01 mmol/L, 0,01 mmol/L, 1 mmol/L),
SS (0,01 mmol/L, 0,1 mmol/L, 1 mmol/L), IBU (0,1 mmol/L, 1 mmol/L),
NCX-4016 (0,01 mmol/L, 0,1 mmol/L, 1 mmol/L) und ISDN (Immol/L) auf
die durch 300 mg/dL nLDL hervorgerufene Stimulation der Bildung von
NF-kB. Als Kontrolle diente der unstimulierte Ansatz. Die Daten sind
die Mittelwerte aus 4 unabhdngigen Versuchen +/- Standardabweichung
vom Mittelwert, bezogen auf die Kontrolle (100 %). Als Gegenkontrolle
diente die Inkubation mit nLDL und PDTC (0,1 mmol/L) + Zn*"
(1 umol/L). Die Signifikanz wurde mit Hilfe des Fischer-Tests ermittelt
(*p < 0,05 gegen Kontrolle; + p < 0,05 gegen nLDL-Stimulation).
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5 Diskussion

Die hier vorliegende Studie zeigt, dal3 die durch TNF-a-, nLDL- und oxLDL-Stimulation
hervorgerufene Adh&sion von Monozyten an das Endothel hemmbar durch Salicylate ist.
Diese Hemmung ist von der Salicylatkonzentration und vom Salicylsaurederivat abhéngig.
Ebenso bewirkt eine Koinkubation der Zellen mit Ascorbinsdure, Vitamin E, den NO°-
Donatoren GTN und ISDN, dem Eisenchelator Deferoxamin, dem Superoxidanion-
Radikalfanger Tiron und dem NF-kB-Inhibitor Pyrrolidindithiocarbamat eine Hemmung der
Adhasion.

Eine Steigerung der Zahl adh&rierender Monozyten liefd sich durch Zugabe des NO°-
Synthase-Inhibitors ADMA bewiesen, die nach Zugabe von L-Arginin im Uberschul
teilweise reversibel war.

Zentrale Ergebnisse der Studie sind:

1.) Die Zahl der an den Endothelzellen adhérierenden Monozyten steigt mit zunehmender
Konzentration des Stimulators (natives ,,low density lipoprotein“ (150 — 300 mg/dL ) bzw.
oxidiertes, low density lipoprotein“ (10 — 30 mg/dL).

2.) In Anwesenheit von LDL-Cholesterin (300 mg/dL) unterliegen die Endothelzellen einem
oxidativen Stref3. Dies ist als Anstieg der Bildung des Peroxidationsprodukts 8-iso-

Prostaglandin F,, nachweisbar.

3.) Durch die Antioxidantien N-Acetylcystein, Tiron, Tocopherolacetat und Ascorbinsdure
konnte die Adhasion von Monozyten an durch LDL stimulierte Endothel zellen verringert
werden. Die Adhasion wird Uber Adhésionsfaktoren wie zum Beispiel das vaskuldre
Zelladhasionsmol ekiil-1 (VCAM-1) vermittelt.

4.) Die Sdlicylate Salicylsdure, Acetylsalicylsaure und NCX-4016 vermindern sowohl die
durch TNF-a als auch die durch nLDL und oxLDL vermittelte Adhasion der Monozyten.
Durch diese Substanzen wurde ebenfalls die VCAM-I-Expression reduziert.

Der hemmende Effekt auf die Monozytenadhdsion ist vergleichbar mit dem der
Antioxidantien Ascorbinsaure, Tocopherolacetat, Pyrrolidindithiocarbamat und Tiron.
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5)

6.)

7)

5.1

Die Bildung des Peroxidationsprodukts 8-iso-PGF,, von stimulierten Endothelzellen
wurde durch die Salicylate reduziert.

Die Bildung des Cyclooxygenaseprodukis 6-Keto-PGF;, wurde ebenfalls durch die
Sdlicylate gehemmt.

Durch Ibuprofen wurde jedoch nur die Bildung des 6-Keto-PGFy, inhibiert. Die durch
Stimulation der Endothelzellen gesteigerte 8-iso-PGF,,-Produktion wurde nicht durch
Ibuprofen beeinflusst. Dies zeigt, da3 die Bildung des 8-iso-PGF,, Cyclooxygenase-
unabhangig ist.

Molekulare Mechanismen des antioxidativen Effekts von Acetylsalicylsaure und NCX-
4016 konnten sein:
a) Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-kB

b) Beeinflussung der Ferritinsynthese

Die NO®-Donatoren Glyceroltrinitrat und Isosorbiddinitrat reduzieren in diesem
Versuchsaufbau die Adhésion von Monozyten am stimulierten Endothel.

Die Hemmung der endogenen Stickstoffmonoxidbildung durch Hemmung der NO°-
Synthase mit ADMA steigert die Adhasion von Monozyten am unstimulierten Endothel.
Diese Steigerung der Adhasivitét ist partiell reversibel, wenn die Zellen zuvor mit dem
Substrat der NO®-Synthase, dem L-Arginin, inkubiert wurden.

Maoglicherweise tragt die NO°-Freisetzung zu dem adh&sionshemmenden Effekt von
NCX-4016 bei.

Effekte von nativem und oxidiertem ,,low density lipoprotein*“-Cholesterin und

Triglyceriden auf die Monozytenadhision und den oxidativen Stress

Die Adhésion von Monozyten an Endothelzellen wurde sowohl durch natives LDL als auch

oxidiertes LDL konzentrationsabhangig gesteigert. Dies entspricht Beobachtungen, die auch

von anderen Arbeitsgruppen mit vergleichbaren Konzentrationen an Lipoprotein in vitro
[170-173] gemacht wurden.

Ein signifikanter Einfluld von verschiedenen Triglyceridkonzentrationen auf die Adhasion

konnte bei diesem Aufbau der Studie nicht beobachtet werden. Dies schliefdt aber nicht aus,
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dal3 erhohte Triglyceride dennoch Effekte auf die Adhasion haben kdnnen. Die Diskussion
Uber deren Rolle bleibt also weiterhin kontrovers und einige Studien belegen, dal3 auch
erhohtes Triglycerid die VCAM-1-Expression stimuliert [174, 175].

5.2 Bedeutung des LDL bei oxidativen Prozessen

Entsprechend der Hypothese stieg mit zunehmender LDL-Konzentration der oxidative Stref3
in der Zelle an [75]. Dieser Anstieg an reaktiven Sauerstoffverbindungen zeigte sich anhand
der Zunahme des Peroxidationsprodukts 8-iso-PGF,, . Dieses wird im Gegensatz zu dem
Prostacyclin  Cyclooxygenase-unabhéngig gebildet. Mit der Zunahme von reaktiven
Sauerstoffverbindungen treten oxidative Veranderungen auf wie z.B. die Oxidation von
Lipiden zu Lipidperoxiden. Auf diese Weise wird oxidiertes low density lipoprotein gebildet,
welches Endothelzellen noch stérker als natives LDL stimuliert. Dies wurde auch durch die
vorliegende Studie gezeigt: 30 mg/dL oxidiertes LDL steigerten die Adhdsion von Monozyten
an das stimulierte Endothel in etwa so stark wie 300 mg/dL natives LDL. Der genaue Weg
dieser LDL-Oxidation durch Endothelzellen ist jedoch noch nicht bekannt [176].

Durch die intrazelluldren oxidativen Verdnderungen findet u.a. eine Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB  statt [177], Uber den auch die Expresson von
Adhasionsmolekilen stattfindet [178].

Die Adhésion von Monozyten an das Endothel wird ihrerseits durch Adhasionsmolekile
vermittelt. Eine zentrale Rolle nimmt hier das redoxsensitive vaskulére
Zelladhdsionsmolekul-l ein  [179]. Die Hochregulation der Expresson dieses
Oberflachenproteins erfolgt durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB [180]

5.3  Einflul von Antioxidantien auf die Adhision von Monozyten am stimulierten

Endothel

Die durch LDL verursachte gesteigerte Adh&sion der Monozyten an den Endothelzellen lief3
sich durch gleichzeitige Inkubation der Endothelzellen mit Antioxidantien reduzieren. Diese
Beobachtung machten auch [181-186]
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In dieser Studie konnte gezeigt werden, dal3 die durch LDL vermittelte Adh&sion Uber
»oxidative Schritte” stattfindet. Sowohl durch Tocopherolacetat als auch durch Ascorbinsaure
wurde die Adhasion signifikant inhibiert, wobei die Wirkung des lipophilen
Tocopherolacetats bei gleicher Konzentration etwas stérker als die der Ascorbinsdure zu sein
scheint. Die tendenziell stdrkere Wirkung des Tocopherolacetats liefde sich moglicherweise
dadurch erkléren, dal3 es sich a's lipophile Substanz in LDL-Partikel einlagern kann und somit
die Verénderung des nLDL zum wesentlich starker stimulierenden oxLDL schon im Vorfeld
unterdrickt [187]. Die unterschiedliche Wirkung von Ascorbinsaure gegentiber
Tocopherolacetat wird aber besonders in diesem Bereich zur Zeit verstarkt diskutiert [188-
197]. Vitamin E wirkt as unpolares Agens vor alem im lipophilen Kompartiment, also im
LDL. Auf die Superoxidbildung hat es somit im Gegensatz zu den hydrophilen Substanzen
wie z.B. Vitamin C keinen Einfluf3 [198-199].

N-Acetylcystein  hatte ebenfalls signifikante Effekte auf die Hemmung der
Monozytenadhasion in 20 mmolarer Konzentration. Dies entspricht Beobachtungen, die auch
Chiu et a. [200] bei verschiedenen Arten von Zellstimulierungen (TNFa, PMA, shear-stress)
gemacht haben.

Als Vermittler der oxidativen Verdnderungen kommt dem Superoxidradikal eine zentrale
Rolle zu [197]. Das Superoxidradikal tritt physiologisch in mehreren Stoffwechselwegen in
geringer Konzentration auf und wird sehr schnell enzymatisch durch die SOD zu
Wasserstoffperoxid und der Katalase zu Wasser und Sauerstoff abgebaut.

Unter pathophysiologischen Bedingungen entsteht jedoch soviel Superoxid, dal3 es nicht mehr
effizient eliminiert werden kann. Es kommt zu intrazelluléren oxidativen Veranderungen und
zum Anstieg der Expression von Adhasionsmolekilen [201]. Mit der Zunahme der
Expression der Adhasionsmolekiile nehmen auch die Wechselwirkungen der Endothelzellen
mit den Monozyten zu und damit die Zahl der adhérierenden Monozyten.

Es lag nahe zu vermuten, dal3 die ,,physiologischen Superoxidfanger® Superoxiddismutase
und die Katalase auch in vitro die Adhasion von Monozyten hemmen. Dies konnte jedoch
nicht beobachtet werden, wahrscheinlich weil die Proteine nicht in der Lage sind, wie das
Tiron die Membranbarriere zu Gberwinden [202]. Sie kénnen so nur extrazelluldres Superoxid
abfangen; die intrazelluldren reaktiven Sauerstoffverbindungen werden nicht abgefangen und
damit wird auch die Expression der Adhé&sionsmolekile nicht beeinflusst.

Eine weitere Moglichkeit zur Reduzierung des Auftretens von Superoxidradikalen ist die
Hemmung der enzymatischen Bildung.
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Als wesentliche Quelle von intrazellul&rem Superoxid wird haufig die Xanthinoxidase (XOD)
erwahnt, auch wenn eine zentrale Rolle dieses Enzyms nicht bewiesen werden konnte [203].
Die Xanthinoxidase wird durch das Xanthinderivat Allopurinol und dessen Metabolit
Oxypurinol kompetitiv gehemmt. Eine Inkubation der mit LDL stimulierten Endothelzellen
mit Allopurinol zeigte eine signifikante Reduktion der im Anschluld adharierenden
Monozyten. Ahnliches bestétigt die Studie von Granger et al. [204], bei der gezeigt wurde,
daid durch einer Allopurinolbehandlung die Leukozytenadharenz nach Ischdmie/ Reperfusion

vermindert wurde.

5.4  Effekte von Salicylsiurederivaten auf die Monozytenadhision und die VCAM-I-

Expression

Salicylate hemmten sowohl die durch 200 U/mL TNF-a als auch die durch 30 mg/dL oxLDL
bzw. 300 mg/dL nLDL gesteigerte Adhasion der Monozyten am Endothel. Diese Hemmung
der Adhasion war in alen Adhasionsversuchen konzentrationsabhéngig im Bereich von
0,01 bis 1 mM. Die tendenziell stérksten Effekte wurden durch das NO®-Derivat der
Acetylsalicylsdure bewirkt. Salicylsure hatte im Vergleich mit ASS und NCX-4016 die
schwéchste Wirkung. Der Einflu® von ASS auf die durch 300 mg/dL nLDL hervorgerufene
Monozytenadhasion ist in der Konzentration von 1 mM vergleichbar mit der Wirkung der
Antioxidantien Vitamin C und E in 100 umolarer Konzentration. Ahnliche Effekte zeigte
NCX-4016 bereitsin 0,5 mmolarer Konzentration.

Die hemmenden Effekte von Acetylsalicylsdaure und auch von NCX-4016 auf die
Monozytenadhasion lieRen sich durch einen starken Uberschul an Xanthin und
Xanthinoxidase wieder aufheben. Dies ist ein Hinweis darauf, dal3 die durch nLDL
gesteigerten oxidativen Veranderungen zwar durch Salicylate hemmbar sind, nicht aber die
Verénderungen, die durch externe Superoxidradikale entstehen.

Die durch 150 mg/dL nLDL stimulierte Expression des Adhésionsmolekils VCAM-1 wurde
konzentrationsabhangig duch Salicylsaure, Acetylsalicylsaure und NCX-4016 gehemmt.
Durch Zugabe von exogenem Superoxid durch die Xanthin-Xanthinoxidase-Reaktion wurde
die VCAM-1-Expression wieder gesteigert.

Dadurch, dal3 die durch TNF-a bzw. durch oxLDL bzw. nLDL gesteigerte Zahl der

adhérierenden Monozyten durch Ibuprofen nicht beeinflu® werden konnte, kann man
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schlief3en, dal’ die Aktivierung der Endothelzellen bzw. die Hemmung durch Salicylate nicht
uber die Hemmung der Cyclooxygenase zustande kommt. Ahnliches gilt auch fiir die VCAM-
1-Expression.

Auch Pierce et al. [205], Gerli et al. [206] und Zind et al. [207] machten die Beobachtung,
dal3 Salicylate hemmenden Einflul3 auf die Monozytenadhdsion bzw. die Expression von
Adhasionsmolekiile haben. Von Weber et al. [208] wurde der hemmende Effekt auf TNF-a-
stimulierte Endothelzellen gezeigt, ebenfalls wie in hier vorliegender Studie mit einem COX-
Hemmer as Referenzsubstanz (Indometacin). Auch von dieser Arbeitsgruppe wurde
gefolgert, dal3 ein nicht-COX-abhéngiger Mechanismus fir die Beobachtungen verantwortlich
gemacht werden muf.

Diese Beobachtungen lassen sich u.a. damit erkldren, da? ASS antioxidativ Uber das
Abfangen vom Hydroxylradikal wirkt [160]. Ahnliches diirfte auch fir Salicylsiure gelten.
Zum Tragen kommt méglicherweise auch, dal3 die Verbindungen chelatisierende Effekte
haben, also freie Eisen-lonen abfangen kodnnen, wie Wang [209] fir ASS beschrieb. ASS
wirkt ferner auch indirekt al's Eisen-Fanger durch Steigerung der Ferritin-Synthese [157].

Von Relevanz ist ferner die hemmenden Eigenschaften der Salicylate auf die Aktivitét der
IkB-Kinase-b, wie sievon Yin et al. [153] gezeigt wurde. Durch die Hemmung dieser Kinase
findet die Phosphorylierung des IkB nicht statt. IkB dient als , Kittsubstanz“ zwischen den
beiden NF-kB-Untereinheiten im Cytoplasma. Damit NF-kB aber seine Funktion erfillen
kann, muf3 es in die beiden Untereinheiten gespalten werden. Nur so kann esin den Zellkern
wandern und die Transkription auslosen, die unter anderem zur Expression von
Adhéasionsmolekilen fihrt.

Die bekannteste Reaktion der Sdlicylate ist die Hemmung der Cyclooxygenase (COX 1 und
2). Die Cyclooxygenase kataysiert die Cycloperoxidation der Arachidonsdure zu dem
Prostaglandin E, und dem Prostaglandin H,. Ferner setzt die COX auch Superoxidradikale
frel [210]. Die Hemmung der COX erfolgt auch durch Ibuprofen. Jedoch zeigte Ibuprofen
keine signifikante Hemmung der Adhasion, so dal3 man folgern kann, dal3 die Rolle der COX
bei der Adhasion —wenn Uberhaupt- eher von geringerem Male ist.

Einen weiteren interessanten Denkansatz wies die Studie von Hermann et al. [158] auf. Sie
beobachteten, das Salicylate die Oxidation des LDL dadurch inhibieren, dal3 sie das Produkt
aus Superoxid und Stickstoffmonoxid, das Peroxynitrit sowie Folgeprodukte unter Bildung
von hydroxylierten und nitrierten Aromaten abfangen. Peroxynitrit ist ferner ebenfalls ein
Aktivator des Transkriptionsfaktors NF-kB, so dald auch hier ein protektiver Effekt der
Salicylate durch das Abfangen dieses Produkts vorliegt.
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5.5 EinfluB von NCX-4016 und Acetylsalicylsdure auf die Bildung des
Peroxidationsprodukts 8-iso-PGF;,

Die durch 300 mg/dL nLDL vermittelte Stimulation der Endothelzellen bewirkte einen
deutlichen Anstieg des 8-iso-Prostaglandins F,;. Das 8-iso-PGF,, wird Cyclooxygenase-
unabhangig durch freie Radikale katalysierte Lipidperoxidation von Arachidonséure Uber ein
von Samuelsson [211] beschriebenes bicyclisches Endoperoxid gebildet. |soprostane sind ein
Indikator fur vermehrtes intrazelluldres Vorkommen von reaktiven Sauerstoffverbindungen
und damit verbundenen oxidativen Stref3 [212].

Durch die gleichzeitige Inkubation der Endothelzellen mit nLDL und den Salicylaten
Salicylsdure, Acetylsalicylsdure und NCX-4016 wurde die Bildung des 8-iso-PGF,, reduziert.
Ebenfalls wurde die 6-Keto-PGFi,-Bildung durch diese Substanzen, aber auch durch
Ibuprofen vermindert. PGF1, wird Cyclooxygenase-abhéngig aus Arachidonsdure gebildet.
Die Reduktion der Bildung kann somit als Indikator fur die Hemmung der Cyclooxygenase
angesehen werden.

Die 6-Keto-PGF,, -Bildung wurde durch die Salicylate wie auch durch das Propionsaure-
Derivat konzentrationsabhangig vermindert.

Die Bildung von 8-iso-PGF,; wurde dagegen nur durch die Salicylate, nicht aber durch
Ibuprofen beeinflusst.

Diese Beobachtung zeigt, dal? a) die 8-iso-PGF,, —Bildung nicht durch Hemmung der COX
beeinflusst wird b) der intrazellul&re oxidative Stref3 durch LDL zunimmt und c) die
Salicylate den oxidativen Strefd mindern.

5.6  Molekulare Mechanismen, die dem antioxidativen Effekt von Acetylsalicylsdure

und NCX-4016 zugrunde liegen konnten

Wie die oben aufgefihrten Beobachtungen ergaben, hemmten Acetylsalicylsdure und
NCX-4016 die Adhdsion von Monozyten an stimulierten Endothelzellen (ber einen
antioxidativen Mechanismus. Neben der cyclooxygenasehemmenden Wirkung besitzen beide
Substanzen auch einen hemmenden Effekt auf die NF-kB-Aktivierung, enem
Transkriptionsfaktor, der as Antwort auf oxidativem Strefd gebildet wird [130]. Diese
Wirkung war schon langere Zeit bekannt [151] und mittlerweile wurde sogar der

Mechanismus dieser Hemmung beschrieben [153]. Durch die Hemmung der Aktivitdt der
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IkB-Kinase-b findet die Phosphorylierung des IkB nicht statt. Dadurch unterbleibt die
Aktivierung des NF-kB.

lademarco et al. [213] und auch Neish et al. [214] stellten fest, dal3 zur Expression von
VCAM-1, wortber letztendlich die Adhasion vermittelt wird, die Aktivierung von NF-kB
notig ist.

Die vorliegende Studie bestétigt die hemmende Wirkung auf NF-kB durch Salicylséure und
Acetylsalicylsdure und zeigt zudem, dal3 das NO*-Derivat der Acetylsalicylsdure NCX-4016
das NF-kB noch stérker hemmt als ASS. Auch von Peng et al. [215] und De Caterina et al.
[216] wurde beobachtet, dal3 Stickstoffmonoxid die Expression des NF-kB reduziert.
Desweiteren wurde gezeigt, dal3 Antioxidantien wie das Pyrrolidindithiocarbamat das NF-kB
inhibieren. Dies schilderten auch Erl et al [217] fur Vitamin E, Weber et a. [185] fur PDTC
und NAC und Bowie et al. [124] fur Vitamin C. Diese Wirkung der Antioxidantien erklart
auch zum Teil die Effekte auf die Monozytenadhésion, die mit der Hemmung der Oxidierung
von LDL allein nicht interpretierbar wéaren.

Ein weiterer Ansatzpunkt ist die Beeinflussung des intrazelluléren Eisengehalts durch ASS
bzw. NCX-4016. Die Rolle von intrazelluléren freien Eisenionen beziehungsweise lonen der
ersten Ubergangsreihe beim oxidativen Stress ist ungeklart. 1988 fiihrten Halliwell et al. [218]
die prooxidativen Wirkung des Eisens darauf zurtick, dal3 Eisen a) die Haber-Weiss-Reaktion
von Superoxid und Wasserstoffperoxid zu Hydroxylion, Sauerstoff und dem extrem reaktiven
Hydroxylradikal, welches Lipide angreifen und den Transkriptionsfaktor NF-kB aktivieren
kann, und b) die Reaktion von Lipidperoxiden und Lipidperoxyradikalen katalysiert.

Das Vorhandensein von grof3eren Mengen von freien Eisenionen, die fur eine Fenton-
Reaktion oder einer Haber-Weiss-Reaktion ausreichen wirde, ist intrazellulér
unwahrscheinlich.

Diese Studie konnte jedoch zeigen, dal3 Deferoxamin, eine Substanz, die Eisen komplex
bindet, sehr wohl eine Wirkung auf die Zahl der an das stimulierte Endothel adhérierenden
Monozyten hat.

Wie schon angefiihrt, haben beide Substanzen nach Metabolisierung zu Salicylsaure selbst
komplexierende Eigenschaften und konnen Metallionen wie z.B. das Eisenion abfangen, so
dal3 diese nicht mehr fir Metallionen-katal ysierte oxidative Reaktionen zur Verfiigung stehen.
Aufgrund friiherer Beobachtungen der antioxidativen Eigenschaften [219, 220] untersuchten

Oberle et al. [157] den Einful? auf die Ferritinsynthese. Ferritin ist ein intrazelluléres Protein,
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das die freile Eisenkonzentration reguliert. Eine erhohte Ferritinkonzentration ist
gleichzusetzen mit einer Erniedrigung des Risikos des oxidativen Stresses.

Eine 10 umolare ASS-Konzentration bewirkte in dieser Studie einen signifikanten Anstieg
der Ferritinsynthese um das 1,5-fache, die selbst in 1 mmolarer Konzentration nicht
wesentlich Ubertroffen wurde. Oberle et a. [157] konnten dagegen eine sehr deutliche
Konzentrationsabhéngigkeit beobachten: einen Anstieg der Ferritinsynthese um das 2,5-fache
(0.03 mmol/L ASS), 3,7-fache (0.1 mmol/L ASS), und 4,0-fache (0.3 mmol/L ASS)
gegeniiber der Kontrolle. Auch sie konnten wie in der vorliegenden Studie keine Ferritin-
induzierenden Effekte durch Salicyl&ure nachweisen.

NCX-4016 bewirkte keinen Anstieg der Ferritinsynthese. Mdglicherweise antagonisiert das
freigesetzte Stickstoffmonoxid die Wirkung der nach Esterspaltung noch verbleibenden
Acetylsalicylsaure. Fur diese Annahme sprechen auch die Ergebnisse der Studie von
Pantopoulus und Hentze [221] an Fibroblasten. Sie postulierten eine Reaktion von
Stickstoffmonoxid mit dem FeS-Cluster des IRP (iron regulating protein, IRE-BP, iron
regulating binding protein), so dad das IRP an das IRE (iron responsive elements) der
Ferritin-mRNS bindet, wodurch posttranskriptionell eine Ferritinfreisetzung unterdriickt wird.
Ahnliches formulierten auch Richardson et al. [64].

Das Abfangen von Eisenionen durch gesteigerte Ferritinbildung kann also nicht die

antioxidative und adhasionshemmende Wirkung des NCX-4016 erklaren.

5.7  Einflufl von Stickstoffmonoxid bei der Adhision von Monozyten am stimulierten

Endothel

Der Adhésionsversuch mit ISDN, GTN und NCX-4016 zeigt, da3 NO°’-Donatoren die
Adhéasion von Monozyten am durch 300 mg/dL nLDL stimulierten Endothel hemmen. Die
Beobachtung, dal} Substanzen, die Stickstoffmonoxid freisetzen, die Monozytenadhésion
hemmen, machten auch schon De Caterina et al. [216].

Die Adhdsion wurde sowohl durch ISDN as auch durch GTN und NCX-4016
konzentrationsabhangig gehemmt, wobei die Hemmung durch ISDN vergleichbar mit der von
NCX-4016 ist. Glycerintrinitrat zeigte signifikante Effekte auf die Adhasion bereits in
niedrigeren Konzentrationen, wahrend in hoheren Konzentrationen (ab 0,5 mM) die Adhasion
tendenziell wieder etwas zunimmt. Auch andere Arbeitsgruppen berichteten, dal3

Stickstoffmonoxid durchaus in der Lage ist, auch die Monozytenadhésion zu steigern, z.B.
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nach Oxidation des LDL [222]. Aus diesem Grund wurde das durch die Zellen aus den NO*-
Donatoren freigesetzte Nitrit bestimmt. Glycerintrinitrat setzte wie erwartet in etwa die
dreifache Menge Nitrit pro Mol Wirkstoff frel wie das NCX-4016. Aus ISDN wurde ungefahr
genauso viel Nitrit gebildet wie aus dem Salicylsaurederivat, obwohl aus ISDN potentiell
doppelt soviel Nitrit entstehen konnte wie aus dem NCX-4016. Auch Strein et a. [223]
beobachteten, dal3 ISDN sehr schnell ein Mol Nitrit pro Mol Substanz freisetzt, wahrend die
NO*-Abspaltung von I sosorbidmononitrat zu Isosorbid sehr langsam ablauft.

Exogenes Stickstoffmonoxid wirkt offensichtlich je nach Donator oder Menge des
freigesetzten NO® antiatherogen oder proatherogen.

Dieses Beobachtung lief3e sich damit erklaren, dal3 Stickstoffmonoxid in hohen Mengen mit
grof3en Mengen an Superoxid zu viel proatherogenem Peroxynitrit umgesetzt wird. Dieses
nitriert aromatische Aminosduren, die dadurch im Proteinverband ihre Eigenschaften
verandern und moglicherweise die Aktivierung von NF-kB hervorruft.

Durch die Hemmung der NO*-Synthase mit dem L-Argininanalogon ADMA (100 uM) wurde
die Monozytenadhasion gegentiber dem unstimulierten Ansatz signifikant gesteigert. Diese
Steigerung liel3 sich durch eine Inkubation der Zellen mit L-Arginin (1 mM) wieder
verringern. Dies zeigt, dal3 sowohl endogenes als auch exogenes Stickstoffmonoxid die
Adhésion von Monozyten beeinflusst.

Chan et a. [224] und Boger et a. [225] stellten ebenfalls fest, dald ADMA die
Monozytenadhésion steigert und dal? dieser Effekt zum Teil reversibel durch L-Argininiist.
Moglicherweise trégt das LDL durch Hemmung der endogenen Stickstoffmonoxidbildung
durch Hemmung der NOS zu dem NO*-Defizit bei [71].

Stickstoffmonoxid hemmt ferner die Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nf-kB. Peng et al.
[215] fanden heraus, dal3 Stickstoffmonoxid die inhibitorische Untereinheit von NF-kB
stabilisert, so dal3 keine Proteloyse des |kB-a erfolgt, wahrscheinlich Uber ene
S-Nitrosylation des C62-Rests der pS0-Untereinheit [226]. Diese ist jedoch notwendig, damit
das Heterodimer freigestzt werden kann und in den Zellkern wandern kann.

Auf diese Weise unterbleibt die Aktivierung von NF-kB und damit die Transkripition von
VCAM-1.
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5.8 Bedeutung der Ergebnisse fiir die Pathophysiologie und Therapie

atherosklerotischer Gefiallerkrankungen - Ausblick

Die vorliegenden Ergebnisse der in-vitro-Untersuchungen geben mégliche Hinweise auf
verwandte Reaktionen in vivo, wie sie bei der Entwicklung der Atherosklerose auftreten.
Ursache der Atherosklerose ist einerseits die Dysfunktion des Endothels und die
Intimaverdickung andererseits.

Die Dysfunktion des Endothels entsteht durch Verminderung der endothelialen NO°-
Produktion durch die NO*-Synthase und bzw. oder durch verringerte Bioverfligbarkeit des
NO* durch die oxidative Inaktivierung des Stickstoffmonoxids. Dies bedeutet fur das Gefél3,
dal? die Relaxation gemindert wird.

Das Gleichgewicht zwischen Stickstoffmonoxid und Bildung der Sauerstoffradikale
verschiebt sich immer mehr in Richtung der Sauerstoffverbindungen, die ihrerseits Uber
NF-kB die Monozytenadh&sion noch vorantreibt.

Die Intimaverdickung ist Folge der Hypercholesterinamie. Die Zelle benétigt Cholesterin und
nimmt es in geringen Mengen aus dem zirkulierenden Cholesterinpartikeln (HDL / LDL) auf.
Bei einem Uberschul? an LDL kommt es zu einer Uberladung der Zellen und Veranderung des
LDL zu zumeist oxidiertem LDL (neben glykosyliertem LDL). Dieses veranderte LDL wird
von Makrophagen phagozytiert und es bilden sich sogenannte Schaumzellen in der Intima.
Das Gefaldumen verengt sich zusehends, die Entztindungsreaktion wird vorangetrieben und
die Produktion von Sauerstoffradikalen wird gesteigert. Irgendwann produziert die Zelle nicht
mehr ausreichend Stickstoffmonoxid, um bei Bedarf durch eine Relaxation die Durchblutung
Zu gewahrleisten.

Ein Wirkstoff, der sowohl antientzindlich wirkt, Stickstoffmonoxid freisetzt und gewisse
antioxidative Potenz als Gegenspieler fir den Uberschu3 an Superoxid hat, scheint daher
deutliche Vorteile zu haben.

Wenn man davon ausgehen kann, dal3 sich die in-vitro-Ergebnisse auch klinisch bestatigen
lassen, und Hemmung der Adh&sion sich mit Hemmung oder Milderung der Atherosklerose
gleichsetzen &%, durfte diese Studie die Ansicht unterstiitzen, dald Antioxidantien
prophylaktisch wirksam sind. Um dies noch genauer herauszufinden und am Patienten

abzusichern bedarf es jedoch weiterer Studien.
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6 Zusammenfassung

Die hier vorliegende Studie zeigt den Einflul von Salicylaten auf die Adhédsion von
Monozyten an stimulierten Endothelzellen und fuhrt molekulare Mechanismen an, die dieser
Beobachtung zugrunde liegen kénnten.

Es wurde festgestellt, dal3 die Adhasion von Monozyten am Endothel durch Stimulation mit
nativem als auch verandertem (oxidiertem) LDL in vitro gesteigert wurde.

Eine zentrale Rolle bei der Stimulation der Endothelzellen nimmt dabel der Anstieg von
reaktiven Sauerstoffverbindungen ein. Durch gleichzeitige Inkubation der Endothelzellen mit
Radikalfanger bzw. Antioxidantien wurde die Zahl adh&rierender Monozyten signifikant
reduziert.

Die Sdicylate Sdlicylsaure, Acetylsalicylsdure und NCX-4016 hemmten in hoheren
Konzentrationen (0,5 mM) die Adhé&sion der Monozyten ungefdhr so stark wie die
Antioxidantien. Die Hemmung der Adhéasion erfolgte tber die Reduktion der Expression des
Zelladhdsionsmolekils VCAM-I. Die Expresson dieses Adhésionsmolekils st
redoxabhangig und wird dementsprechend in Gegenwart von radikalischen
Sauerstoffverbindungen, wie sie beim oxidativen Strefd auftreten, verstarkt exprimiert. Die
durch Koinkubation der Endothelzellen mit LDL und Salicylate verringerte Bildung von
8-is0-PGF,, bestétigt die These, dal} sie die Adhasion von Monozyten Uber einen
antioxidativen Mechanismus hemmen. Die Bildung des 8-iso-PGF,; findet Cyclooxygenase-
unabhangig statt, wie die Inkubation der Zelle mit Ibuprofen zeigte, bei der keine
Verringerung der 8-iso-PGF,, -Freisetzung auftrat.

Durch Ibuprofen wurde die Adhasion von Monozyten nicht gehemmt, ebenfalls wurde wie
gesagt die 8-is0-PGF,, -Bildung nicht beeinflusst. Dies untermauert die Annahme, dal3 der
Hemmung der Adh&sion eine antioxidative Wirkung zugrunde liegt.

Die NF-kB-Bildung wurde durch die Salicylate NCX-4016 und ASS signifikant vermindert,
waéhrend hier Ibuprofen ebenfalls keine Effekte zeigte.

Durch Acetylsalicylsdure wurde ferner die Ferritinsynthese gesteigert. Ferritin wirkt
intrazelluldr dadurch antioxidativ, dal’ es Eisenionen bindet und diese dadurch nicht mehr fur
katalytische Reaktionen zur Verfligung stehen. Diese Eigenschaft der Salicylate erklart wohl
zum Tell die Wirkung auf die Monozytenadhasion, konnte aber die doch starken Effekte des
NO*-Derivats der Acetylsalicylsaure nicht begrinden. Die Adhasionsversuche zeigten aber
auch den hemmenden Effekt, den die NO*-Donatoren auf die Adhasion hatten. Es konnte
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zudem demonstriert werden, dal3 durch die Hemmung der endogenen NO®-Synthase die
Adhésion von Monozyten an mit ADMA inkubierte Endothelzellen zunimmt, welche durch
L-Arginin zum Teil reversibel war. Es ist noch nicht ganz klar, Gber welchen Mechanismus
NO*-Donatoren die Monozytenadhésion hemmen bzw. antioxidativ wirken.
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7 Anhang
7.1 Materialien
7.1.1 Chemikalien/ Biochemikalien

Alle Chemikalien waren von pro analysi-Reinheit beziehungsweise entsprachen den

Vorschriften der gultigen Arzneibiicher.

Chemische Substanz Hersteller R-Sétze S-Sétze Gefahrensymbol
symbol
Baker, Deventer, 11-36-66- .
Aceton Holland 67 9-16-26 |F, Xi
Acetonitril Merck, Darmstadtt, |11 504/55 |16.27-45 |F, T
Deutschland
2-Acetoxybenzoat-2-[ 2- Nicox, Sophia- nicht nicht
nitroxy-methyl]-phenylester, [Antipolis, definiert | definiert nicht definiert
NCX-4016 Frankreich
Sigma,
Acetylsalicylsaure Deisenhofen, 22 Xn
Deutschland
Aktivkohle Norit A Serva, Hetdelberg,
Deutschland
Caesar & Loretz,
Allopurinol Hilden, 25-43 45-28-
36/37/39
Deuschland
) N Merck, Darmstadt 23.2-26-
_ 0 b L
Ameisensaure 98-100 % Deutsohland 35 45 C

Ampuwa ® fir Spulzwecke

Fresenius, Bad
Homburg,
Deutschland

Ascorbinsdure

Merck, Darmstadt,
Deutschland




7. Anhang 82
Bayer Vitd,
Aspisol ® Leverkusen,
Deutschland
2,2 -Azinobis(3- Boehringer,
ethylbenzthiaolinsulfonsdure) | Mannheim, 41-37/38 | 26-36-22
(ABTS) Deutschland
N,O-Bis-(trimethylsilyl)- Pierce, Rockford,
trifluoracetamid (BSTFA) U.SA.
Bovines Serum Albumin Serva, Heidelberg,
Deutschland
Sigma,
Butylhydroxytoluol Deisenhofen,
Deutschland
Calciumchlorid-Dihydrat | Merck, Darmstadt, | 3¢ 22.24  |Xi
Deutschland
Cholesterol 20, Cholesterol- | 9™
Kit Deisenhofen,
Deutschland
Cholesterol-Kalibrator Soma
200 mg/d| Deisenhofen,
Deutschland
11-38-
Merck, Darmstadt, 9-16-33-
Cyclohexan, Uvasol Deutsohland 2(7)/53-65- 60-61-62 F, Xn, N
Sigma,
Deferoxaminmesylat Deisenhofen,
Deutschland
Amersham
Dextran T70 Pha;rmaua Biotech,
Freiburg,
Deutschland
. . 16-26-
. , Sgma, Deisenhofen, | 11-34-
N,N-Diisopropyl-ethylamin Deutschland 20/21/22 22/37/39- FC
Dimethylsulfoxid Sigma,Detsenhofen, | oe/az/35 | 26.36.23 | Xi

Deutschland
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Sigma,
NG ,NC —Dimethylarginin Deisenhofen,
Deutschland
1,4-Dithio-DL-threithol 22-
(DTT) Fluka, Deutschland 36/37/38 26-36 Xn
EDTA-Titriplex 111 '\D/'gf;h?;ré“gadt’ 22 Xn
Sigma,
EGTA Deisenhofen,
Deutschland
Ethanol, absolut Baker, Deventer, F
Holland
Ethylacetat Suprasolv '\D"guf;h?a?:émadt’ (13%'36'66' 16-26-33 | F, Xi
Folin- und Ciocalteu’s : . 34-
Sigma, Deisenhofen 26-23-
Phenolreagenz Deutschland Al R
. Serva, Heidelberg,
Gelatine Deutschland
D(+)-Glucose-Monohydrat I\D/I(;eru;:;h?a?]rcrlnstadt,
Aldrich, Steinheim, |22-23-34- |25
Glutaraldehyd Deutschland 42/43-50 36/37/39- | T, N
45-61
HEPES, 1 molare Losung (N- Sigma,
[2-Hydroxyethyl]pi- Deisenhofen
perazin-N"-[4-butansulfon- Deutschlan d’
saure))
11-38- 9-16-29-
n-Heptan Eé'l‘gr’“?e"e”ter’ 50/53-65- |33-60- |F, Xn, N
67 61-62
Sigma,
Ibuprofen Deisenhofen, 22-63 36-22

Deutschland
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Igepal CA-630 Sigma,
((Octylphenoxy)polyethoxy- | Deisenhofen, 22-41 26-36-23 | Xi
Ethanol) Deutschland
N Schwarz Pharma,
0,
iI rs]?lljset L6sung 0,1% pro Monheim,
' Deutschland
Sigma,
Kaliumbromid Deisenhofen,
Deutschland
. . Merck, Darmstadit,
Kaliumchlorid Deutsohland
. . Merck, Darmstadit,
Kaliumdihydrogenphosphat Deutsohland
Merck, Darmstadt 26-
Kaliumhydroxid ’ ' 122-35 36/37/39- |C
Deutschland 45
Kaliumnatriumtartrat Sigma, St. Louis,
Tetrahydrat U.SA.
Sigma, St. Louis,
Katalase U.SA.
Sigma,
6-Ketoprostaglandin F, Deisenhofen,
Deutschland
Fresenius, Bad
K ochsal z 6sung, isoton. Homburg,
Deutschland
Aldrich, Steinheim, |22-36/38-
Kupfersulfat-Pentahydrat Deutschland 50/53 22-60-61 | Xn, N
Magnesiumchlorid- Merck, Darmstadt,
Heptahydrat Deutschland
Baker, Deventer 11- 7-16-
M ethanol Hol Iar’1 d ' 23/24/25- 36/37-45 FT
39/2324/25
N-(1-Naphthyl)-
ethylendiamin- Merck, Darmstadt, | 5008 |99 Xi

dihydrochlorid

Deutschland
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Merck, Darmstadt,

Natriumcarbonat, wasserfrei Deutschland 36 22-26 Xi
Natriumchlorid I\D/I(;eru;:;h?;r?stadt,
Natriumdihydrogenphosphat- | Merck, Darmstadt,
Monohydrat Deutschland
di- .
Natriumhydrogenphosphat- ;Zdi_%egt@’l and
Dihydrat ’
. . Merck, Darmstadt, 26-
Natriumhydroxid Deutsohland 35 37/39-45 C
. . Sigma,
Natriumkaliumtartrat- Deisenhofen
tetrahydrat Deutschl and’
. i Riedel-de Haen,
Natriumnitrit Sedlze, Deutschland 8-25-50 45-61 O,T,N
Pohl Boskamp,
Nitrolingual infus. Hophenl ockstedt,
Deutschland
23,456 Aldrich, Steinheim 26
Pentaf| uorbenzylbromid Deutschland 34 SS{%/SQ' Xi
PhenylmethylsulfonyIfluorid [S)'gg‘;hofen 26/27/28- 32;37/39_
(PMSF) Deutschland 3415 22
Sigma, . |45-26-
Phorbol-12,13-dibutyrat Deisenhofen, ggg%g 27-
Deutschland 36/37/39
Merck, Darmstadt 26
Phosphorséure 85 % Deutséhlan d "3 36/37/39- | C
45
. . Cayman Chemical,
8-is0-15(R) Prostaglandin Fz;, Af?r/] Arbor. U.SA.
DuPont,
(3H)-6-Keto- BadHomburg,

prostaglandinF4

Deutschland
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Sigma Immuno

6-K eto-prostaglandinF,- Chemicals,
Antikorper Deisenhofen,
Deutschland
. .2 . Cayman Chemical,
[3, 34, 4'-"H]-8-150-PGFaa | 5 1y Arbor, U.SA.
Sigma,
Pyrrolidintithi ocarbamat Deisenhofen, 36/37/38 | 26-36
Deutschland
Sigma,
Salicylsiure Deisenhofen, 22-31138- | 56 39 Xn
41
Deutschland
Merck, Darmstadt 26
Salzsaure ' T 134-37 36/37/39- | C
Deutschland 45
Schwefelsire, konz. Merck, Darmstadt, | 5 26-30-45 | C
Deutschland
Sulfanilséure Merck, Darmstadt, | 36/38.43 | 24-37 | i
Deutschland
Sigma,
Superoxiddismutase Deisenhofen,
Deutschland
Sigma,
Tiron Deisenhofen, 36/37/38 | 26-36
Deutschland
Tocopherol phosphat- Sigma, Deisenhofen
Dinatriumsalz Deutschland
Sigma,
Trypanblau Deisenhofen, 40 22-36/37 | Xn
Deutschland
: . Sigma,
Tristhydroxymethyl)amino- | i oo oten, 36/37/38 |26:36  |Xi
Methanhydrochlorid (TRIS)
Deutschland
Tumornekrosefaktor-alpha S gma,
Deisenhofen,

(TNF-a)

Deutschland
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Calbiochem-

Xanthin Novabiochem, La
Jolla, Kanada
Calbiochem-

Xanthinoxidase
Jolla, Kanada

Novabiochem, La

Reagenzien fiir die Zellkultur bzw. fiir die Zellkulturversuche

monoklonaler Antikorper gegen CD 106

Biotinylierter sekundérer Antikdrper gegen
Immunglobulin G der Maus
L-Arginin (100x) fur MEM
Di-Natriumcystin (100x) fur MEM
Dulbeccos PBS

Fetales Kélberserum

Glukose (100x) fuir MEM

L-Glutamin (100x) fir MEM

HBSS, Hanks™ balanced salts w/o Calcium and
Magnesium

HBSS, Hanks™ balanced salts solution
i-Inositol (100x) fur MEM

Hepes (10x)

CO,-Gas

L-Leucin (100x) fur MEM

Medium 199 Earles mod. salts
L-Methionin (100x) fur MEM
Minimum Essential Medium (MEM)
Natriumchlorid (100x) fir MEM
Penicillin-Streptomycin-L6sung
10.000 IE Penicillin/ml,

10.000 pg Streptomycin/ml

RPMI 1640 Zellkulturmedium mit
L-Glutamin

Stickstoff

Streptavidin-M eerrettichperoxidase-K onjugat-Reagenz

Trypsin-EDTA-LAsung (10x)

Fiir die GC-MS verwendete Gase:
Helium (5,0), Methan (5,5) und Argon (5,0)

Immunotech, Marseille,
Frankreich

Amersham, Buckinghamshire, UK

GibcoBRL, Paisley, Scotland
GibcoBRL, Paidey, Scotland
GibcoBRL, Paisley, Scotland
GibcoBRL, Paidey, Scotland
GibcoBRL, Paisley, Scotland
GibcoBRL, Paidey, Scotland
GibcoBRL, Paisley, Scotland

GibcoBRL, Paisdly, Scotland
GibcoBRL, Paidey, Scotland
GibcoBRL, Paidey, Scotland
Linde, Hannover

GibcoBRL, Paisley, Scotland
GibcoBRL, Paisley, Scotland
GibcoBRL, Paidey, Scotland
GibcoBRL, Paisley, Scotland
GibcoBRL, Paidey, Scotland

GibcoBRL, Paisley Scotland

GibcoBRL, Paisley, Scotland
Linde, Hannover

Amersham, Buckinghamshire, UK

GibcoBRL, Paidey, Scotland

Linde, Hannover
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7.1.2  Reagenz-Losungen

Griess-Reagenz A
37,5 mM Sulfanilsdure in dest. Wasser.

Griess-Reagenz B

12,5 mM N-(1-Naphthyl)ethylendiamin-dihydrochlorid in dest. Wasser.

Lowry-Reagenzien

Losung A
1,0 g Kupfersulfat in 100 ml dest. Wasser

Losung B
2,0 g Kaliumnatriumtartrat Tetrahydrat in 100 ml dest. Wasser

Losung C
2,0 g Natriumcarbonat in 0,1 N NaOH

L owry-Reagenz-Mischung
Mischung aus 50 ml Lésung C, 0,5 ml Lésung B und 0,5 ml Ldsung A

Folins-Reagenz
Mischung aus 2,5 ml 2N Folin und 2,5 ml dest. Wasser

RIA-Kohle
Eine Losung von 1 % Aktivkohle Norit A und 1 % Dextran T70 in RIA-Puffer wird 30 min
bei 4°C geruhrt, anschlief?end 10 min bei 1200 g zentrifugiert. Das Pellet wird in RIA-Puffer

aufgenommen und zweimal gewaschen

7.1.3  Pufferlosungen

Die pH-Werteinstellung erfolgte mit Salzsdure beziehungsweise NatriumhydroxidlGsung. Zur

Herstellung wurde - sofern nicht anders aufgefhrt - destilliertes Wasser verwendet.

Puffer A (Waschpuffer zur Entfernung des Zellkulturmediums und als Medium fiir die

Isoprostanversuche und die Nitritfreisetzungsversuche)

Natriumchlorid 800 g
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Kaliumchlorid 020 g
Di-Natriumhydrogenphosphat-M onohydrat 1,15 g
K aliumdihydrogenphosphat 020 g
Magnesiumchlorid-Hexahydrat 0,10 g
Glukose-Monohydrat 1,10 ¢
Calciumchlorid-Dihydrat 0,10 ¢
Aquadest. ad 1000,0 g
pH 7,4

Puffer B (HBSS-EDTA zum Waschen der Monozyten und Zellzihlung)
5mM EDTA in HBSS, pH 7,4

Puffer C (Bindungspuffer fiir Adhésionsversuche)
2mM Calciumchlorid, 2mM Magnesiumchlorid, 10 mM Hepesin HBSS, pH 7,4

Puffer D (Phosphatpuffer fiir ELISA)
6,5 mM di-Natriummonohydrogenphosphat, 2,5 mM Natriumdihydrogenphosphat,

in isotonischer Kochsalzldsung, pH 7,4

Puffer E (ABTS-Puffer fiir ELISA)
0,1 M Natriumacetat, 0,05 M Natriumdihydrogenphosphat, 0,2 mM ABTS, pH 4,2

Puffer F (RIA-Puffer)

1,62 % (V/V) 0,5 M di-Natriummonohydrogenphosphat-Dihydrat), 0,38 % (V/V) 0,5 M Na-
triumdihydrogenphosphat-Monohydrat, 10 % (V/V) 9 %-ige Natriumchlorid-L6sung und 88
% (V/V) doppelt destilliertes Wasser, pH 7,4

Puffer G (BSA-RIA-Puffer)
1%-ige L6sung von Bovinem Serum Albumin (Serva) in RIA-Puffer

Puffer H (Kernextraktionspuffer I fiir Gel-Shift-Assay)
10 mM HEPES, 10 mM Kaliumchlorid, 100 uM EDTA, 100 uM EGTA, 1mM DTT,
500 uM PMSF, pH 7,9

Puffer I (Kernextraktionspuffer II fiir Gel-Shift-Assay)
20 mM HEPES, 400 mM Natriumchlorid, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT,
1 mM PMSF, pH 7,9
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7.1.4 Geriate

Analysator fiir den Mikropartikel-Enzymimmunoassay

Abbott IMX System Abbott, Wiesbaden, Deutschland
Analysegeridt zur Bestimmung von Triglyceriden auf der Grundlage
spektroskopischen Messung nach Enzymreaktion

Abbott Vision Abbott, Wiesbaden, Deutschland

DC-Applikator
TLC-Applikator AS 30 Desaga, Heidelberg, Deutschland

DC-Entwicklungskammer
DC-MAT 230V Desaga, Heidelberg, Deutschland

ELISA-Reader

eine

Dynatech MR 5000 Dynatech Laboratories, Denkendorf,
Deutschland

Drucker:

PanasonicQuiet KX-P2123 Matsushita, Osaka, Japan

Mikroskop

Olympus CK 2, 601669 Olympus Optical, Hamburg,
Deutschland

Olympus Olympus Optical, Hamburg,
Deutschland

Photometer

Ultrospec Il UV/Visible Spektrometer LKB Biochrom, Freiburg, Deutschland

Szintillationszihler

LKB Wallac, Rackbeta, 1211 Pharmacia LKB, Uppsala, Schweden

Zentrifugen

Beckmann L8-70 Beckmann Instruments, M Unchen,

Deutschland
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Biofuge 15 Heraeus Sepatech, Deutschland
Kuhlzentrifuge RC5C Sorvall Instruments DuPont,
Bad Homburg, Deutschland
Kuhlzentrifuge K2S Hettich Universal, Tuttlingen,
Deutschland
Labofuge
Zentrifuge CR 412 Jouan, Deutschland

7.1.5 Weitere Materialien

Autosampler, Microeinsétze, Spitzvials

Bluecap 50ml, 15 ml

DC-Fertigplatten SIL G-25

Diaysekassetten, Slide-A-Lyzer 10.000MWCO
Kivetten(10 x 4 x 45 mm)

Magnetrihrer, HI 190 M

Pasteurpipetten

Polypropylenréhrchen, 10 ml, 4 ml
Quarzkivetten (1 cm Schichtdicke)

Sterilfilter 0,2 um

Thermoblock, Bioblock Scientific Code 92675
Thermostat 5320

Ultrazentrifugenflaschen, PP 30 ml

Varipetten 10,100,1000 pl

Vortexer, Reax 200

Zéellkulturflaschen 25 cm?

Zellkulturflaschen 75 cm?
Zdllkultur-6-Lochplatten

Zellkultur-96-L ochplatten

7.2 Literatur

CS-Chromatographie Service GmbH,
Langerwehn, Deutschland

Greiner, Fichtenhausen, Deutschland
Macherey-Nagel, Diren, Deutschland
Pierce, Rockford, U.S.A

Sarstedt, Deutschland

Hanna I nstruments, Deutschland
Eppendorf, Deutschland

Greiner, Fichtenhausen, Deutschland
Jurgens, Deutschland

Millipore, Molsheim, Frankreich
Thermolyne Corp., U.SA.
Eppendorf,Deutschland

Sorvall, DuPont, Newton, U.S.A.
Eppendorf, Deutschland

Heidolph, Deutschland

Nunc, Roskilde, Danemark

Corning, New York, U.SA.

Corning, New York, U.SA.

Nunc, Roskilde, Danemark
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