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Es ist nicht genug zu wissen, man muss auch anwenden.

Es ist nicht genug zu wollen, man muss auch tun.

Johann Wolfgang v. Goethe
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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Die Arteriosklerose

Die Arteriosklerose ist ein systemischer Prozess bei dem es zu Ablagerungen von Fetten,
Thromben, Bindegewebe, glatter Muskulatur sowie von Calciumcarbonat in GefaBwéanden kommt. Es
bilden sich sogenannte arteriosklerotische Plaques mit der Folge einer Gefalverengung und einer
damit einhergehenden Minderperfusion des versorgenden Gewebes. Arteriosklerose kann in jedem
groRRen und kleinen arteriellen Gefal des Kdrpers vorkommen und I6st abh&ngig von der Lokalisation
klassische Symptome und mdglicherweise eine folgenschwere Veranderung flr den Organismus aus.
Zu den besonders hdufigen Lokalisationen z&hlen die Aorta abdominalis, die Carotiden (A.carotis
interna, A.carotis externa) mit der Folge eines Insults, die Koronararterien mit einem erhéhten Risiko
fir einen Myokardinfarkt sowie die Beinarterien mit der Folge einer pAVK (peripheren arteriellen
Verschlusskrankheit). Nach Angaben des statistischen Bundesamtes bilden 2009 die ischdmischen
Herzerkrankungen und die akuten Myokardinfarkte zusammen mit 15,2% die Todesursache Nummer
eins in Deutschland (DeStatis 2009). Arteriosklerose ist ursachlich verantwortlich fiir die Entstehung

dieser Krankheiten und riickt somit in den Vordergrund der medizinischen Forschung.

1.2. Prozess der Arteriosklerose
1.2.1. Aufbau eines GefaRes

Der komplexe Kdorper des Menschen
ist auf den Transport von Nahrstoffen,
Signalmolekilen und Gasen zwischen
den  Geweben und  Organen
angewiesen (Carmeliet 2000). Hierzu
dient ihm ein weit gespanntes,
--Vasa hochverzweigtes, rohrenférmiges

vasorum

Netzwerk das von Endothelzellen

4--vegetativer gebildet wird: Das Blutgefalisystem.

Nerv

Aurteriosklerose kann jedes kleine und

Bindegewebe<-
der Intima

grolle Gefall im Organismus betreffen,

wobei der Befall der kleinen Gefale

Basaimémbran

Elastca
interna

als Mikroangiopathie und der Befall

Elastica

externa von grof3en GefaRen als
Welsch: Sobotta Lehrbuch Histologie, 2.A. © Elsevier GmbH. www.studentconsult.d¢

Makroangiopathie bezeichnet wird.
Abbildung 1.2.1: Aufbau eines arteriellen GeféRes
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EINLEITUNG

Abbildung 1.2.1 zeigt den schematischen Aufbau einer mittelgroRen Arterie vom muskuléren
Typ. Die Wand besteht aus drei konzentrischen Schichten, der innersten Tunica interna (Intima), der
muskularen Tunica media (Media) sowie der &ul3eren elastischen Tunica adventitia (Adventitia) (Jain
2003). Die Intima besteht aus einer innersten Endothelschicht mit Basallamina, einer locker
gelagerten Bindegewebsschicht mit Fibroblasten sowie glatten Muskelzellen und diinnen
Kollagenfasern. Die Intima wird von der Media durch eine diinne elastische Schicht getrennt, die
Elastica interna. Die Media ist abhdngig von dem Typ der Aterie entweder vorwiegend aus elastischen
Fasern (elastischer Typ, z.B. Aorta) oder aus muskuldren Fasern (muskuléarer Typ) aufgebaut. Die
Koronararterien gehdren zum muskuldren Typ und deswegen wird hier auf diesen Typ starker
eingegangen. Die Media besteht aus bis zu 30 konzentrisch angeordneteten Schichten glatter
Muskelzellen, die tber gap junctions miteinander verbunden sind. Die Muskelzellen selbst sind oft
von Kollagenfibrillen sowie Proteoglykanen umgeben. Die Trennschicht zwischen Media und
Adventitia bildet auch hier ein Netz aus dunnen elastischen Fasern, die Elastica externa. Die
Adventitia selbst bildet die aulere Hille der Arterie und besteht aus kraftigen Kollagenfasern und
elastischen Fasern, wobei sie dicker als die Media werden kann. Alle Arterien haben eine separate
GeféaBversorgung (Vasa vasorum) sowie ein innervierendes vegetatives Nervengeflecht (Welsch,
Lehrbuch Histologie 2006).

1.2.2. Prozess der Arteriosklerose auf der GefalRebene

Die Arteriosklerose ist ein chronischer und langwieriger Prozess, der bereits im friihen Alter
beginnt (Napoli et al, 1997). Abbildung 1.2.2 zeigt die einzelnen Stadien der Arteriosklerose nach
Stary. Stadium | der Arteriosklerose nach Stary ist ein Initialstadium. ES beginnt mit einer
Endothellasion, bei der die Barrierefunktion des Endothels aufgehoben wird. In diese Schaden kénnen
Monozyten sowie Lipide einwandern und es bilden sich erste Schaumzellen (foam cells) (Stary 1989,
Stary et al. 1995, Stary 2000, Riede et al. 1989). Schaumzellen sind Monozyten, die sich zu
Makrophagen umgewandelt und Fette aufgenommen haben. Diese Lé&sion kann bereits in der ersten
Lebensdekade auftreten, bleibt jedoch klinisch stumm. Durch weitere Aufnahme von Lipiden aus dem
Blut gibt es einen flieBenden Ubergang ins Stadium II, bei dem sogenannte ,,fatty streaks auftreten.
Dabei wird das im Blut zirkulierende LDL in der Media der GefaBwand zu oxLDL umgewandelt und
von den dort befindlichen Makrophagen phagozytiert. Es resultieren daraus gelblich erhabene,
streifenformige Intimaherde (Stary 1989, Stary et al. 1995, Stary 2000). Stadium Ill nach Stary tritt
erst ab der 3. Lebensdekade auf und ist gekennzeichnet durch die Ausbildung eines Lipidplaques.
Hierbei lagern sich die Lipide im Extrazellularraum zwischen den Schaumzellen an und die
eingewanderten glatten Muskelzellen und Fibroblasten fangen an verstarkt zu proliferieren (Stary et al.
1994; Stary et al. 1995). Bis hier ist noch eine Regression des Zustandes mdglich, wéhrend ab Stadium

IV keine Rickbildung zu erwarten ist (Stary 2000).

e
7




EINLEITUNG

NOMANCLATURE AND SEQUENCES IN PROGRESSION  gpgijest  MANGROWTH  CLINICAL
MAIN HISTOLOGY OF ATHEROSCLEROSIS ONSET MECHANISM COLLERLATIOI

Initial lesion

* histologically "normal”
* macrophage infiltration
* isolated foam cells

from
first
Fatty streak decade
mainly intracellular lipid .
accumulation clinically
silent
4 growth
2 mainly by
I Intermediate lesion e
O . intracellular lipid accumulation
g « small extracellular lipid pools
TH
2
(o) from
third e —
3 Atheroma Eeteee
= ¢ intracellular lipid accumulation
d « core of extracellular lipid
I
w
I
-
0 =
0O Fibroatheroma O—
E * single or multiple lipid cores Sinboth Sintcatt
| i ifi clinica
 fibrotic/calcific layers aciie et Yy
and or overt
collagen

Fern increase

fourth
decade

Complicated lesion
¢ surface defect !
¢ hematoma-hemorrhage
¢ thrombosis

thrombosis
and/or
hematoma

http://files.forensicmed.webnode.com/200000097-3992c3a8ch/atherosclerosis%20 progression.PNG (Stand 10.10.2011)

Abbildung 1.2.2 zeigt die Stadieneinteilung der Arteriosklerose nach Stary.

Stadium 1V ist gekennzeichnet durch eine Nekrose der Makrophagen und ein Konfluation der Fette
mit der Ausbildung eines flussigen Lipidkerns (Stary et al. 1994; Stary et al. 1995). In diesem
Lipidkern sind neben klassischen Fettsauren auch Cholesterinkristalle vorhanden und es bildet sich ein
mechanisch instabiles Atherom aus. Stadium V nach Stary ist das sog. Fibroatherom, bei dem eine
dicke, kappenartige Bindegewebsschicht aus Kollegen in der Intima zu erkennen ist (cap-region)
sowie eine vermehrter Kalzifizierung und eine starke Einwanderung von glatten Muskelzellen

auftreten kann.




EINLEITUNG

Dieses Stadium tritt iberwiegend ab der vierten Lebensdekade auf und kann bereits durch eine
Gefallverengung Klinisch in Erscheinung treten. In die arteriosklerotischen Plaques kénnen mit der
Zeit Gefale einspriel’en und somit kénnen Einblutungen im Plaque entstehen (Stary et al. 1994; Stary
et al. 1995). Es kommt der Ubergang zu Stadium VI nach Stary, welches gepragt ist durch Fissuren,
Plaqueblutungen, Plaquerupturen, non-okklusiven Thromben sowie Okklusivthromben (Stary 2000).
Die Makrophagen und die Mediamyozyten kdnnen Matrixmetalloproteasen ausbilden, die die fibrose
Plaquedecke aufweichen kénnen. Dies fihrt zu einer Instabilitat der Plagueoberflache mit der Gefahr
von Rissen bei vermehrter mechanischer Beanspruchung und dem Entleeren von thrombogenem
Material des Plaques in das GefaRlumen. Stadium VII und Stadium VIII sind in Abbildung 1.2.2 nicht
verzeichnet. Beide Stadien sind gepréagt durch die Ausbildung eines Organisationsmusters, bei dem
Myofibroblasten in der Gefdllwand eine starke Proliferation aufweisen. Die eingewanderten Zellen in
der Intima gehen zu Grunde und es bildet sich in Stadium VI ein zellarmes Muster mit Verkalkungen
aus und in Stadium VIII tritt eine Fibrosierung auf. In beiden Féllen sind die Plaques stabil, jedoch

verursachen sie eine hochgradige Stenosierung des GefaRes.

1.2.3. Die Arteriosklerose als Entzindungsprozess und die Rolle der Makrophagen

Zu der Entstehung der Arteriosklerose
VEGF

bFGF i i i i
p—— DG e gibt es verschiedene Theorien. Die am
EGF/TGFa TGFp .
TGFp e weitesten  erforschte  und momentan
TNFa
Platelet and PGE iqq : 3 T _
E:'G"'!!!PP,E'S'P" ‘ o LDL w04 favorisierte ist die ,,Response to injury
/ POGF Hypothese von Ross, die besagt, dass die

bFGF A A
SCoran-cor Arteriosklerose durch eine Verletzung des

MCP T Endothels und einer damit bedingten
Endothelial Cell 38.2

Thrombin
Factor Xa

Iy

endothelialen Dysfunktion einhergeht (Ross et

T ox LDL
- ;‘gg;‘ al. 1973, Ross 1986, Ross 1993). Die
‘,‘ff’ Verletzung kann dabei z.B. durch durch
TNF
Smooth Muscle Cell : mechanische Scherkrafte, chemische Noxen,

oxidiertes LDL, LPS, virale oder bakterielle

Einflisse hervorgerufen werden (Ross 1986).
Abbildung 1.2.3.1: Zellen, Mediatoren und

Eine derartige Schadigung bewirkt innerhalb
Zytokine welche die Ausbildung der

] ) o des Endothels eine Entziindungsreaktion. Es
Arteriosklerose beeinflussen; modifiziert nach

wurde gezeigt, dass drei Prozesse an der

Entstehung er Arteriosklerose maRgebend beteiligt sind: (1) die Proliferation von glatten
Muskelzellen, Makrophagen sowie weiteren Leukozyten, (2) die Ausbildung einer
Bindegewebsstruktur bestehend aus Kollagenfibrillen, elastischen Fasern und Proteoglykanen, (3) die

Anreicherung von Lipiden und von verestertem Cholesterin im Extrazellularraum (Faggiotto et al.

e
9




EINLEITUNG

1984, Masuda et al. 1990). Bei diesen Prozessen spielt das Endothel mit diversen Zytokinen und
Adhésionsmolekiilen eine zentrale Rolle. Zu den Eigenschaften und Aufgaben des Endothels gehdren
die Darstellung einer nicht-thrombogenen Oberflache, die Bildung einer Permeabilititsschranke, die
Regulation des vaskularen Tonus sowie Regulation, Synthetisieren, Sezernierung von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen und Moglichkeit der Modifikation von Lipoproteinen (Oxidation),
wahrend diese in die Arterienwand transportiert werden (Gimbrone M.A. jr. 1976). Bei einer
Schéadigung des Endothels wird jedoch eine Entzlindungskaskade in Gang gesetzt, die eine
Einwanderung von Monozyten und anderen Leukozyten sowie auch die Proliferation von glatten
Muskelzellen, Fibroblasten und die Umwandlung von Makrophagen zu Schaumzellen bewirkt (Ross
1986). In der Anfangsphase der Schadigung bilden die Endothelzellen auf ihrer Oberflache vermehrt
Adhasionsmolekiile aus wie z.B. E-Selektine (endotheliale Selektine) und VCAM-1 (Bevilacqua M. P.
1993, Bevilacqua et al. 1994, Carlos et al. 1994, Springer T.A. 1990, Gimbrone et al 1990). Durch die
E- Selektine werden Liganden auf den Leukozyten wie ESL-1 und das L-Selektin erkannt und eine
Zell-Zell-Interaktion vermittelt (Bevilacqua M. P. 1993, Bevilacqua et al. 1994). Es folgt eine
Anlagerung von Leukozyten aus dem Blut, insbesondere von Monozyten. Dies liegt an der Expression
des B1-Intergrin VLA-4, welcher nur von Monozyten und Lymphozyten erkannt wird, jedoch nicht
von Granulozyten (Bevilacqua et al. 1994, Luscinskas et al. 1996). Nach der initialen Rolling-Phase
kommt es auf dem Endothel zur Ausbildung von B1- und B2-Integrin, welches eine stérkere Bindung
zwischen Leukozyt und Endothel bewirkt. Die Ausbildung von VCAM-1 und ICAM-1/2 fordert den
stabilen Zusammenhalt zwischen Leukozyten und Endothel (Carlos et al. 1994, Luscinskas et al.
1996). Die Monozyten flachen auf dem Endothel ab und strecken Pseudopodien in die
Interzellularverbindungen der Endothelzellen aus (Carlos et al. 1994). Weiterhin produzieren die
Endothelzellen verschiedene proinflammatorische Zytokine wie z.B. Interleukin 1 (IL-1),
Tumornekrosefaktor o (TNFa) und Monocyten chemotaktisches Protein 1 (MCP-1), welche eine
vermehrte Aktivierung der Leukozyten aus dem Blut bewirken (Raines et al. 1989, Old 1985, Libby et
al 1989). Die Monozyten sezernieren Matrixmetalloproteasen, die die Bindegewebsstruktur des
Endothels auflosen und somit ein Passieren ermdéglichen (Crowther MA. 2005). Die aktivierten
Monozyten sezernieren neben den oben genannten inflammatorischen Zytokinen auch den Monocytes-
stimulating-Factor (M-CSF), der eine Monozytenproliferation, eine lokale Aktivierung wvon
benachbarten Monozyten, sowie eine erhdhte Oxidierung von LDL zu oxLDL verursacht (Rosenfeld
et al. 1990). Das oxLDL wirkt entziindungsfordernd, gewebsdestruktiv sowie chemotaktisch fiir
andere Leukozyten. Die Monozyten differenzieren sich in der Passage der Endothelwand zu
Makrophagen und sind nun in der Lage, Lipide aufzunehmen (Yla-Herttuala et al. 1989). Zytokine
und Mediatoren wie platlet derived growth factor (PDGF), basic fibroblast growth factor (bFGF),
insulin like growth factor 1 (IGF-1), transforming growth factor  (TGFp) verstarken die Proliferation
von glatten Muskelzellen sowie von Fibroblasten (Klagsbrun et al. 1989, Folkman et al. 1988, Raines
etal. 1992, Yayon et al. 1991).

e
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EINLEITUNG

Im Bereich des Endothelschadens lagern sich vermehrt diese Zellen an und beginnen lokal mit
der Produktion von extrazellularer Matrix wie z.B. von Proteoglykanen und Kollagenfasern.

R Im Endothel werden
IFNy Growth Growth Chemo-
GM-CSF  Apoptosis {‘9"""" D gerinnungsfordernde Stoffe wie z.B.
TNFa ' GM-CSF IFNy GM-CSF
Thmphoerts N [:;gg, Tors  veor der von Willebrand-Faktor
Scation IGF-I bFGF . . ..
o Gatias \.\\M VEGF Mcp’-1 gespeichert, die bei einer Verletzung
ration 6 bFGF TGF i
;;:::;: cosrace’ Ja Foce des Endothels freigesetzt werden und
of foreign materia . . .
inducibe source of S lokal eine Gerinnungsreaktion aus-
growth regulatory  / pa.. \. | PoGF . P .
molecules P i ) bilden. Dabei konnen von im Blut
noEar oo + e zirkulierenden Thrombozyten weitere
VEGF 9 TNFa
E’E&“,‘ i | gerinnungsfordernde Stoffe
oxLDL  Smooth Muscle Cel Endotheliel Col freigesetzt werden wie z.B. Thrombin
Abbildung 1.2.3.2: Einwirkung der verschiedenen und  Faktor  Xa, womit eine
Gewebe und Zellen auf die Makrophagen, Aufgaben der Gerinnungskaskade gestartet wird.
von den Makrophagen produzierten Mediatoren; Abbildung 1.2.3.1 zeigt einige von
;noogdlfmert nach Russel Ross (1993), Nature 362, 801 - den verschiedenen Mediatoren und
Zytokinen, welche auf  das

Gefallendothel wirken kénnen und eine proinflammatorische Reaktion mit Gewebsproliferation und
Leukozyteneinwanderung hervorrufen. Die differenzierten Makrophagen in der Gefalwand, die die
Intima durchdringen und sich in der Media festsetzen, bilden bestimmte Rezeptoren aus, sog.
Scavenger Rezeptoren. Mit Hilfe dieser Rezeptoren sind sie in der Lage oxLDL aufzunehmen und dies
zu speichern (Goldstein et al. 1979, Parthasarathy et al. 1989). Das oxLDL wirkt dabei
proinflammatorisch und bewirkt die Freisetzung von Zytokinen wie IL-1, IL-6, TNFa (Quinn et al.
1987, Stopeck et al 1993, Leonard et al. 1990, Rajavashisth et al. 1990). Weiterhin initiiert oxLDL in
den Makrophagen die Bildung von Superoxiden sowie von Radikalen, die weiteres LDL oxidieren
kénnen (Yun So Bae et al. 2009). Somit entsteht eine Kettenreaktion, die zu einer Progression der
arteriosklerotischen Plaques fiihrt. Abbildung 1.2.3.2 zeigt die verschiedenen Einflussfaktoren auf die
Makropahgen. Es ist deutlich erkennbar, dass viele der einflussnehmenden Mediatoren von den
Makrophagen selbst gebildet werden kdnnen. Einige Mediatoren wie z.B. IL-1 und TGFp konnen
sowohl wachstumshemmend als auch wachstumsfordernd wirken. Glatten Muskelzellen in der
GefaBwand werden besonders durch PDGF, VEGF, TNFa, TGFB zum Wachstum und zur Synthese
von Proteoglykanen angeregt, ebenso wie kollagenproduzierende Fibroblasten (Ross et al. 1990, Libby
et al. 1989, Shimokado et al. 1985, Libby et al. 1986). Dies bewirkt ein zunehmendes Wachstum des
Plaques. Nach einer gewissen Wachstumsphase konnen die arteriosklerotischen Plaques die Vasa
vasorum der Gefale erreichen und dies fiihrt zu einem hamorrhagischen Einbruch in die Plaqueregion
(Berger et al. 1990, Falk et al. 1995, Stary et al. 2000).
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Mit der Zeit werden vermehrt Lipide aus dem Blut aufgenommen und verestert. Insbesondere
Cholesterin kann sich als Cholesterinkristalle ablagern und die Wand des Gefales verharten. Die
Néhrstoffversorgung der Plaques verschlechtert sich mit zunehmender GroR3e und dies fiihrt zu einer
zentralen Nekrose mit zentraler Verflissigung des Plaques (Bostrom et al 1995, Stary et al. 1995,
Stary et al. 2000). Die untergegangen Zellbestandteile konnen entweder von benachbarten
Makrophagen phagozytiert werden oder konfluieren im Plaque.

1.3. Nitroalkene

1.3.1. Aufbau und Vorkommen der Nitroalkene

Nitroalkene sind ungeséttigte Kohlenwasserstoffketten mit ein oder mehreren NO,-Gruppen.
Dabei konnen sowohl die L&nge des Molekils als auch die Zahl der ungesattigten Bindungen
variieren. Im Korper kommen Nitroalkene als ungeséttigte Fettsdure mit verschiedenen
Stickstoffresten in vielen Kompartimenten vor. Die am haufigsten vorkommenden und am besten
untersuchten nitrierten Fettsauren sind die nitrierte Linolsaure (18 C-Atome, 2 Doppelbindungen) und
die nitrierte Olsaure (18 C-Atome und 1 Doppelbindung). Abbildung 1.3.1.1 zeigt zwei Regioisomere
der Olsaure, namlich die 9-und 10- Nitro-Olsaure sowie zwei weitere mogliche haufig vorkommende

Molekiile, die 9-und10-hydroxid-Olsaure (Freeman et al. 2008). Beide Regioisomere der nitrierten

Olsaure konnen in vitro synthetisiert

M werden und kommen im
T OR Nanomolbereich in vivo vor (Baker et al.
9-nitrooleic acid 2005, Tsikas et al. 2011). Hydroxyl-

W\/%N)W Reste konnen in Folge von Reaktion mit
— OR

H,O auftreten und bilden ein haufiges

10-nitrooleic acid Reaktionsprodukt der nitrierten Olsaure,

I
W insbesondere  im  wassrigen  Milieu
' OR

(Balazy et al. 2001, Lima et al. 2002).

L - m/z 202
9-nitrohydroxy-oleic acid Die Konzentration der nitrierten Olsaure
ist in jedem Kompartiment hoher ist als

O,N | OH O
1

\MWOR die der nitrierten Linolsaure. AuBBerdem

- miz 17 wurde  nachgewiesen, dass  die

10-nitrohydroxy-oleic acid . . . . .
Linolsdure ein deutlich  geringere

Halbwertszeit besitzt als die Olsaure, 4
Abbildung 1.3.1.1 Strukturformel von 9- und10- nitro-

cis-Olsdure und von 9- und 10-nitrohydroxid-Olséure,
modifiziert nach B.A.Freeman (2008), JBC vol. 283
pp. 15515-15519

Minuten im Vergleich zu ca. 30 Minuten
(Baker et al. 2005, Rudolph V. et al.
2008).
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Die Menge an freiem OA-NO; im Blutplasma ist im Vergleich zu LNO, ca. 8-mal so hoch,
wéhrend jedoch ca. doppelt so viel verestert ist. Somit kann der Linolsdure eine erhéhte Tendenz zur
Anlagerung an Plasmaproteine zugerechnet werden (Baker et al. 2005). Die Verhéltnisse bei der
Anlagerung an Erythrozyten sind bei beiden Fettséduren &hnlich und im Urin unterscheiden sie sich
auch nur geringfugig. Weiterhin wurde mit Hilfe von radioaktiv markierten Kohlenstoff- oder
Wasserstoffatomen die unterschiedliche Verteilung der nitrierten Olsaure auf die verschiedene
Gewebe sowie deren Aktivitat und der Abbau untersucht (Rudolph V. et al. 2008). Dabei wurden die
Werte mit Hilfe einer Massenspektometrie ermittelt. Jedes Molekil zeigt einem seinen Aufbau und
seiner Konformation entsprechendes spezielles Absorptionsmuster, welches ermittelt und quantifiziert
wurde. Es konnte gezeigt werden, dass 90 Minuten nach der Injektion von radioaktiv markierter OA-
NO, die hochste spezifische Aktivitat bezogen auf das Gewicht des Organs mit ca. 30% in den
Muskeln und mit etwa 18% in der Leber war. Im Plasma waren 53% der nitrierten Olsaure an
Albumin gebunden und lediglich 6% in freier Form vorhanden. Der Rest ist mit weiteren

Plamaproteinen, besonders mit Thiolen, Verbindungen eingegangen (Rudolph V. et al. 2008).

1.3.2.  Synthese von Nitroalkenen

Der Mechanismus der Synthese von nitrierten Fettsduren in vivo ist noch ungeklért, jedoch
gibt es eine Reihe von Thesen, welche verschiedene mogliche Reaktionen darstellen. Abbildung 1.3.2
(Trostchansky et al. 2008) zeigt mdgliche Synthesewege fiur nitrierte Fettsuren. Hierbei hdngen die
Reaktion von dem Sauerstoffangebot ab. Bei geringem Sauerstoffangebot laufen eine elektrophile oder
radikalische Substitution ab. Der Beginn einer radikalischen Reaktion h&ngt jedoch von dem
Vorhandensein eines *NO, - Radikals ab (Freeman et al 2008). Ein mdglicher Synthesemechanismus
von *NO, — Radikalen ist eine Peroxynitrit-abh&ngige Reaktion (Beckman et al. 1990, Radi et al.
1991). Hierbei gibt Peroxynitrit (ONOQO’) im sauren Milieu *NO, — Radikale ab. Ein weiterer
Reaktionsweg ist eine Peroxidase-katalysierte Oxidation von NO, zu *NO,. (Brennan et al. 2002,
Eiserich et al. 1998, Castro et al. 2004). Eine Protonation von NO, zu HNO, kann ebenfalls als
Ergebnis reaktive *NO, — Radikale haben. Dabei Wird das HNO, mit Hilfe von H* zu NO*
umgewandelt, welches mit einem weiteren Molekil NO, zu N,O; reagiert, von welchem sich ein
*NO,-Radikal abspaltet (Freeman et al. 2008). Ein weiterer mdglicher Mechanismus ist eine Oxidation
von *NO. *NO ist ein lipophiles Gas welches die Zellmembranen durchdringen und sich im Zentrum
von Lipoproteinen und Membranen ansammeln kann (Méller et al. 2005). Ein weiteres Gas mit guter
Diffusionsfahigkeit ist O,, welches das *NO zu *NO, — Radikalen oxidieren kann. Die letzte
beschriebene Reaktion ist eine ionische Addition von NO,". Obwohl NO," und N,O4 im wassrigen
Milieu als sehr instabil gelten, kann bei Reaktion von Metallen mit ONOO™ das abgespaltene NO," eine

ionische, elektrophile Reaktion mit einer ungeséttigten Fettséure eingehen (Quijano et al. 2001).
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Abbildung 1.3.2. zeigt die verschiedenen Synthesewege fir nitrierte Fettsduren, hierbei laufen
mogliche Prozesse unter geringem und hohem Sauerstoffangebot ab. Unter geringem
Sauerstoffangebot kann eine radikalische oder eine elektrophile Substitution ablaufen. Bei hohem
Sauerstoffangebot werden die Fettsduren oxidiert, modifiziert nach A. Trostchansky (2008), Free
Radical Biology & Medicine 44 pp. 0891-5849
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Abbildung 1.3.2 (Trostchansky et al. 2008) zeigt bei geringem Sauerstoffangebot mehrere
verschiedene Reaktionen. Zum einen liegt ein radikalischer Prozess vor, bei dem das aus den oben
beschriebenen Reaktionen entstandene *NO, sich an eine Doppelbindung einer Fettsdure anlagern
kann (Gallon et al. 1994, Napolitano et al. 2000). Daraus entsteht ein B-nitroalkyl-Radikal, welches
mit einem weiteren *NO, zu einem Nitronitrit Derivat reagiert. Dieses kann nun entweder eine HNO,
Gruppe abspalten und es bleibt ein Nitroalken Ubrig oder es geht eine Hydrolyse vonstatten, die als
Edukt ein Nitrohydroxy-Derivat hat (O"Donnell et al. 2001). Wie bereits oben beschrieben, kann NO,’
insbesondere im sauren Milieu zu *NO, —Radikalen umgewandelt werden. Als geeignete Lokalisation
fur derartige Reaktion konnen auf Grund ihres sehr geringen pH-Wertes Phagozyten oder der
Magenbereich in Betracht gezogen werden (Freeman et al. 2008). Ein weiterer moglicher
Reaktionsprozess kann eine elektrophile Substitution mit einem NO," sein (O Donnell et al. 1999,
O’Donnell et al. 2001). Die ungesattigte Doppelbindung fiihrt innerhalb des Molekiils zu einer
negativen Partialladung, welche als Ziel flr einen elektrophilen Angriff dienen kann. Unter
Abspaltung eines Wasserstoffprotons kommt es zur Ausbildung eines Nitroalkens. Als Nebenprodukte
bei Reaktion mit geringem Sauerstoffangebot kénnen Nitroallyl-Derivate entstehen. Dies ist der Fall,
wenn an Stelle einer Anlagerung eines weiteren *NO,-Radikals sich ein Wasserstoffatom abspaltet.
Bei hohem Sauerstoffangebot reagiert der molekulare Sauerstoff mit der Doppelbindung der Fettsaure
und oxidiert sie. Dabei kénnen entweder weitere Isomere der Fettsdure entstehen oder jedoch Lipide
mit einer Hydroperoxid-Gruppe (Radi et al. 1991, Rubbo et al. 1994).

1.3.3. Metabolisierung der Nitroalkene

Nitrierte Fettsauren durchlaufen verschiedene Prozesse im Organismus. Mit Hilfe von
radioaktiv markierter nitrierter Olsaure konnen einige Metabolisierungsmechanismen nachverfolgt
werden (Rudolp V. et al. 2009). Innerhalb von 5 Minuten nach Injektion von OA-NO, tritt ein
Sattigungsprozess von bis zu 60% der nitrierten Olsaure auf, wobei sich nach 60 Minuten die Menge
von geséttigten und ungesattigten angleicht (Rudolph V. et al. 2009). Die Auflésung einer
energiereichen Doppelbindung bewirkt einen Verlust an elektrophilem Potential fir das Molekdl. Die
Nitroalkene kodnnen eine reversible Michaelisreaktion mit verschiedenen Nukleophilen eingehen
(Batthyany et al. 2006, Baker et al. 2007, Freeman et al. 2008). Zu den Reaktionspartnern zahlen unter
anderem Molekile, die Cysteine und Thiole enthalten wie z.B. Gluthation. Die Aufldsung der
Doppelbindung ist eine Schutzreaktion des Organismus um reaktive Molekdle auszuschalten und l&uft
vermutlich enzymatisch ab (Rudolph V. et al. 2009). AufRerdem sinkt die Konzentration der
radioaktiv-markierten Olsaure nach Injektion innerhalb von 15 Minuten im Blutplasma stark ab. Dies
ist auf Umverteilungsprozesse der Fettsaure in verschiedene lipophile Kompartimente wie
Zellmembranen zuriickzufiihren (Rudolph V. et al. 2009). Abbildung 1.3.3 (Rudolph V. et al. 2009)

zeigt mogliche Formen der Metabolisierung der nitrierten Olséure.
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Abbildung 1.3.3 zeigt die verschiedenen Metabolisierungsprozess der nitrierten Olsaure,
modifiziert nach V.Rudolph (2009), JBC vol. 284, NO. 3, pp. 1461-1473

Hierbei wird unterschieden in intra- und extrazellulére Prozesse. Intrazelluldr kdnnen im OA-
NO; durch Abspaltung von Wasserstoffionen weitere Doppelbindungen entstehen (NO,-18:2) oder es
kann durch Anlagerung von Wasserstoffionen zu einer vollkommenen Séttigung kommen (NO, -18:0).
Diese unterschiedlichen Molekiille kdnnen entweder aus den Zellen hinaus- oder jedoch in die
Mitochondrien hineintransportiert werden. In den Mitochondrien werden die Fettsduren durch f-
Oxidation abgebaut, wobei 12-C-Atome lange Ketten entstehen. Die Ursache fur einen
unvollstandigen Abbau liegt in der NO,- Gruppe. Die Enzyme der B-Oxidation kénnen diese Gruppe
nicht abbauen oder umlagern und deshalb kommt die Reaktion an dem C-Atom, das die NO,-Gruppe
tragt, zum Erliegen (Rudolph V. et al. 2009). Nach Reaktionsabbruch werden die C-12-Ketten
zusammen mit einem Coenzym A in den Extrazellularraum transportiert, wo eine erh6hte Menge an
C-12-Ketten nachgewiesen werden kann. Die Ketten kénnen dabei eine unterschiedliche Anzahl an
Doppelbindungen haben (keine, eine, zwei) (Rudolph V. et al. 2009). Ein weiterer Transportweg aus
den Zellen ist die Reaktion mit Glutathion (GSH) (Baker et al. 2007, Freeman et al. 2008) Die NO,-
Gruppe reagiert hierbei mit der Schwefelgruppe des Glutations und es entsteht ein Thiol. Mit Hilfe des
»~multiple drug restitance proten-1¢“ (MRP-1) kann diese Verbindung aus der Zelle transportiert

werden.
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Die aus den Zellen transportierten freien Fettsauren konnen sich an Plasmaproteine reversibel
anlagern, wobei die Menge an freien und gebundenen Fettséuren in einem konstanten Verhéltnis bleibt
(Rudolph V. et al. 2009). Weiterhin konnen die Fettsauren von Zellmembranen aufgenommen werden,
was zu einer ,,Verflissigung® der Zellmembran fuhrt und eine Verringerung ihrer Stabilitdt und
Barrierefunktion mit sich bringt. 90 Minuten nach Injektion ist die Aktivitat an radioaktivmarkierten
Fettséuren im Zellplasma auf 0,5% gesunken. Die Abbauvorgénge der nitrierten Fettsauren laufen zum
groften Teil in der Leber und in den Muskeln ab (Rudolph V. et al. 2009).

1.3.4. Wirkung der Nitroalkene auf den Organismus

Nitroalkene kénnen im Organismus diverse Reaktionen und Prozesse beeinflussen. Insgesamt
kann man den Nitroalkenen eine entziindungshemmende Wirkung zuschreiben, indem sie auf
unterschiedlichste Weise in die Signalkaskade eingreifen. Dabei kénnen nitrierte Fettsauren eine
direkte Interaktion mit Stoffen der inflammatorischen Signalkaskaden eingehen (Michael Addition)
(Batthyany et al. 2006, Baker et al. 2007, Freeman et al. 2008). Hierbei reagieren die Nitroalkene
durch ihren starken elektrophilen Charakter zusammen mit Nukleophilen zu reversiblen Verbindung
(Baker LM et al. 2007). Die Stickstoffdioxid-Gruppe ist eine stark Elektronen ziehende Gruppe und
bewirkt in Verbindung mit einer ungesdttigten Fettsdure ein hohes elektrophiles Potential des
Gesamtmolekuls (Asylin et al 2007). Fir die Michael Addition ist ein spezifischer Molekulaufbau
von Noten, der bei Nitroalkenen gegeben ist (Arthur Michael 1887, Arthur Michael 1894). Hierbei
dient das Nitroalken, welches ein ungeséttigtes Carbonsdureamid ist, als Michael-Akzeptor. Zu
geeigneten Michael-Donatoren zahlen Amine, Thiole oder andere Carbonylverbindungen. Eine
besondere Stellung nehmen hierbei Cystein- und Histidin-Aminosauren ein, welche ebenfalls mit der
nitrierten Olséure reversible Bindungen eingehen konnen (Baker LM et al. 2007). Es gibt eine
Vielzahl von Entziindungsmediatoren und Signalstoffen, die diese Aminosauren enthalten und somit
ein potentieller Reaktionspartner in einer Michael-Addition sein kdnnen und somit Zielstrukturen von
OA-NO; sein kénnen. Darunter zéhlen unter anderem die Untereinheiten p65 und pS0 des NF-kB oder
aber auch PPARy (Schopfer et al. 2010; Cernunda et al. 2001; Baker LM et al 2007; Straus et al 2000).
PPARy ist unter anderem zusténdig fur eine gesteigerte Synthese von Gluatathion und Hdmoxygenase.
Zudem zeigt sich eine hohes Reaktionspotential der Nitroalkene mit Glutathion (Baker LM et al.
2007). Von besonderer Bedeutung im Zusammenhang mit dem Glutathion ist, dass die hohe
Reaktionsbereitschaft unabhangig von einem Katalysator und zudem reversibel ist. Die Anlagerung
von OA-NO; an die Cysteinreste von solchen Signalstoffen kann deren Eigenschaften alternieren und

somit die Signalkaskade storen bzw. induzieren.
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Abbildung 1.3.4.1 zeigt den Reaktionsmechanismus einer Michael-Addition. Im ersten Schritt
lagert sich das Nukleophil an die Doppelbindung des OA-NO, an. Aufgrund der positiven Teilladung
am Stickstoffatom werden die Elektronen zu diesem gezogen. Es liegt hier ein Uberschuss an
negativer Teilladung vor und somit lauft im zweiten Schritt eine Protonierung mit der Anlagerung
eines Wasserstoffions ab. Weiterhin wurde untersucht, ob nitrierte Olsdure Einflisse auf den
metabolischen Haushalt von ApoE-Méausen besitzt (Rudolph TK et al. 2010). Sowohl
Blutzuckerspiegel als auch die Konzentrationen der Lipoproteine zeigen jedoch keine signifikanten

Anderungen zum Normalzustand unter Kontrollbedingungen (Rudolph TK et al. 2010).
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Abbildung 1.3.4.1: Ablauf einer Michael Addition

1.3.4.1. Nitroalkene verringern TNFa-Wirkung

TNFa ist Bestandteil einer Inflammationskaskade und kann im Rahmen von
Entztindungsprozessen von Endothelzellen und Leukozyten (besonders von Monozyten/Makrophagen)
gebildet werden (Glass et al. 2001). Es bewirkt eine vermehrte Ausschiittung an weiteren
proinflammatorischen Zytokinen wie z.B. IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, INFy. Weiterhin initiiert es die
Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen und steigert die Synthese von Akute-Phase-
Proteinen in der Leber. TNFa ist verantwortlich fiir die Ausbildung der klassischen paracelsischen
Entziindungsreaktion mit Rubor, Dolor, Calor, Tumor. Es spielt weiterhin auch eine wichtige Rolle bei
der Aushildung von Adhéasionsmolekilen wie E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1 und somit ist es
mitbeteiligt an der Migration von Leukozyten (Gosh et al. 1998). TNFoa wirkt iiber einen
intranukledren Mechanismus (Chen et al. 2002, Wajant et al. 2003). Das Zytokin wandert in den
Zellkern, wo eine Homodimerisierung stattfindet und lagert sich an bestimmten Rezeptoren an, die
eine vermehrte Expression des Transkriptionfaktor NFkxB bewirken. Dieser ist verantwortlich fiir
Zelldifferenzierung, Zytokinproduktion sowie Regulation der Apoptose (Gosh et al. 1998). Es wurde
gezeigt, dass Nitroalkene, besonders das OA-NO,, die TNFa abhingige Expression von NFkB
verringern (Hwang et al. 2009, T Cui et al. 2006). Weiterhin verringert OA-NO, die Ausbildung von
den Adhé&sionsmolekilen E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1 (Hwang et al. 2009. Die Adhésion von
Monozyten/Makrophagen an TNFa stimulierten Endothelzellen nimmt nach Behandlung mit OA-NO,
um 20-30% ab (Hwang et al. 2009).
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Derartige Adhdsionsvorgdnge spielen bei der Entwicklung der Arteriosklerose wie oben
beschrieben eine zentrale Rolle. Die Ausbildung von weiteren TNFa induzierten Zytokinen (IL-6, IL-
8, IL-12, INFy, MCP-1, IP-10) kann durch die Behandlung mit OA-NO, um 40-60% gesenkt werden
(Hwang et al. 2009).

1.3.4.2. Nitroalkene steigern die PPAR-Aktivitat

Peroxisom-Proliferator-aktivierende Rezeptoren (PPAR) sind intrazellulare Rezeptoren,
welche nach Bindung eines Liganden mit einem Retinsaure-Rezeptor heterodimerisieren und in den
Zellkern wandern. Dort binden sie an DNA-Abschnitte und initiieren die Transkription von
spezifischen Genen. Es gibt drei Subtypten der Rezeptoren, PPARa, PPARy, PPARg;. PPARo kommt
vor allem in Leber, Herz und Skelettmuskel vor und ist dort verantwortlich fir die Expression von
Enzymen fir die B-Oxidation. PPARg; wird ubiquitar gebildet und ist verantwortlich flr den
Glukosestoffwechsel. PPARy wird hauptsdchlich im Fettgewebe expremiert und reguliert den
Glukoseuptake sowie die Adipozyten-Differenzierung aus Fibroblasten (Lee et al. 2002, Marx et al.
2004). In der Leber verringert PPARy die Glukoneogenese und aktiviert die Glykolyse. Weiterhin
inhibiert PPARy die Expression von TNFa und verringert somit die inflammatorische Reaktion (Lee et
al. 2002, Marx et al. 2004). PPARy wird auch in Makrophagen, Monozyten und glatten Muskelzellen
gebildet und dient dort der Regulation des Lipidstoffwechsels, der Entziindungsreaktion und der
Zellproliferation (Wang et al. 2002). Es wurde nachgewiesen, dass OA-NO, und LNO, starke
Liganden der PPAR-Rezeptoren sind, insbesondere des PPARy (Baker et al. 2004, Schopfer et al.
2005, Baker et al. 2005). Dabei zeigt die nitrierte Olsaure eine deutlich starkere Aktivierung als die
nitrierte Linolsdure (Baker et al. 2005). Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass OA-NO, im wassrigen

Milieu stabiler ist und vermutlich eine hohere Affinitit zum Rezeptor besitzt (Baker et al. 2005).

1.3.4.3. LNO;steigert die Expression der Heme Oxygenase 1 (HO-1)

Die H&moxygenase 1 (HO-1) ist ein Enzym, welches die funktionelle Gruppe des
Hé&moglobins, das Ham, zu Biliverdin, Eisen und Kohlenmonoxid abbaut (Abbildung 1.3.4.3) (Maines
1997). Die HO-1 ist ein induzierbares Enzym und kann durch viele verschiedene Stimuli aktiviert
werden, hierzu zdhlen oxidativer Stress, VEGF, PDGF, TGF-B und verschiedene proinflammatorische
Zytokine wie z.B. TNFo (Sassa 2004). Die H&moxygenase 1 und das Stoffwechselprodukt
Kohlenmonoxid wirken antiinflammatorisch, vasodilatatorisch, forden die Neoangiogenese, verringern
oxidativen Stress und hemmen die Apoptose (Brusko et al. 2005, Durante 2002, Nakao et al. 2005).
Nitrierte Linolsaure steigert die Ausbildung von HO-1 auf mRNA-Ebene abhangig der Konzentration
um das 70-fache und auf Protein-Ebene um das 15-fache (Wright et al. 2006).
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LNO, gibt in wassrigem Milieu leicht Stickstoffmonooxid ab, welches auch die Expression
von HO-1 steigert (Wright et al. 2006). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die LNO, —abhéngige
Aktivierung der HO-1 nur teilweise auf der Eigenschaft der nitrierten Linolséure, NO abzugeben
(Schopfer et al. 2005), beruht. Weiterhin steigert LNO, auch die Expression von HO-1 in
Endothelzellen und glatten Muskelzellen (Wright et al. 2006). Dies ist von grof3er Bedeutung fir
entzlindliche Prozesse, die sich an Gefalwanden abspielen, wie z.B. die Arteriosklerose. In der Tat
wirkt sich eine hohe Aktivitat von HO-1 positiv auf arteriosklerotische Prozesse aus (Duckers et al.
2001, Ishikawa et al. 2001)

1.3.4.4. LNO2 verringert die Anlagerung von Blutplattchen

Die Blutgerinnungskaskade ist ein kompliziertes Zusammenspiel einer Reihe von Proteinen,
Mediatoren und Oberflachenmarkern. Ein wichtiger Bestandteil dieses Systems ist das Enzym
Thrombin (Royle et al. 1987, Degen et al. 1987). Es besitzt eine Proteaseaktivitdt und spaltet das
Fibrinogen in Fibrin, welches fir die Vernetzung von Thrombozyten verantwortlich ist. Weiterhin
aktiviert es weitere wichtige Faktoren der Gerinnungskaskade. LNO, verringert die Wirkung des
Thrombins und hemmt die Aggregation von Thrombozyten, wobei es einen intrazelluldaren Anstieg
von Calcium in Blutplattchen bewirkt und somit die Ausbildung von Gerinnungsproteinen (Coles et al.
2002). LNO, senkt den intrazellularen, Thombin-abh&ngigen Anstieg des Calciums um bis zu 85% des
Ursprungswertes  (Coles et al. 2002). Thrombin steigert weiterhin die Expression des
Adhasionsmolekiils P-Selektin auf den Thrombozyten (Coles et al. 2002), welches von zentraler
Bedeutung fur die Aggregation und die Ausbildung eines Thrombus ist. LNO, hemmt auch hier den
Effekt des Thrombins und verringert die P-Selektin Expression und somit die Plattchenaktivitat.
Hierbei wurde nachgewiesen, dass der LNO,-Effekt unabhéngig von der cGMP-Konzentration und

somit auch nicht bedingt durch die NO-Freisetzung ist (Coles et al. 2002).
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1.3.4.5. Nitroalkene verringern die Phosphorylierung von STAT-1 sowie die LPS-
Wirkung auf den Entziindungsprozess in RAW-Makrophagen

Das Lipopolysaccharide (LPS) ist ein thermostabiler Bestandteil von Bakterienmembranen,
welches beim Zerfall der Bakterien als Endotoxin abgegeben werden kann und in einem fremden
Organismus als Mediator einer Entziindungsreaktion fungiert. Es besteht aus einem Lipidanteil,
welcher reaktionsauslésend wirkt, aus einer Kernregion aus Zuckern sowie einem an die Kernregion
angelagerten Polysaccharid. LPS induziert im Organismus eine Entziindungsreaktion indem es von
Leukozyten mit Hilfe von Toll-like-Rezeptoren (TLR) erkannt wird und indem es verschiedene
inflammatorische Zytokine freisetzt, unter anderem IL-6, TNFoa, MCP-1 (Kamezaki et al. 2004,
McLoughlin et al. 2005). Der Grof3teil dieser Zytokine aktiviert eine spezifische Signalkaskade mit der
es die Informationen an den Zellkern und an die DNA weiterleitet und somit die Synthese von
Entziindungsproteinen auslost. Abbildung 1.3.4.2 zeigt den Signalweg, den der GroRteil der Zytokine
aktiviert (mit Ausnahme von IL-1 und IL-8).
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Abbildung 1.3.4.2 Signalweg einer Rezeptorassoziierten Tyrosinkinase (JAK-Kinase).
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Hierbei gibt es verschiedene Rezeptoren, deren zytoplasmatischer Anteil mit einer Tyrosinkinase
(Janus-Kinase; JAK) assoziiert ist, Die Rezeptoren dimerisieren und es findet eine
Autophosphorylierung des zytoplasmatischen Anteils sowie der Januskinasen statt. Diese
Phosphatgruppen konnen von einer SH2-Doméne (Src-homology 2) eines Proteins erkannt und
gebunden werden. Zu den Proteinen mit einer SH2-Doméane gehdren die sogenannten STAT-Proteine
(Signaltransduktoren und Aktivatoren der Transkription). Diese Proteine binden sich an das
phosphorylierte Tyrosin und werden selbst durch die Januskinase phosphoryliert. Die Verbindung 16st
sich und zwei phosphorylierte STAT-Proteine kénnen nun dimerisieren. Sie durchdringen die
Kernmembran und lagern sich an Enhancerabschnitten fiir Entziindungsproteine an. STAT-Proteine
konnen von verschiedenen proinflammatorischen Zytokinen wie INFy, LPS und oxLDL aktiviert
werden und foérdern die Aktivierung von Makrophagen und deren Umwandlung zu Schaumzellen
(Sikorski et al. 2010, Sikorski et al. 2011). Die Nitroalkene OA-NO, und LNO, verringern die LPS
induzierte Phosphorylierung von STAT in RAW-Makrophagen (Ichikawa et al. 2008). Weiterhin
entwickeln Nitroalkene einen starken suppressiven Effekt auf die LPS-abhangige Freisetzung von
proinflamatorischen Zytokinen IL-6, TNFa, MCP-1 (Cui T et al. 2006, Ichikawa et al. 2008). In
Anwesenheit von OA-NO, und LNO, ist die Menge an Zytokinen signifikant geringer als bei
Kontrollbindungen nur mit LPS (Cui T et al. 2006). Fettséduren ohne eine NO,-Gruppe dagegen haben
keinen Einfluss auf die Zytokinmenge (Cui T et al. 2006). Ahnlich wie beim TNFa verringern die
Nitroalkene die LPS-induzierte Aktivitdt des Transkriptionsfaktors NFxB und somit die
proinflammatorische Signalkaskade unterbrochen (Cui T et al. 2006).

1.4. Superoxide

1.4.1. Aufbau, Vorkommen und Synthese der Superoxide

Superoxide sind intrazelluldr gebildete Molekiile und gehéren

—
® ® 0 zu der Gruppe der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS).

» & ® Abbildung 1.4.1.1 zeigt die Strukturformel eines Superoxids.
® & & Der Elektronenuberschuss bewirkt, dass das Molekl insgesamt
o O o0 negativ geladen ist. Durch die negative Ladung besitzt das

Superoxid eine hohe Reaktionsbereitschaft und eine hohe

Affinitat zu positiven Teilladungen anderer Molekiile (Duale

Abbildung 1.4.1.1 zeigt die Reihe Biochemie). ROS konnen in den Mitochondrien jeder

Strukturformel eines Superoxids | IKorperzelle entstehen, werden jedoch sofort von dem

korpereigenen Enzym Superoxiddysmutase (SOD) und der

Katalase im Sinne des Selbstschutzes abgebaut (Duale Reihe Biochemie).
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Die Superoxide entstehen als Nebenprodukt der Atmungskette und kénnen die Mitochondrien durch
Diffusion passieren und intrazellular andere Enzyme, die Zellmembran oder sogar die DNA
schédigen. Abbildung 1.4.1.2 zeigt die Synthese und den Abbau von ROS in den Mitochondrien. O,
kann als Nebenprodukt in Komplex | oder Il der Atmungskette entstehen. Im Folgenden kann es
verschiedene Reaktionswege einschlagen. Zum einen bleibt es in den Mitochondrien und wird dort
von einer Mangan-assoziierten Superoxiddismutase (MnSOD) zu Wasserstoffperoxid abgebaut,
welches dann von einer Katalase (CAT) zu Wasser und molekularem Sauerstoff gespalten wird.
Alternativ kann das Wasserstoffperoxid von Glutathion oder von Thioredoxin gespalten werden oder
jedoch mit Eisen (Fentonreaktion) zu einem OH-Radikal reagieren. Ein anderer Weg ist die Diffusion
des Superoxids durch die innere (IMM) bzw. &ufere Mitochondrienmembran (OMM), wo es
anschlielend von einer Kupfer- oder Zink-assoziierten SOD zu Wasserstoffperoxid abgebaut wird
(siehe Abb. 1.4.1.).

(4) thioredoxin detoxification (5) Glutathione detoxification
NAD* NADPH TRx'ed Ho0 GSH NADPH NAD*
THD | X TFX x
NADH NADP* TRxOX GSSG NADP"‘ NADH ATP
H2°+°2‘T§)—(—3z; 2 .
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Mnsz) {6) reaction s

I
Oy Cu/ZnSOD H0,

Abbildung 1.3.4.2 Signalweg einer Rezeptorassoziierten Tyrosinkinase (JAK-Kinase).
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Superoxide werden im Zuge von Entziindungsprozessen oder Gewebeverletzungen von
Leukozyten, insbesondere von neutrophilen Granulozyten oder Makrophagen sezerniert (Bedard et al.
2007). Die Ausschittung verschiedener proinflammatorischer Mediatoren wie die Zytokine IL-1,
TNFa, oxLDL oder LPS (Park et al. 2006) kann in Leukozyten durch die Superoxide induziert
werden. Dabei wird die Superoxidproduktion durch die Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren auf der
Oberflache von Leukozyten, welche die vermehrte Expression und Aktivitat der NADPH-Oxidase
bewirken (Zhang et al. 2006, Park et al. 2004), angeregt. Die NADPH-Oxidase ist ein
membrangebundener Enzymkomplex, welcher aus sechs Untereinheiten besteht und ist fir die
Superoxidproduktion verantwortlich. Hierbei ist die gp91-PHOX Untereinheit von besonderer
Bedeutung, weil sie die katalytische Aktivitast der NADPH-Oxidase bestimmt (Babior 2004,
Griendling et al. 2000). Es wurde gezeigt, dass die Superoxidproduktion bei Fehlen dieser Einheit
drastisch abnimmt und auch nicht mehr mit Stimulantien wie z.B. oxLDL induziert werden kann (Bae
et al. 2009). Ein sehr interessanter Induktor der NADPH-Oxidase fur die Artersiosklerose ist
oxidiertes LDL (oxLDL). Dieses steigert in Makrophagen die Bildung von Superoxiden (Bae et al.
2009). Dabei reagiert das oxLDL mit einem TLR-Rezeptor (Miller et al. 2003), welcher die gp91-
PHOX Untereinheit der NADPH-Oxidase uber eine komplexe Signalkaskade aktiviert (Zhang et al.
2006, Park et al. 2004). Dieser Aktivierung zur Folge ist die Menge an produzierten Superoxiden in
arteriosklerotischen Plagues in Bereichen mit groRer Makrophagenzahl signifikant erhéht (Sorescu et
al. 2002). Heitzer et al. 2001 zeigte, dass arteriosklerotische Plaques eine geringere Stabilitat

aufweisen, je hoher der oxidative Stress ist.

1.4.2. Wirkung von Superoxiden auf den Korper und Rolle fir den

Entztindungsprozess

Superoxide werden hauptsachlich bei Entziindungsprozessen sowie beim Eindringen von
Fremdmaterial gebildet (Zhang et al. 2006, Park et al. 2004). Abhéngig von dem Bildungsort kénnen
sie verschiedene Aufgaben Ubernehmen. Leukozyten bilden Superoxide zur Abwehr von
Fremdorganismen wie Bakterien. Makrophagen phagozytieren diese Fremdorganismen und die
Superoxide greifen Proteine, Zellmembran und DNA der fremden Zelle an und zerstoren somit
wichtige Zellstruktur und weisen ein hohes cytotoxisches Potential auf (Rhee 2006). Die Superoxide
haben somit eine zentrale Rolle im Abwehrsystem des Korpers. Viele Bakterien jedoch besitzen in
Form einer Superoxiddismutase (SOD) einen wirksamen Schutzmechanismus gegen diese Art von
Angriff. Superoxide erh6hen dartber hinaus die Ausschuttung von weiteren proinflammatorischen
Zytokine wie IL-1, IL-6, MCP-1 und wirken steigernd auf die Inflammation (Park et al. 2006, Bae et
al. 2009).
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Weiterhin kénnen Superoxide, welche von Makrophagen im Zuge der arteriosklerotischen
Entzlindungsreaktion gebildet werden, LDL zu oxLDL umwandeln (Cathcart et al. 1989, Cathcart et
al. 2004). Somit entsteht eine positive Ruckkopplung auf den Reiz von schon gebildeten oxLDL,
welches eine Induktion der NADPH-Oxidase bewirkt. ROS verstdrken die Expression von
Adhésionsmolekiilen wie VCAM-1, ICAM-1, E-Selektin auf der Oberflache von Endothelzellen und
glatten Muskelzellen und spielen somit eine wichtige Rolle firr die Migration von Makrophagen (Li et
al. 2003, Vendrov et al. 2006). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die GroRe der
arteriosklerotischen Plaques bei Knockout der NADPH-Oxidase in Mausen signifikant abgenommen
hat, jedoch nicht komplett verschwunden ist (Sorescu et al 2002, Vendrov et al. 2006). Superoxide
sind somit maRgeblich beteiligt am Aufrechterhalten der Arteriosklerose (Vendrov et al. 2006).
Weiterhin konnte eine vermehrte Menge an Superoxiden bei arterieller Hypertonie (Dikalova et al.
2005), kardialer Hyperthrophie (Bendall et al. 2002), endothelialer Dysfunktion (Guzik et al. 2000)
und bei Thrombosen (Herkert et al. 2004) verzeichnet werden. Nitrierte Linolsaure wirkt inhibierend
auf die Superoxidproduktion der Neutrophilen und die damit einhergehende inflammatorische
Reaktion (Coles et al. 2002).

1.5. Zielsetzung der Doktorarbeit

Bisherige Studien haben gezeigt, dass Nitroalkene, ins Besondere die nitrierte Olsaure, eine
Vielzahl von verschiedenen entziindungshemmenden Effekten aufweisen. Sie verringern die
Auspragung von diversen proinflammatorischen Interleukinen. Auferdem kodnnen sie durch eine
direkte Interaktion mit Transkriptionsfaktoren Regulierungsprozesse in Zellen beeinflussen. Hier soll
der Einfluss der nitrierten Olséure auf die Ausbildung der Arteriosklerose in ApoE-Knockoutméausen
untersucht werden. Zur Quantifizierung des arteriosklerotischen Prozesses wird die GroRe der
Arterioskleroseplaques mikroskopisch im Bereich der Taschenklappen der Aorta gemessen und es
wird die Anreicherung von Lipiden in aus ApoE-Masuen isolierten Knochenmarksmakrophagen
mikroskopisch untersucht. Auf biochemischer Ebene wird der Einfluss von nitrierter Olsaure auf die
Phosphorylierung von STAT-1 in ApoE-Knochenmarksmakrophagen gemessen. Zudem soll der
Effekt der nitrierten Olsaure auf die Superoxidproduktion in RAW 246.7-Makrophagen mit Hilfe einer

Cytochrom C abhangigen Photoabsorption gemessen werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien und Bezugsquellen

Alle Chemikalien hatten den Reinheitsgrad zur ,,Analyse®. Wassrige Losungen fiir Puffer
wurden mit doppelt destillierten Wasser, welches (ber ein Milli-Q-Reinstwasser System (Integra UV
Plus mit TOC) der Firma Membrapure entsalzt wurde, in GefalRen angesetzt.

2.1.1.1. Verwendete Reagenzien

Tabelle 2.1: Verwendete Reagenzien

Acrylamid Foétales bovines Serum (FBS)

Adqua Femto

Avertin Glycerol

Bromphenolblau Glycin

Bicinchoninsaure (BCA) Hématoxylin-Eosin

Bovines Serum Albumin (BSA) Isopropanol L-Glutamin 200mM
Cellstripper Lipopolysaccharid (LPS) (2mg/mL)
Cytochrom Magermilchpulver (blotting grade non-fat dry)
Deckmedium Mercaptopethanol

Destilliertes Wasser Methanol

Dulbecco’s Modified Essential Medium ohne Natriumchlord (NaCl)

Phenolrot (DMEM) Natriumdodecylsulfat (SDS)
Dulbecco’s Modified Essential Medium mit | Nicht essentielle Aminoséuren
Phenolrot Nitrierte Olséure (OA-NO,)
(DMEM) Oil-Red-O-Pulver

Dimethylsulfooxid (DMSO) Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
Enzymatische Chemoluminescence (ECL) Penicillin/Streptomycin (Penstrep)
Diethylen - Diamin — Tetraessigsaure (EDTA) Ponceau S

Ethanol
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Ethidiumbromid (1mM)

Propylen Glykol

Sodium Pyruvat

Tris-buffered saline (TBS)

Proteinasen und Phospatase — Inhibitor Cocktail TEMED
oxidiertes Low Density Lipoprotein (oxLDL) Triton X-100
Salzséure Trizma Base
Sodium deoxycholat Tween 20
2.1.1.2. Verwendete Antikorper
Tabelle 2.2: Verwendete Antikdrper
Antikorper-Bezeichnung Vertrieb

Anti-STAT1

Anti-Phopho-STAT1

Cell-Signaling 9172L

Cell-Signaling 9171L

Anti-rabbit Vector Laborating Anti-Rabbit-Peroxidase 1gG
Anti-mouse Vector Laborating Anti-Mouse-Peroxidase 1gG
Anti-a-Aktinin Sigma A5044

2.1.1.3. Verwendete Geréatschaften

Tabelle 2.3: Verwendete Geréte mit Herstellerangaben
Gerét-Bezeichnung Vertrieb
Lichtmikroskop Olympus CK2
Hochleistungslichtmikroskop Leica DM IRE 2

Western Blot -Scanner

Western Blot -Bearbeitungscomputer
Western Blot -Membran
Extinktionsmessapparatur
Entwicklungsmaschine fir Western
Zentrifuge

Zellkultur - Board
Hochleistungszentrifuge

Analysewage

Microtec ScanMaker i900

Dell Optiplex 780

Whatman Protran Notrocellulose Transfer Membran
Dynex-TechnologiesnMRX TC-Revelation

AGFA Curix 60

Heraeus Instruments Labofuge 400R

Heraeus Instruments Lamen AIR Hur2448
Eppendorf Centrifuge 5810R

Cern 572
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Blotting Paper Biorad

Hyperfilm (Rontgenfilm) Healthscore Amersham Hyperfilm MP
Magnetrithrer lka MAG RCT

Schiittler Heidolph Duomax 1030

pH-Meter Schott pH-Meter CG840
Thermocycler Eppendorf Thermomixer comfort
Brutschrank Heraeus Instruments 5060 EK-CO2
Mikroskop-Kamera Leica DC300F

Abzugswerkbank TEC-ONOMIC AZ1500
Standheizer Melag 306

Ofen Heraeus Instruments Function Line
Multichannelpipette Eppendorf Research-Pipettus
Ultraschall-Sonde Bandelin UW2070
Mikrotom-Schneide-Apparatur Leica CKM1900

2.1.2. Verwendetes Tiermaterial

ApoE-Knockoutmause besitzen einen genetischen Mangel fiir das Gen des Apolipoprotein E,
welches ein wichtiger Bestandteil des Lipidstoffwechsels ist. Es wird in der Leber gebildet und
transportiert Triglyzeride, fettlésliche Substanzen und Cholesterin im Blut. Der Knockout des Gens fir
das Apolipoprotein E bewirkt einen Anstieg des Triglyzerid- und Cholesterinspiegels und dies fordert
die Entstehung von arteriosklerotischen Plaques in GefaRen. In Mausen wird das Ausmal} der
Arteriosklerose auf der Ebene der Taschenklappen der Aorta gemessen. Fiir unsere Versuche wurden
ménnliche ApoE-Mé&use (ber 12 Wochen mit einer arteriogenen Didt gefuttert, welche 21% Fett und
1,25% Cholesterin (Harlan Teklan) enthielt. Diese Mause wurden mit nitrierter Olsaure (8
mg/kg/Tag), mit Olsdure (8 mg/kg/Tag) oder Vehikel (Polyethylen/Glykol/Ethanol) durch eine
subkutan implantierte Mini-Pumpe behandelt (Alzet®, model 2004). Die Implantation der Mini-
Pumpen erfolgte unter Isoflurannarkose. Die Pumpe lief insgesamt vier Wochen und wurde somit
zweimal gewechselt. Postoperativ wurden die Tiere adaquat mit Buprenorphin analgesiert. Die
Herstellung der nitrierten Olsaure (OA-NO,) erfolgte durch Nitroselenation, welche eine dquivalente

Menge an 9-,10- Nitro-Oktadekanen-Regioisomeren ergab.

28



METHODIK

2.2. Methoden

2.2.1. Zellbiologische Methoden

2.2.1.1. Allgemeine Zellkultur

Alle Arbeiten mit eukaryotischen Zellen fanden unter sterilen Bedingungen an einer
Zellkulturarbeitsbank des Typs TEC-ONOMIC AZ1500 statt. Die Zellen wurden, wenn nicht anders

beschrieben, in unbeschichteten Zellkulturflaschen (T25 bzw.T75 cm?) bzw. Petrischalen kultiviert.

2.2.1.2. Kultivierung von Knochenmarksmakrophagen (BMDM) aus Apo-E Mausen

Knochenmarksmakrophagen/Monozyten sind native Zellen, welche noch kaum mit
Fremdmaterial in Berilhrung gekommen sind. Im Vorfeld der Kultivierung von
Knochenmarksmakrophagen musste L-Zell-Zusatz hergestellt werden, welcher eine Reihe von
Differenzierungsstoffen fiir BMDM-Zellen besitzt und somit ein wichtiger Bestandteil des BMDM-

Mediums ist.

Verwendete Substanzen:

- Nicht-essentielle Aminoséuren 100X, Gibco, 11140 (1:100 Endverdiinnung)
- Sodium Pyruvat 100 mM, Cellgro, 25000-Cl (1:100 Endverdinnung)

- L-Glutamin 200mM, Cellgro, 25005-Cl (1:100 Endverdinnung)

- Penicillin/Streptomicin 100X, Gibco, 15140 (1:100 Endverdinnung)

- Cellstriper, Cellgro, 25-056-ClI

- Dulbecco’s Modified Essential Medium (DMEM)

Verwendete Medien:

L-Zell Medium: BMDM-Medium:
- 430mL DMEM - 235mL DMEM
- 50mL FBS - 100mL FBS
- 5mL L-Glutamin - 150mL L-Zell Zusatz
- 5mL Nicht-essentielle Aminoséuren - 5mL L-Glutamin
- 5mL Sodium Pyruvat - 5mL Sodium Pyruvat
- 5ml of Penicillin/Streptomicin - 5ml of Penicillin/Streptomicin
- Gesamt 500mL - Gesamt 500mL
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Versuchsmedium: Versuchsmedium ohne FBS:
DMEM - DMEM
2mM L-Glutamin - 2mM L-Glutamin
1mM Sodium Pyruvat - 1mM Sodium Pyruvat
20% FBS

Einfriermedium: Auftaumedium:
DMEM -  DMEM
20% FBS - 20%FBS
10-15 % DMSO

2.2.1.2.1. Herstellung von L-Zell-Zusatz

L-Zellen sind eine S&ugerzelllinie, die sich von Maus-Fibroblasten ableitet. Die
Herstellung des L-Zell-Zusatzes erfolgte nach den oben genannten Bestandteilen. Anschlielend
wurden die L-Zellen aufgetaut und zusammen mit 10ml L-Zell-Medium in ein 50mL Tube berfihrt.
Das Tube wurde bei 1000 Umdrehung flr 3 Minuten zentrifugiert (Heraeus Instruments Labofuge
400R), das Uberstehende Medium wurde abgesogen und das Zellpellet wurde mit 10mL L-Zell-
Medium aufgeldst und die Zellen wurden in eine 75 cm?2 Flasche mit einer Dichte von 1x1076 gefullt.
Nach 1 bis 2 Tagen wurden sie mit Hilfe von 0,25% Trypsin bei einer Einwirkzeit von 5 Minuten
abgeldst und gesammelt. Nach Auszahlung erfolgte die Aussaat mit einer Dichte von 2x1076 Zellen in
25mL Medium in einer 75 cm? Flasche flir ca. 7 Tage, bis die Flasche komplett mit Zellen bewachsen
war. Das L-Zell-Medium aus der Flasche wurde in einer Filtereinheit (0,22um Filter) gesammelt und
filtriert. Das gereinigte Medium wurde in entsprechende 50mL Tubes aliquotiert und bei -80°C

tiefgefroren.

2.2.1.2.2. Gewinnung und Kultivierung von BMDM-Zellen (Bone Marrow Derived
Macrophages)

Die Gewinnung der BMDM- Zellen erfolgte aus Femur und Tibia einer Maus. Hierzu
wurde die Maus zundchst mit Avertin (Tribromoethanol) ané&sthesiert und nach grof3ziigiger
Desinfektion mit 70%igem Ethanol erfolgte die komplette Entfernung der Haut. Die beiden
Hinterlaufe wurden durch Exartikulation aus der Hifte und die Pfoten aus dem Sprunggelenk gel6st.
Femur und Tibia wurden komplett von Muskeln und Bindegewebe gereinigt und die Knochen wurden
in eine mit DMEM gefillte, unbeschichtete Petrischale gelegt. Zur Gewinnung der Makrophagen aus
dem Knochenmark wurde der Knochenkopf abgeschnitten und der Knochen mit 10mL DMEM und
einer 21G1Y% Kanile durchspllt, wobei das Knochenmark in einer neuen Petrischale aufgefangen

wurde.
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Die Zellen wurden in 50mL Tubes umgesetzt und bei 1000 Umdrehung Uber 5 Minuten
zentrifugiert (Heraeus Instruments Labofuge 400R), der Uberstand entfernt und das Pellet mit 10mL
BMDM Medium aufgeltst. Anschlielend erfolgte ein Zellzdhlung und eine Aussaat der Zellen auf
vier 150mm x 15mm Petrischalen, wobei mindestens 10 x 1076 Zellen in 20mL auf einer Petrischale
sein mussten. Nach vier Tagen Inkubation wurde das Medium der Zellen ausgewechselt, wobei das
alte Medium zuerst zentrifugiert und die Pellets gemeinsam in einer neuen Petrischale kultiviert
wurden. Nach ca. 6 Tagen haben sich die Zellen ausreichend stark vermehrt und konnten mit
Cellstripper (cellegro, 25-056-CI) von der Petrischale geldst und auf zwei neue Schalen aufgeteilt
werden. Hierfur wurde das alte Medium mit einer Saugpumpe entfernt und anschliefend wurden 9mL
Cellstripper auf die Petrischale gegeben und tber 5 Minuten bei 37°C inkubiert. Der Cellstripper mit
den Zellen wurde in ein 50mL Tube Uberflhrt, welches 10mL Versuchsmedium enthielt (zu lange
Einwirkzeit des Cellstrippers schadet den Zellen). Das Tube wurde bei 1000 Umdrehung uber 3
Minuten zentrifugiert, das Medium abgesaugt und die Zellen gezahlt. Die Zellen konnten nun fir
Versuche benutzt oder weiter kultiviert werden. Aus zwei Oberschenkeln und zwei Schienbeinen
konnten ca. 35-50 x 1076 undifferenzierte Knochenmarkszellen extrahiert werden. Diese entwickelten
sich am Tag 8 zu 50-80 x 10”6 ausdifferentierten Makrophagen, welche bis Tag 30 benutzt werden
konnten. Die BMDM-Zellen verdoppelten sich alle zwei Tage und bei Bedarf bestand die Mdglichkeit
die Zellen zwischen Tag 1 und Tag 19 in Aliguots von 10 x 1076 Zellen/mL oder mehr einzufrieren.
Der Vorgang des Einfrierens und des Auftauens ergibt einen Verlust von ca. 40 % der Zellen. Der
Einfriervorgang wurde in einer Isopropanol-Dose durchgefihrt und die Eppendorftubes in
Flussigstickstoff gelagert. Zum Auftauen wurden die Zellen bei Raumtemperatur erwdrmt und
anschlielend aus den Tubes in ein 50mL Tube Uberflhrt, welches 9mL warmes Auftaumedium
enthielt. Anschliefend wurde der Tube zentrifugiert (1000x, 3 min) und das Medium abgesaugt. Die
Zellen wurden mit 20mL neuem Auftaumedium aufgeldst und auf einer Petrischale verteilt. Zellen, die
sich durch diese Prozedur differenzierten, waren zu 95 % positiv fir F4/80 und CD11b. Fur
Experimente wurden die Zellen in eine 6-Well-Plate umgesetzt: 1,6 x 10"6 Zellen/ Well. Nach zwei
Tagen ergaben die Zellen ca. 50ug Protein.

2.2.1.2.3. Versuche mit den BMDM-Zellen

Die BMDM-Zellen wurden in 6-Well-Platten umgesetzt, wo sie fir einen Tag mit BMDM-
Medium inkubiert wurden. Das Medium wurde abgesaugt und durch Versuchsmedium ersetzt. Die
Zellen wurden 4 Stunden mit diesem Medium geprimt welches anschlielend durch die Testmedien
ersetzt wurde. Die Testmedien betrugen insgesamt 1000pL und wurden nach einer Inkubationszeit von
1 Stunde entfernt und die Proteine extrahiert. Die mit diesen Medien behandelten Zellen wurden im

weiteren Verlauf fur die Proteinbestimmung sowie fur die Western Blots verwendet.
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Zusammensetzung der Testmedien:

1) Kontrolle:

2) LPS 1ug/mL:

3) oxLDL 100pg/mL:

4) oxLDL + 3uM OA-NO,: 961,3uL
5) oxLDL + 1uM OA-NO,: 963,3uL

6) LPS + 3uM OA-NO,:  987pL

1) Kontrolle:

2) LPS 1pg/mL:

3) oxLDL 100ug/mL:

4) oxLDL + 3uM OA-NO,: 961,3pL
5) oxLDL + 1uM OA-NO,: 963,3uL

6) oxLDL + 0,5uM OA-NO;:

1) Kontrolle:

2) LPS 1pg/mL:

3) oxLDL 100pg/mL:

4) oxLDL + 1uM OA-NO,: 963,3pL
5) oxLDL + 0,5uM OA-NO,:

6) oxLDL + 0,25uM OA-NO,:

Versuchsmedium

ohne FBS
997uL

90uL
964,3uL
35,7uL oxLDL
35,7uL oxLDL

10pL LPS

Versuchsmedium

ohne FBS
997uL

990uL
964,3uL
35,7uL oxLDL
35,7uL oxLDL

963,8uL

Versuchsmedium

ohne FBS
997uL

990uL
964,3uL
35,7uL oxLDL
963,8uL

964,05pL

3uL Methanol
10pL LPS
35,7uL oxLDL
3uL OA-NO,
1uL OA-NO,

3uL OA-NO,

3uL Methanol
10pL LPS
35,7uL oxLDL
3uL OA-NO,
1uL OA-NO,

35,7uL oxLDL

3uL Methanol
10pL LPS
35,7uL oxLDL
1uL OA-NO;,
35,7uL oxLDL

35,7uL oxLDL

0,5uL OA-NO,

0,5uL OA-NO,

0,25uL OA-NO,
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2.2.1.3.1. Kultivierung von RAW-Zellen 264.7

RAW-Zellen 264.7 sind immortalisierte Peritonealmakrophagen, die Gber ein mdusliches

transformiertes Leukdmie-Tumor-Gen verfiigen.

Verwendete Medien:

RAW-Zell-Wachstumsmedium: Gefriermedium:
DMEM ohne Phenolrot - DMEM ohne Phenolrot
10% FBS (Fetalse bovines Serum) - 10% FBS
1mM L-Glutamatin - 10% DMSO (Dimethylsulfoxid)

1 mM L-Glutamin

Die RAW-Zellen wurden in Microtubes gelagert und nach Auftauen bei Raumtemperatur wurde der
Inhalt eines Tubes in 30mL RAW-Zell-Medium gelést und dieses in eine 150mm X 15mm
unbeschichtete Petrischale Uberfiihrt. Die Zellen wurden fiir 2-3 Tage bei 37°C und 5% CO: inkubiert
und anschlieBend das Medium entfernt. Es wurden 10mL neues Medium hinzugefligt und die Zellen
mit Hilfe eines Zellscrapers geldst und anschlieBend gezahlt. Sie wurden auf neue 150mm x 15mm

Petrischalen mit 30mL Medium aufgeteilt, wobei eine Petrischale 1,25 x 1076 Zellen enthielt.

2.2.1.3.2. Superoxidmessung mit RAW-Zellen
2.2.1.3.3.

Versuchsmedium fir RAW-Zellen: Eingesetzte Stoffe und Verdunnungen:
DMEM LPS — Stock: 2mg/mL
1mM L-Glutamin OA-NO, — Stock: ImMol/L

oxLDL - Stock: 2800ug/mL

Cytochrom C ist ein 104 Aminoséduren langes Protein aus der Familie der Cytochrome,
welches in den Mitochondrien vorkommt und eine wichtige Rolle bei der oxidativen Phosphorylierung
als Elektronencarrier einnimmt. Das Cytochrom c besitzt als prosthetische Gruppe ein Ham c, welches
tber zwei Thioether-Briicken an zwei Cystein-Reste im Protein gebunden und fur die rote Farbe des
Cytochrom c verantwortlich ist. Das Cytochrom C reagiert mit Superoxiden und dabei ergibt sich eine

Anderung der Extinktion bei 550nm.
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Fur Experimente wurden die Zellen in 6-Well-Platten Uberfihrt, wobei jedes Well 1,5 mL

Wachstumsmedium zu je 1,2 x 1076 Zellen enthielt. Es erfolgte eine Inkubationszeit von 24 Stunden

und am néchsten Tag wurden die Zellen fur 2 Stunden mit dem Versuchsmedium behandelt. Danach

wurden die Wells abhéngig vom Versuchsaufbau mit den Testmedien beftllt. Anschlielend wurden

diese durch 900uL frisches Versuchsmedium ohne FBS (FBS kann die nitrierten Olsduren binden)

ersetzt. Den 900pL Versuchsmedium wurden 100puL Cytochrom C beigefugt (Cytochrom C

Konzentration 10pmol/L)

Strukturformel Ham C

Cys

{

=

CH5
HLC
/./
HsC

N \E
Cys— — M
¥ %130 s

oxidiertes Ham C

Zur Messung wurden 150uL aus jedem Tube in eine 96-Well-Platte pipettiert und die Extinktion

wurde bei 550nm gemessen (Dynex-TechnologiesnMRX TC-Revelation). Insgesamt betrug das
Testmedium 1000uL pro Well und die Inkubationszeit 6 Stunden bei 37°C.

Versuche mit LPS und OA-NO, — Testmedien:

1) LPS 20 nanog/mL 998uL
2) LPS 20 nanog/mL 998uL
3) LPS 20 nanog/mL + 250nM OA-NO, 973uL
4) LPS 20 nanog/mL + 250nM OA-NO, 973uL
5) LPS 20 nanog/mL + 500nM OA-NO, 948uL
6) Kontrolle (nur Medium) 1000puL

Versuchsmedium

LPS OA-NO,
10 pg/mL 10puM
2uL OopL
2pL OpL
2uL 25uL
2uL 25uL
2uL 50pL
oL OopL
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Versuchsmedium oxLDL OA-NO, LPS
2800pg/mL 10pM 10pg/mL
1) LPS 20 nanog/mL 998uL 2uL
2) control (just media) 1000uL
3) oxLDL 200pg/mL 928,6pL 71,4uL
4) oxLDL 200ug/mL 928,6uL 71,4uL
5) oxLDL 200ug/mL + 250nM OA-NO, 903,6uL 71,4uL 25uL
6) oxLDL 200pg/mL + 250nM OA-NO, 903,6pL 71,4uL 250L

2.2.1.4.1. Isolation von Peritonealmakrophagen

Mannlichen Apo-E-Méausen wurde Thioglykollat intraperitoneal injiziert, was eine
inflammatorische Reaktion bewirkte und die Einwanderung von Makrophagen ins Peritoneum
hervorrief. Nach drei Tagen konnten die Makrophagen aus dem Peritoneum isoliert werden. Hierfiir
wurden die Mause zuerst mit Avertin (Tribromoethanol) anasthesiert und mit Ethanol desinfiziert. Die
Haut Uber dem Abdomen wurde erdffnet und es wurden vorsichtig 10mL DMEM in die
Peritonealhdhle injiziert. Das DMEM wurde in der Peritonealhdhle verteilt und nach einer Latenzzeit
von 5 Minuten wurde es aspiriert. Das Medium wurde zentrifugiert und das Pellet mit 10mL DMEM +
10%FBS gelost und in einer Petrischale kultiviert. Die Mause wurden im Vorfeld einer speziellen
fettigen Diit unterzogen, bei welcher eine Gruppe (n=4) mit nitrierter Olsdure behandelt wurde,
wahrend die andere (n=4) als Kontrolle diente. Die Makrophagen wurden auf einer 6-Well-Platte mit
10%FBS/DMEM kultiviert und nachdem sich die Zellen angeheftet haben, mit Qil-red-O angeféarbt.
Anschliefend konnte die Schaumzellbildung mikroskopisch (Olympus CK2) beurteilt werden.

2.2.1.5.1. Zellkammerzahlung

Um die Zahl der in einer Suspension befindlichen Zellen zu bestimmen, wurden 10pL der
Zellsuspension mit einer Pipette in eine Z&hlkammer Uberfiihrt. Durch Auflegen eines Deckglases auf
die zuvor angefeuchteten Trdager und die in die Z&hlfelder eingravierten Linien ergibt sich ein
definiertes Volumen, in dem die Lebendzellzahl durch Auszihlung von 4 GroRquadraten unter dem

Lichtmikroskop (Olympus CK2) bestimmt werden kann.

Formel zur Berechnung der Zellzahl
n/4 * 10"4/uL

n-> Gezahlte Zellen in allen 4 Quadranten

—————————
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2.2.2. Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1. Proteinbestimmung, Methode: BCA

2.2.2.1.1. Herstellung des RIPA-Puffers

RIPA Puffer
50mM Tris-HCI pH 7,4
150mM NacCl
1ImM EDTA
1% Triton x-100
1% Sodium Deoxycholat
0,1% SDS
Protease-Inhibitor

Phosphatase-Inhibitor

Der RIPA Puffer wurde verwendet fir die Extrahierung der Proteine nach der
Durchfuhrung von Experimenten. Die Gewinnung von Proteinen zur weiteren Analyse im Western
Blot erfolgte aus in 6-Well-Platten kultivierten Zellen. Die Medien wurden abgesaugt und die Wells
wurden mit 2mL PBS gewaschen um mdogliche Ruckstande von Testmedien zu entfernen. Jedes Well
wurde mit 200uL RIPA Puffer gespllt und der Puffer wurde zusammen mit den geldsten Zellen in
Eppendorf-Tubes gefillt. Der RIPA Puffer diente dazu, die Zellen von den Wells zu 16sen und sie
dabei teilweise zu zerstoren, damit die Proteine das Zellinnere verlassen konnten. Da bei diesem
Vorgang nicht alle Zellen zerstért werden konnten, wurden die Eppendorf-Tubes mit einer
Ultraschallsonde (Bandelin electronic Sonoplus) drei Mal fur 20 Sekunden behandelt. Diese sorgte fur
ein Zertrimmern der groReren Zell-und Proteinstrukturen. AnschlieRend wurden die Tubes bei 14000
Umdrehungen und 4°C fiir 10 Minuten zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5810R). Danach wurde der

Uberstand in neue Tubes pipettiert, wobei 15uL fiir die Proteinbestimmung abgezweigt wurden.
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2.2.2.1.2. Proteinbestimmung

Das Prinzip der BCA-Proteinbestimmung nach Pierce ist, dass das unter alkalischen
Bedingungen an der Peptidbindung entstandene Cu® mit Bicinchoninsaure (BCA) zu einem violetten
Farbstoff umgesetzt wird. Die Farbintensitét wird bei 562nm gemessen

Zur Vorbereitung wurde der Warmeschrank auf 37°C angestellt (Heraeus Instruments Function Line).
Weiterhin wurde eine BSA Standardverdiinnungen hergestellt.

Volumen Diluent Volumen BSA final BSA concentration
A 0 300 pL of Stock 2000 pg/mL
B 125 375 pL of Stock 1500 pg/mL
C 325 325 L of Stock 1000 pg/mL
D 175 175 pL of B dilution 750 pg/mL
E 325 325 pL of C dilution 500 pg/mL
F 325 325 pL of E dilution 250 pg/mL
G 325 325 pL of F dilution 125 pg/mL
H 400 100 pL of G dilution 25 pg/mL
| 400 0 0 pg/mL

Die Lésungen wurden bei -20°C gelagert und die Proben 1:50 verdinnt. Es wurde ein Arbeitsreagenz
hergestellt, welches zu 50 Teilen aus Reagenz A und zu 1 Teil aus Reagenz B besteht. Fir eine 96-
Well-Platte wurden 20mL Reagenz A und 400uL Reagenz B benétigt. Die Wells wurden mit 25uL
Standard oder Untersuchungsmedium sowie mit 200mL Arbeitsreagenz mit Hilfe einer Multichannel-
Pipette (Eppendorf Research-Pipettus) befullt. Die 96-Well-Platte wurde verschlossen und 20
Sekunden lang geschittelt. Die Platte wurde anschlieBend fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert und dann
in einen Kuhlschrank zum Abkihlen tber 10 Minuten gelegt. Danach wurde die Extinktion bei 570nm

im Dynx-Plattenleser (Dynex-Technologies MRX TC-Revelation) gemessen.
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2.2.2.2. Diskontinuierliche Gelektrophorese

Verwendete Puffer

10-fach SDS-Laufpuffer: 4-fach Laemmli: Insgesamt ein VVolumen von 50 mL

Tris 30,29 Tris 250mM 1,97¢
Glycin 1449 SDS 9,2% 4,69
EDTA 7,449 Glycerol 40% 20mL
SDS 69 Bromphenolblau 0,1g
Wasser 1000mL

Fir eine 1-fache Verdinnung wurden 100mL des 10-fach  Vor dem Gebrauch wurden zu 900uL 4-fach Laemmli
Puffers mit 900mL destilliertem Wasser gemischt. 100pL 1-molares DTT dazugegeben

SDS-PAGE= Polyacrylamidgelelektrophorese in Gegenwart von 0,1 % Natriumdodecylsulfat (Sodium
dodecyl sulfat - SDS)

Bei der SDS-PAGE werden Proteine und Proteingemische nach ihrem Molekulargewicht getrennt.
Normalerweise wandern Proteine in einem elektrischen Feld ihrer Ladung abhéngig zu den Polen. In
diesem Fall jedoch bindet Natriumdodecysulfat an die Proteine, denaturiert und negativiert sie. Somit
sind alle Proteine Trager von nur negativen Ladungen. In einem geeigneten Puffersystem entsteht nun
eine lineare Beziehung zwischen Molekulargewicht und elektrophoretischer Mobilitat. Die Proteine
wandern dabei in gleicher Richtung zur Anode. Fir eine vollstandige Lésung der Proteine und eine
Denaturierung der Sekundar- und Tertidrstruktur ist eine Erhitzung auf 95°C notwendig. Dabei ist eine
Auftrennung zwischen 10 und 200kDa mdglich. Die diskontinuierliche Gelelektrophorese arbeitet mit
den unterschiedlichen Eigenschaften der beiden verwendeten Gele. Das Glycinion des Laufpuffers
liegt auf Grund der verschiedenen pH-Werte der Gele in unterschiedlichen Zustandsformern vor. Im
Sammelgel liegt es wegen des niedrigen pH-Wertes des Gels als Zwitterion vor und lauft folglich sehr
viel langsamer im Gel als die Proteine. Die Chloridionen des Tris-Puffers laufen dagegen auf Grund
ihrer geringeren GrofRe und negativen Ladung sehr viel schneller als die Proteine. Auf diese Weise
bilden beide lonen zwei Lauffronten, zwischen denen sich auf Grund der elektrischen Aktivitat eine
Potentialdifferenz ausbildet und somit werden die Proteine zwischen beiden Fronten gehalten und
verdichtet. Dies fuhrt dazu, dass alle Proteine im Sammelgel gleich schnell laufen. Im Trenngel
dagegen liegt das Glyinion wegen des hoheren pH-Wertes negativ geladen vor. Jetzt 14uft es schneller
als die Proteine und tberholt diese. Die Potentialdifferenz verschwindet und alle Proteine werden nun

nach ihrer GroRe aufgetrennt.
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Procedere:

Auf Grundlage einer Proteinbestimmung wurden gleiche Mengen Protein von jeder Probe in
Eppendorf- Tubes gefullt. Jedem Tube wurde zur Denaturierung 3-fach Laemmli 2 zul hinzugefiigt
(doppelt so viel Probe wie Laemmli). Das Gemisch wurde in einem Thermomixer (Eppendorf
Thermomixer comfort) 5 Minuten lang bei 95°C gekocht. Trenngel und Sammelgel wurden parallel
vorbereitet und die notwendige Western —Blot -Apparatur wurde aufgebaut. Der Glasplattenspalt der
Apparatur betrug 15mm. In diesen Raum wurde zuerst das Trenngel bis zur Kammhohe gegossen und
mit Isopropanol Uberschichtet, damit eine gerade Linie im Trenngel entstand. Nach einer
Polymerisationszeit von 30 min konnte das Isopropanol entfernt werden und das Trenngel wurde gut
mit Wasser gespult. AnschlieRend wurde das Sammelgel eingefillt und sogleich wurde ein Kamm mit
der Dicke von 15mm eingesetzt, um somit die Taschen fir die Proben zu schaffen. Zwischenzeitlich
wurde der SDS-Laufpuffer angesetzt. Sobald das Sammelgel fest war, wurden die Glasplatten mit den
Gelen in die Elektrophoresekammer eingespannt. Der Zwischenraum zwischen den Glasplatten wurde
mit SDS-Laufpuffer gefullt. Die Kdmme wurden aus dem Sammelgel entfernt und die einzelnen
Taschen wurden mit Laufpuffer gespult. Die Proben, der prestained (Page Ruler Lot 00043993)
(10uL) und der unstained (Page Ruler Lot 00039958) (10uL) Marker wurden in die Taschen
pipettiert. Zuerst wurde eine Spannung von 60 V angelegt, bis die Proben aus dem Sammelgel in das
Trenngel gewandert waren. Dann wurde die Spannung auf 120 V erhéht. Anhand der Banden der
Marker konnte abgeschatzt werden, wie weit das gewdinschte Protein gewandert war, welches bei

einer Grole zwischen 85-100 kDa lag.
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2.2.2.3. Western Blot

Puffer und Gele:

Blotting-Puffer:

Tris 3,039
Glycin 14,49
Methanol 200mL
Destilliertes Wasser 800mL

Der Blotting-Puffer musste immer frisch angesetzt werden

und eiskalt sein

Sammelgelpuffer 4-fach:

Tris 0,5M 30,39
EDTA 1,59
SDs 29
Dest. Wasser 500mL

Zuerst wurde der pH des Sammelgels mit Salzsaure auf 6,8
eingestellt, bevor das SDS hinzugegeben wurde.

Trenngelpuffer 4-fach:

Tris 1,5M 90,859
EDTA 159
SDS 29
Dest. Wasser 500mL

Zuerst wurde der pH des Trenngels mit Salzsdure auf 6,8
eingestellt, bevor das SDS hinzugegeben wurde.

Sammelgel 4%

Trenngel 10%:

Destilliertes Wasser 3,2mL Destilliertes Wasser 4,8mL

Sammelgelpuffer 1,2mL Trenngelpuffer 2,5mL

Acrylamid/Bis 0,5mL Acrylamid/Bis 2,5mL

10% APS 50pL 10% APS 100pL

TEMED 5pL TEMED 10pL
Procedere:

Wihrend der Gelektrophorese wurde der Blotting-Puffer angesetzt und bei -20°C kiihl gestellt.

Der Western Blot diente dazu, die Proteine von dem Gel auf eine Nitrocellulose-Membran (Whatman

Protran Notrocellulose Transfer Membran) zu ubertragen. Die Nitrozellulose-Membran muss vor

Benutzung kurz in Methanol geschwenkt sowie anschlieBend mit Wasser gespult und mit

Transferpuffer &quilibiert werden. Der Transfer auf die Membran wurde mit Hilfe eines Nass-Blot-

Verfahrens durchgefihrt.
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Hierzu wurde ein elektrisches Feld erstellt, welches senkrecht zur Nitrocellulose-Membran war,
wodurch die Proteine aus dem Gel in die Nitrozellulose-Membran wanderten. Der spezielle Western
Blot Puffer enthielt 20% Methanol, damit das Gel wahrend des Vorgangs nicht quellt. In einer
separaten Schale wurde die Blotting-Einheit vorbereitet: 1. Schwamm, 2. Filterpapier (Biorad), 3.
Membran, 4. Gel, 5. Filterpapier, 6. Schwamm. Es musste auf die richtige Zuordnung von Anode und
Kathode geachtet werden, damit die Proteine in die richtige Richtung wanderten. Die Blotting-
Kammer wurde mit Blotting-Puffer aufgefillt und es wurden Kuhlelemente und ein Rihrstab
hinzugegeben. Die Kammer wurde in eine Eiswanne gestellt und ein Rihrmagnet (Ika MAG RCT)
angeschaltet. Der Blotting-Vorgang dauerte bei 200mA 90 Minuten.

2.2.2.4. Blocken, Inkubation mit den Antikérpern und Entwicklung

Verwendete Puffer:

Waschpuffer-TBS-T: 5%BSA (Rinder-Serum-Albumin)-Blockpuffer:
10-fach TBS 100mL BSA 59

Dest. Wasser 900mL TBS-T 100mL
Tween 0,1% imL

5% Magermilch-Blockpuffer:

Magermilchpulver 59
TBS-T 100mL
Procedere:

Die Membran wurde aus der Blotting-Kammer entnommen, Gele und Filter wurden entsorgt
und die Schwamme wurden mit destilliertem Wasser gesdubert. Die Banden der Membran wurden mit
Ponceau S geférbt, indem es an positiv geladene Aminogruppen der Proteine reversibel band. Die
Banden des Markers wurden mit einem Bleistift nachgezogen und anschlieRend wurde die Membran
mit Blockmedium entfarbt. Der Blockpuffer enthielt Proteine, welche sich an unbesetzte
Bindungsstellen der Membran anlagerten und somit verhinderte das Blocken die Anlagerung der
Antikorper an unspezifische Stellen. Die Folge eines fehlenden Blockens waére, dass ein verfalschtes
Bild entstiinde. Als Blockmedium wurde Rinderserumalbumin (BSA) oder Magermilchpulver
verwendet. Die Membran wurde ein Stunde lang auf einem Schiittler (Heidolph Duomax 1030)
geblockt, wobei das Blockmedium alle 30 Minuten ausgewechselt wurde. Nach dem Blocken wurde
die Membran mit dem Erstantikorper bei 4°C tber Nacht inkubiert. Als Erstantikérper wurden Anti-
STAT-1 (Cell-Signaling 9172L) und Anti-Phospo-STAT-1 (Cell-Signaling 9171L) verwendet, wobei
das Mengenverhaltnis 1:1000 (10uL Antikdrper auf 10mL Blockmedium) war.

—————————
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Am ndchsten Tag wurde die Membran drei Mal mit Blockmedium gewaschen, wobei das Medium alle
20 Minuten ausgewechselt wurde. AnschlieBend wurde sie mit dem Zweitantikorper (Peroxidase
labeled Anti-Rabbit-IlgG) bei einem Mengenverhéltnis von 1:10000 (1pL Antikoérper auf 10mL
Blockmedium) fur eine Stunde inkubiert. Die gelaufenen Banden konnten nur mit Hilfe eines
Chemolumineszenz-Stoffes sichtbar gemacht werden. Die Chemilumineszenzreaktion (ECL) ist eine
nicht-radioaktive Methode, um die auf einer Membran immobilisierten spezifischen Antigene zu
detektieren. Diese mussen dazu direkt oder indirekt an Peroxidase-markierte Antikérper gebunden
sein. Das Prinzip dieser Reaktion besteht aus der Oxidation von Luminol in alkalischer L&sung,
katalysiert durch Peroxidase und H,O,. Dabei sendet das angeregte Luminolmolekil Licht einer
Wellenldnge von 428nm aus. Diese Reaktion erreicht ihr Maximum nach 5-10 min mit einer
Halbwertszeit von ungefahr 1 Stunde. Die Membran wurde mit 1mL Femto (ein weiteres
Chemoluminiszenz) fur 5 Minuten oder mit 1mL ECL fir 1 Minute inkubiert, zur Abschirmung in
eine Fotokassette gelegt und in die Dunkelkammer gebracht. Die Membran konnte nun mit Hilfe der
Chemoluminiszenzreaktion einen Rontgenfilm (Healthscore Amersham Hyperfilm MP) schwarzen.
Somit wurde das Bandenmuster von der Membran auf den Film transferiert und mit Hilfe einer
Detektionsmaschine (AGFA Curix 60) entwickelt. Der fertig entwickelte Film wurde mit einem
speziellen Scanner (Scan Maker 900 Mikrotek) eingelesen und es konnte dann mit dem

Computerprogramms (Image J) die Intensitdt der Schwarzung ermittelt werden.

2.2.2.5. Strippen der Membran

Verwendete Puffer:

Stripping Puffer I: Stripping Puffer 11:
0,2M Glycin in destilliertem Wasser - 50mM Tris in destilliertem Wasser
Molekulargewicht: 75,5g/mol - Molekulargewicht 121,14mg/mol
Einwaage: 15,01 g/L - Einwaage 6,06g/L
pH auf 2,5 - pH auf 7,5

Das Strippen einer Membran sorgte daftir, dass sowohl der Primér- als auch der Sekundarantikorper
von der Membran geldst wurden. Die Proteine dagegen blieben auf der Membran erhalten und die

Membran konnte mit einem neuen Primarantikérper behandelt werden.
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Procedere:

Die Membran wurde bei Raumtemperatur zwei Mal fir 20 Minuten in einem Schiittler
(Heidolph Duomax 1030) mit dem Stripping Puffer | gewaschen. Danach wurde die Membran weitere
zwei Mal fir 20 Minuten mit dem Stripping Puffer 1l behandelt. AnschlieBend wurde sie fur eine
Minute mit TBS-T gewaschen, um Reste der Stripping Puffer zu entfernen und daraufhin konnte die

sie mit einem neuen Priméarantikorper inkubiert werden.

2.2.3. Tiermaterial

2.2.3.1. Anfertigung und Analyse von Kryoschnitten zur Beurteilung des Ausmalies der
Arteriosklerose

Die Maus wurde zundchst adaquat mit Avertin (Tribromoethanol) anésthesiert. Nach
Eréffnung des Sternums und des Abdomens wurden die Lunge sowie die intraperitonealen Organe
entfernt. Die Herzen wurden zusammen mit der kompletten Aorta vorerst in toto entnommen und
anschlieBend wurde das basale Drittel des Herzens zusammen mit ca. 2mm der Aorta ascendens in
eine Blockvorlage uberfuhrt. Die Vorlage wurde mit einem speziellen Gefriermedium (OCT) befllt
und sogleich in Flissigstickstoff eingefroren. Anschliefend wurden die Blécke mit einer speziellen
Kryoschneidemaschine (Leica CKM1900) mit einem Mikrotom-Messer in 5um dicke Schnitte
geschnitten. Es wurden geeignete Objekttrdger (Assistent Super Frost/Plus Objekttrager) zum
Aufnehmen der Schnitte verwendet. Unter wiederholter Mikroskopkontrolle (Leica DM IRE 2) wurde
versucht, die Taschenklappenebene und die sich dort befindlichen arteriosklerotischen Plaques
darzustellen. Dabei wurden alle Schnitte im Bereich der Aortenklappe gesammelt und bei -20°C
gelagert. Das AusmaR der Arteriosklerose bei Mausen wird nach der GroéRe der arteriosklerotischen

Plaques im Bereich der Taschenklappen beurteilt.

2.2.4. Histochemische Verfahren

2.2.4.1. Oil-Red-O-Farbung bei Schnitten

Qil-Red-O-Ldsung:

0,59 Oil-Red-O
100mL Propylen-Glykol
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Die Oil-Red-O-Farbung ist eine spezielle Fettfarbung. Das Prinzip beruhte darin, dass der
Farbstoff, welcher in Fetten besser l6slich ist als in Alkohol, aus dem Propylen-Glykol in die mit
Lipiden gefillten Makrophagen wanderte. 0,59 Oil-Red-O-Pulver wurden in 100mL Propylen-Glykol
gelost und das Gemisch wurde unter kontinuierlichem Umriihren langsam mit Hilfe eines Heizers
(Melag 306) auf 95°C erwarmt. Die Temperatur durfte dabei die 100°C Marke nicht erreichen, was die
Stabilitat des Farbstoffes gefahrdet hatte. Anschlielend wurde die Ldsung auf Raumtemperatur tber
Nacht abgekihlt und am Folgetag filtriert. Die Flasche wurde bei Raumtemperatur gelagert und zum
Schutz vor Lichtexposition mit Folie abgedeckt. Die zu farbenden Objekttrager wurden uber Nacht in
einem Ofen (Heraeus Instruments Function Line) bei 55-60°C gelagert und am néchsten Tag zuerst
auf Raumtemperatur gekilhlt. AnschlieRend wurden die Schnitte fiir 10 Minuten bei leichter
Schwenkbewegung in destilliertem Wasser angefeuchtet. Die Objekttrdger wurden bei
Raumtemperatur getrocknet und fur eine weitere Nacht im Ofen bei 55-60°C gelagert. Dies diente zur
Fixierung des Kryoschnittes am Objekttrager. Am Folgetag wurden die Objekttrager auf
Raumtemperatur abgekiihlt und fur 1 Minute in 100% Propylen-Glykol getaucht. AnschlieRfend
wurden sie fir 4 Stunden in der Oil-Red-O-Ldésung gefarbt. Zur Lésung von tberschiissigem Oil-Red-
O von den Objekttragern wurden sie 3 Mal fiir je 1 Minute in 85% Propylen-Glykol getaucht. Hierbei
wurde fiir jeden Schritt frisches Propylen-Glykol verwendet. Die Schnitte wurden danach 2 Minuten in
destilliertem Wasser gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet. Zur Fixierung und Schutz der
Farbung wurde auf die Objekttrager ein spezielles Deckmedium getraufelt (Dako Faramount Aqueous
Mounting Media) und anschlieBend mit einer Deckplatte bedeckt. Die Schnitte wurden nun mit einem
Mikroskop (Olympus CK2) begutachtet und bei einer 50x-fachen VergroRRerung fotografiert. Von
jedem Tier wurden drei Schnitte untersucht. Die Fotos wurden auf einem Rechner gespeichert und die

GrolRen konnten mit dem Programm Paint.NET ausgewertet werden.

2.2.4.2. Oil-Red-O-Farbung bei Zellen

Es wurden sowohl Peritoneal- als auch Knochenmarksmakrophagen untersucht. Die Zellen
wurden aus der Petrischale in eine 6-Well-Platte umgesetzt. Zuvor wurde in die 6-Well-Platte eine
kleine Plastikscheibe gelegt, auf der sich spater die Zellen anheften sollten. Die Zellen in der 6-Well-
Platte wurden zuerst mit entsprechenden Testmedien behandelt, diese Medien anschlieRend abgesaugt
und die Wells mit PBS gewaschen. Weiterhin wurden die Zellen fir funf Minuten mit 100% Propylen-
Glykol beschichtet und danach wurde Oil-Red-O in die Wells gefllt. Die Platte wurde fiir 20 Minuten
in einen Ofen (Heraeus Instruments Function Line) bei 60°C gestellt. Sobald die Platten aus dem Ofen
genommen wurden, wurde das Oil-Red-O durch 85% Propylen-Glykol fir 5 Minuten ersetzt. Die
Wells wurden anschlieRend zwei Mal mit destilliertem Wasser gewaschen, die Plastikscheiben aus den

Wells vorsichtig entfernt sowie auf einem Objekttrager mit Deckmedium fixiert. Nun konnten die
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gefarbten Zellen auf den Plastikscheiben unter einem Mikroskop begutachtet werden. Dabei wurde vor

allem auf die Anreicherung von rotem Farbstoff in den Makrophagen geachtet.

Testmedien:

Versuchsmedium

ohne FBS
1) Kontrolle: 997uL 3uL Methanol
2) oxLDL 100pg/mL: 964,3L 35,7uL oxLDL
3) oxLDL + 3uM OA-NO,: 961,3uL 35,7uL oxLDL 3uL OA-NO,
4) oxLDL + 1pM OA-NO;: 963,3uL 35,7uL oxLDL 1uL OA-NO,
5) oxLDL 100pg/mL: 964,3uL 35,7uL oxLDL
6) oxLDL + 3uM OA-NO,: 961,3pL 35,7uL oxLDL 3pL OA-NO,
Die Zellen aus den Wells 1-4 wurden nur mit Oil-Red-O geférbt. Die Zellen in den Wells 5 und 6 wurden zusétzlich noch
mit H&matoxylin-Eosin gefarbt. Die Inkubationszeit der Testmedien betrug 1 Stunde.

2.2.4. Statistische Auswertung

Von allen Zellkulturexperimenten wurden mindestens drei unabhéngige Experimente mit
unterschiedlich vielen Mess-/Zahlerergebnissen durchgefiihrt. Als Ergebnis wurden das arithmetische
Mittel sowie die Standardabweichung der gesamten Stichprobe (auf der Grundlage aller Ergebnisse
aus allen Experimentreihen) bestimmt. Bei den Vergleichen der Stichproben wurde zuerst ein
ANOVA Test herangezogen, der die Stichproben auf Signifikanz insgesamt prifen sollte.
AnschlieBend wurde als Post-Hoc-Test zur genaueren Untersuchung der Signifikanzen der

Stichproben untereinander ein Bonferroni Test angewendet.
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3. Ergebnisse

Alle Experimente wurden mit einem ANOVA-Test auf statistische Signifikanz hin untersucht. Die p-

Werte werden mit einem post-hoc Bonferroni-Test ermittelt und bei den Diagrammen angegeben.

3.1. Nitrierte Olsaure verringert die GroRe der arteriosklerotischen

Plaques

Aortenschnittflachen
0,7 - p=1,0

&
~

T p=0,0005

A\ 4

N
\

0,6 -

0,5 A

04 - |

L1 vehicle
1 OA
1 OA-NO,

0,2 -

vehicle OA OA-NO,

Abbildung 3.1.1:_GroRe der arteriosklerotischen Plaques auf Ebene der Taschenklappen in
Abhéangigkeit verschiedener Testmedien

Abbildung 3.1.1 zeigt die Abh&ngigkeit der arteriosklerotischen Plaques auf der Ebene der
Taschenklappen bei ApoE-Mausen von verschiedenen Testmedien (vehicle-PEG, OA und OA-NO,).
Hierbei werden die Mittelwerte miteinander verglichen und der Standardfehler angegeben. Der
statistische Vergleich mit einer ANOVA ergibt eine allgemeine Signifikanz zwischen den einzelnen
Gruppen (p=0,001). Hierbei zeigt sich mit Hilfe des Post-Hoc Tests zudem ein signifikanter

Unterschied zwischen der Behandlung mit Olséaure und nitrierter Olsiure (OA-NO,) von p=0,005.
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Es ist weiterhin zu erkennen, dass es keinen signifikanten Unterschied zwischen der Kontrolle und der
Behandlung mit nativer Olsaure gibt (OA), p=1,0. Unter der Behandlung mit OA sind die
arteriosklerotischen Plaques durchschnittlich 1,39-fach so gro3 wie unter der Behandlung mit OA-
NO,. Im Vergleich zum Kontrollwert (vehicle) sind die Plaques 1,48-fach so groR wie unter OA-NO,.

e

Vehicle OA OA-NO2

Abbildung 3.1.2: Mikroskopische Schnitte von Mause-Aorten auf Hohe der Taschenklappenebene

Abbildung 3.1.2 zeigt mikroskopische Schnitte von Mé&use-Aorten auf der HoOhe der
Taschenklappeneben. Die M&use wurden im Vorfeld einer speziellen artherogenen Diét ausgesetzt. ES
ist deutlich zu erkennen, dass die arteriosklerotischen Plaques (rot gefarbt mit Oil-Red-O-Stain) unter
Behandlung mit OA groRer sind als unter Behandlung mit OA-NO,. Weiterhin ist erkennbar, dass
zwischen OA- und Kontrollbehandlung (vehicle) kaum bzw. keine signifikanten Unterschiede in der
GroRe vorhanden sind (Bezug zu Abbildung 3.1.1)

3.2. Nitrierte Olsaure verringert mikroskopisch die Anreicherung von

Lipiden in Peritonealmakrophagen

Abbildung 3.2.1 ist eine mikroskopische Aufnahme von Peritonealmakrophagen, die mit Oil-
Red-O gefarbt worden sind. Die Makrophagen wurden aus ApoE-Knockoutmausen, welche mit
verschiedenen Didten im Vorfeld gefittert wurden, extrahiert. Es ist deutlich zu erkennen, dass unter
dem Einfluss von OA-NO, die Menge an mit Lipiden gefullten Makrophagen im Vergleich zur
Kontrollgruppe geringer ist. Abbildung 3.2.2 zeigt die Schnitte in einer erhohten Vergrolierung, 40-
fach. Hier ist deutlich zu erkennen, dass ein groRer Teil der Makrophagen unter Einfluss von OA-NO,
tiberhaupt keine Lipidvakuolen hat, wéhrend beim vehicle ein groRer Teil der Makrophagen Lipide

aufgenommen hat.
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Abbildung 3.2.1: Mikroskopische Féarbung von Peritonealmakrophagen, die mit OA-NO, oder mit
normaler Nahrung behandelt wurden, 10-fache VergroéRerung
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Abbildung 3.2.2: Mikroskopische Féarbung von Peritonealmakrophagen, die mit OA-NO, oder mit
normalem Medium behandelt wurden, 40-fache VergréRerung

Weiterhin wird deutlich, dass die Zahl der Lipidvakuolen in den Makrophagen unter dem Einfluss von

OA-NO, geringer ist als bei Kontrollbedingungen. Hier ist das Zytoplasma oftmals komplett mit
Vakuolen gefiillt, die die restlichen Zellorganellen an den Rand der Zelle abdrangen.
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3.3. Nitrierte Olsaure verringert mikroskopisch die Anreicherung von

Lipiden in Knochenmarksmakrophagen

Abbildung 3.3.1 zeigt mikroskopische Bilder von BMDM aus ApoE-Knockoutmausen, die mit
normalem Medium, oxLDL oder oxLDL + OA-NO, behandelt wurden. Die Makrophagen wurden mit
Oil-Red-O angeférbt und anschliefend fotografiert. Das vehicle dient hierbei als Kontrolle und die
Behandlung mit oxLDL als Positivreaktion. Es ist zu erkennen, dass sowohl unter der Behandlung mit
reinem Medium als auch mit oxLDL eine starke Aufnahme von Lipiden in die Zellen vorliegt. Hierbei
ist die Bildung von Lipidvakuolen unter Einfluss von oxLDL stérker als bei normalem Medium. Auch
die 40-fache VergroBerung zeigt unter oxLDL Einfluss eine vermehrte Lipidaufnahme der
Makrophagen als unter dem Einfluss von normalem Medium. Der Einfluss von OA-NO, verringert
den Effekt des oxLDLs und die Makrophagen nehmen weniger Lipide auf. Dies kann man am besten
im Vergleich der 10-fach vergroBerten Aufnahmen sehen. Zudem zeigt sich in der 40-fachen
VergroBerung, dass die Menge und Groflze an Vakuolen unter dem Einfluss von OA-NO, im Vergleich

zu den anderen Medien geringer ist.
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Abbildung 3.3.1: Mikroskopische Farbung mit Oil-Red-O von BMDM aus ApoE-Mausen, die mit

normalem Medium, oxLDL und oxLDL +OA-NO, behandelt wurden,

VergroRerung

10- und 40-fache
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3.4. Nitrierte Olsaure verringert die Phosphorylierung von STAT-1

-
STAT 3 m~-

PSTAT >

actin
oxLDL - - + + +
LPS - + - - _
OA-NO, (0,5 mM) ) ) ) . +
OA-NO; (1,0 mM) - - - + -

Abbildung 3.4.1: Bandenausbildung von pSTAT unter dem Einfluss von OA-NO, in
Anwesendheit von oxLDL

Abbildung 3.4.1 zeigt Western Blots mit Bandenschwarzung abhéngig von den eingesetzten
Medien. STAT-1 sowie PpSTAT-1 zeigen in einer Gelelektropherese ein spezifisches
Doppelbandenmuster, welches bei ca. 85 kDa liegt. Die Schwérzung der Bande ist proportional zu der
Menge an pSTAT, STAT bzw. Actin. Das pSTAT dient als Marker fur die Entziindungsreaktion
wahrend das unphosphorylierte STAT einen Grundwert angibt. Als Housekeeping bzw. Ladekontrolle
wurde Actin benutzt. Im obersten Westernblot (pSTAT) liegen deutliche Unterschiede zwischen den
eingesetzten Testmedien vor. Unter dem Einfluss von LPS liegt die starkste Bandenschwarzung und
somit grofite Menge an pSTAT im Vergleich aller Testgruppen vor. Dagegen zeigt sich bei den
Testmedien mit oxLDL + OA-NO, lediglich eine deutlich geringere Schwérzung der Doppelbande,
welche sich auf eine geringere Menge an pSTAT zurtickfuhren l&sst. Beim Einsatz von nur oxLDL
liegt eine moderate Doppelbandenausbildung vor. Der mittlere Westernblot zeigt die Ausbildung von
STAT unter dem Einfluss der Testmedien. Hier wird deutlich, dass die Schwérzung in allen
Testmedien &hnlich ist. Der unterste Blot zeigt das Housekeeping mit Actin, welches als Ladekontrolle

fur alle Testmedien genutzt wird.
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Abbildung 3.4.2: Verhéltnis der Western Blot Bandenschwarzung fiir pSTAT/STAT abhéngig von
verschiedenen Testmedien

Abbildung 3.4.2 zeigt das Verhaltnis der Bandenschwarzung fur pSTAT in Abhangigkeit von
den eingesetzten Testmedien. In dieser Abbildung wurde die Bandenschwarzung des
Kontrollmediums als Bezugswert genutzt, um die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen
deutlich zu zeigen. Mit einer ANOVA wurde eine Signifikanz mit a < 0,05 zwischen den Gruppen
errechnet. Es ist zu erkennen, dass unter dem Einfluss oxLDL die Ausbildung von pSTAT im
Vergleich zum Kontrollwert am stérksten ist, ndmlich ca. doppelt so stark. Die Phosphorylierung von
STAT ist bei Vorhandensein von OA-NO, zusammen mit oxLDL signifikant geringer als bei oxLDL
alleine. Hier liegt lediglich eine 1,3-fache (bei 0,5mMol) und 1,15-fache (bei 1,0mMol) Erhéhung der
STAT-Phosphorylierung und somit Bandenschwarzung vor. Es wird eine geringere Phosphorylierung
von pSTAT bei der htheren OA-NO, -Konzentration von 1,0mMol beobachtet als bei 0,5mMol OA-

NO,. Es zeigt sich jedoch keine statistische Signifikanz fiir die zuletzt beschriebene Beobachtung.

52



ERGEBNISSE

3.5. Nitrierte Olsaure verringert die LPS-induzierte Superoxidproduktion

in RAW-Zellen
1-Stunden-Mittelwert
0,7
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LPS 20ng/ml LPS 20ng/ml + ontrol (just media) Leerwert
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Abbildung 3.5.1: LPS und OA-NO2 abhé&ngige Superoxidproduktion, 1-Stunden-Mittelwerte

Abbildung 3.5.1 zeigt die superoxidbedingte Extinktion in Abhé&ngigkeit von den eingesetzten
Testmedien. Hierbei wurde der 1-Stunden-Mittelwert ermittelt sowie der Standardfehler angegeben.
Ein ANOVA-Test zeigt, dass sich die Gesamtheit der Stichproben signifikant voneinander
unterschiedet (p= 7 x 10%"). Unter dem Einfluss von nur LPS ist erkennbar, dass eine signifikante
Stimulation der Superoxidproduktion gegeniiber dem Kontrollwert nur mit Medium (p=0,00004)
vorhanden ist. LPS in Verbindung mit OA-NO, dagegen zeigt gegentber der Kontrolle mit Medium
keine signifikante Erhéhung der Superoxidproduktion (p=0,952). Es liegt zudem ein signifikanter
Unterschied der Extinktion zwischen der Gruppe nur mit LPS und der Gruppe mit LPS + OA-NO,
(p=0,0002) vor. Am Kontrollwert nur mit Medium wird deutlich, dass die Zellen bereits ohne jegliche
Stimulation eine gewisse Menge an Superoxiden produzieren. Bei allen Stichproben ist zum Zeitpunkt

0 die Extinktion sehr &hnlich.
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Unter dem Einfluss von LPS steigt die Extinktion um ca. das 0,5-fache innerhalb einer Stunde
an. LPS zusammen mit OA-NO, dagegen bewirken im Zeitraum einer Stunde lediglich eine
Steigerung um das 0,2-fache und somit eine deutlich geringere als bei LPS allein. Unter
Kontrollbedingungen nur mit Medium zeigt sich ebenfalls eine leichte Steigerung der Extinktion um
das ca. 0,15-fache, vergleichbar wie unter LPS und OA-NO..

3.7. Nitrierte Olsaure verringert die oxLDL-abhéngige

Superoxidproduktion in RAW-Zellen

Abbildung 3.6.1 zeigt ebenfalls eine superoxidbedingte Extinktion abhangig von verschiedenen
eingesetzten Testmedien. Auch hier wurde der 1-Stunden-Mittelwert ermittelt sowie der
Standardfehler angegeben. Ein ANOVA-Test zeigte, dass sich die Gesamtheit der Stichproben
signifikant voneinander unterschiedet (0(ANOVA)= 8,354 x 10™).

1-Stunden-Mittelwerte
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Abbildung 3.6.1: oxLDL, LPS und OA-NO,- abhéngige Produktion von Superoxiden, 1-Stunden-
Mittelwerte
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Hieraus wird deutlich, dass eine Behandlung mit LPS eine signifikante Erhohung der
Superoxid-Werte im Vergleich zur Kontrolle mit Medium hervorruft (p=0,02). oxLDL zeigt ebenfalls
eine signifikante Induktion der Superoxidproduktion im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0.048).
Zwischen LPS und oxLDL konnte jedoch keine signifikanten Unterschiede in der Extinktion erkannt
werden (p=1). Ebenso zeigt OA-NO, in Kombination mit oxLDL keinen signifikanten Unterschied im
Vergleich zur Kontrolle (p=0,16), jedoch besteht ein signifikanter Unterschied der Extinktionswerte
zwischen oxLDL mit OA-NO, und oxLDL alleine (p=0,0025). Weiterhin liegt eine Signifikanz
zwischen den Werten von LPS und von oxLDL mit OA-NO, (p=0,003) vor. Auch hier ist bei allen
Stichproben zum Zeitpunkt 0 die Extinktion auf einem &hnlichen Niveau. Unter LPS-Wirkung ist der
grofte Anstieg der Extinktion zu verzeichnen, n@mlich ungefdhr um das 0,54-fache zum
Ausgangswert. Einen ahnlichen Anstieg gibt es auch bei der Behandlung mit nur oxLDL (0,52-fache).
Sowohl die Kontrolle mit Medium als auch die Behandlung mit oxLDL in Kombination mit OA-NO,
bewirken eine Steigerung der Extinktion um das 0,28-fache. Im Leerwert ist auch ein leichter Anstieg

der Extinktion zu verzeichnen, namlich um das ca. 0,12-fache.
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4. Diskussion

Diese Doktorarbeit hat gezeigt, dass nitrierte Olsaure signifikant den arteriosklerotischen
Prozess in ApoE-Knockoutméusen sowie die Bildung von Superoxiden in RAW-Makrophagen
verringert. Zudem reduziert OA-NO, die Umwandlung von Makrophagen zu Schaumzellen, was
ebenfalls ein elementarer Teil des arteriosklerotischen Prozesses ist. Auf biochemischer Ebene
verringert OA-NO, die Phosphorylierung von STAT-1, welches ein wichtiger Messenger in der
Signalkaskade verschiedener Entziindungsmediatoren, wie z.B. LPS, IL-1, ist. Dariiber hinaus zeigt
OA-NO; eine hemmende Wirkung auf die LPS- und oxLDL- abhangige Superoxidproduktion. Hierbei
weist OA-NO, in der Gruppe der nitrierten Fettsduren die hochste Stabilitdt gegenuber
Oxidationsreaktionen und die hochste Konzentration sowie langste Halbwertszeit im Blutplasma
(Rudolph V. et al. 2008) auf, wobei andere nitrierte Fettsduren wie z.B. nitrierte Linols&ure ebenfalls
entziindungshemmende Eigenschaften besitzen (Baker et al. 2005, Rudolph V. et al. 2008). Auf Grund
dieser Vorteile von OA-NO, gegeniiber anderen Nitroalkenen wurde es fiir unsere Versuchsreihe
gewahlt. Bis heute wurde ein Vielzahl von regulatorischen Transkriptionsfaktoren gefunden, welche
eine entziindungsmodulatorische Wirkung aufweisen sowie Ziele von Nitroalkenen sind, wie z.B.
NF«B (Cui T. et al. 2006, Villacorta et al. 2007). Die Wirkung der Nitroalkene erstreckt sich zudem
auf eine Verringerung der Expression von Adhésionsmolekiilen, welche wichtig fiir
Migrationsprozesse von Leukozyten sind (Hwang et al. 2009) und somit wird eine ebenfalls ein

Bestandteil des arteriosklerotischen Prozesses gehemmit.

4.1. Einfluss auf die Grole von arteriosklerotischen Plaques im Bereich der

Taschenklappen

Acrteriosklerose ist ein Prozess, der alle Gefdlle im Korper befallen kann. Mechanische oder
chemische Noxen konnen das Endothel von Gefden schadigen und somit die natdrliche
Schutzbarriere zerstoren. Im Zuge dieser Schadigung im Endothel kdnnen Leukozyten einwandern
und eine lokale Entzindungsreaktion hervorrufen. Im weiteren Verlauf nehmen die eingewanderten
Leukozyten, vor allem die Monozyten, Lipide aus dem Blutplasma auf und wandeln sich zu
Schaumzellen um. Diese La&sionen wachsen mit der Zeit und konnen sich fibrotisch umwandeln,
aufreiflen und letztendlich das GefaRlumen verschlieRen (Stary 1989, Stary et al. 1995, Stary 2000,
Riede et al. 1989). Es ist jedoch schwierig das AusmaR der Arteriosklerose im Korper zu
quantifizieren, weil man hierzu jedes Gefal} untersuchen und die GroRe der Plagues auswerten misste.
Stark arteriosklerotisch durchbaute Gebiete im GeféaRsystem sind diejenigen, in denen die hochste

Blutstromung vorliegt (Ross et al. 1973).
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Im Herzkreislaufsystem werden die hdchsten Strémungsgeschwindigkeit und Turbulenzen im
Bereich des Herzens und des Ubergangs zur Aorta erreicht. In einer internationalen Regelung zur
Quantifizierung der Arteriosklerose bei Mausen wurde bestimmt, dass die GroRe der
arteriosklerotischen Plaques im Bereich der Taschenlappen bestimmt werden soll. Die Behandlung
von Apo-E-Knockoutmdusen mit OA-NO, verringert signifikant die Ausbildung von
arteriosklerotischen Plaques im Bereich der Taschenklappenebene (Abbildung 3.1.1). Die Abnahme
der Arterioskleroseplaques unter der Behandlung mit OA-NO, im Vergleich zu normaler OA bzw. der
Kontrollgruppe lasst auf antiarteriosklerotische Eigenschaften der nitrierten Olséaure schlieBen. Hierbei
ist ebenfalls zu beachten, dass reine Olsaure keine Induktion der Arteriosklerosebildung mit sich
bringt. In Abbildung 3.1.2 ist bereits mikroskopisch erkennbar, dass unter dem Einfluss von OA-NO,
die PlaguegréRe Kleiner ist als in den beiden anderen Gruppen. Zudem ist hier ebenfalls erkennbar,
dass unter dem Einfluss von OA keine eindeutig grofReren Plaques entstehen als unter der
Kontrollgruppe. Die Wirkung von OA-NO, lasst sich durch eine direkte Interaktion mit Hilfe einer
Michael-Reaktion erkléaren, wobei die Anlagerung an vielen verschiedenen nukleophilen Molekiilen
erfolgen kann. Die Anlagerung ist jedoch reversibel und der funktionale Komplex bleibt lediglich tber
einen kurzen Zeitraum erhalten (ca. 1h nach Freeman et al.). Die Reaktion ist relativ unspezifisch, weil
eine groBe Vielzahl von antiinflammatorischen Transkriptionsfaktoren elektrophile Zielgruppen
besitzen. Somit ist es sehr wahrscheinlich, dass OA-NO, eine Vielzahl von Bestandteilen des
arteriosklerotischen Prozesses beeinflusst und Uber diese antiarteriosklerotische Effekte hervorruft.
Wichtige  Teilschritte des arteriosklerotischen Prozesses sind die Einwanderung der
Monozyten/Makrophagen in das Endothel und die Aufnahme von Lipiden, vor allem oxLDL, aus dem
Blutserum. Die Einwanderung von den Leukozyten erfolgt unter Ausbildung von Adhésionsmolekiilen
wie z.B. VCAM und ICAM, die eine Verknlpfung zwischen Endothel und Leukozytenoberflache
herstellen. Es konnte nachgewiesen werden, dass OA-NO, die Ausprdgung von diesen
Adhésionsmolekiilen verringert und somit den Migrationsprozess der Leukozyten stort (T.K. Rudolph
et al. 2010, Cui T. et al. 2006). Die Zahl, der an auf der Leukozytenoberfliche exprimierten
Adhasionsmolekiile nimmt unter dem Einfluss von OA-NO, ab und verringert somit die Haftung der
Zellen. Ein denkbarer zugrundliegender Mechanismus wére eine Modifizierung von
Transkriptionsfaktoren, die fiir die Ausbildung von Adhé&sionsmolekilen verantwortlich sind, durch
direkte Einwirkung von OA-NO, uber eine Michael-Addition. Folglich wéren die
proinflammatorischen Signalkaskaden im Zellkern der Leukozyten vermindert und letztendlich die
Synthese von Adhésionsmolekiilen verringert. Hierbei wére jedoch noch zu ergriinden, in wie fern
tatséchlich der OA-NO, in vivo eine Leukozytenmigration beeinflusst und ob und in welchem Mal}
dies eine Rolle fir die Arteriosklerose spielt. In diesem Zusammenhang steht ebenfalls eine
Regulierung des MCP-1 (Monocyte chemotactic protein -1) (Cui et al.2007). Dieser Faktor dient als
Chemokin fir Monozyten und fordert Aktivierung und Migration in das Entziindungsareal (T.K.
Rudolph et al. 2010, Uguccioni et al. 1995).
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Eine verringerte Aktivitat wirde einhergehen mit einer konsekutiven Verringerung der
Monozytenmigration. Auf diese Weise wirde OA-NO, die potentielle Zahl an lipidbeladenen
Makrophagen im Bereich der Plaques reduzieren und somit die Menge an Schaumzellen beeinflussen.
In Abbildung 3.2.1, 3.2.2 und 3.3.1 zeigt sich, dass unter dem Einfluss von OA-NO, die Ausbildung
von Schaumzellen verringert wird. Diese Gegebenheit spricht dafur, dass OA-NO, Einfluss auf die
Makrophagenaktivierung besitzt. MCP-1, genauso wie IL-1 und TNFa, ist zudem ein Bestandteil der
Entziindungsreaktion und wird durch proinflammatorische Mediatoren wie LPS getriggert (Cui et
al.2007). Es konnte gezeigt werden, dass OA-NO, die Aktivitat dieser Mediatoren reduziert und somit
die Entzlindungsreaktion supprimiert (Cui et al.2007). Der Einfluss von OA-NO, auf MCP-1 wurde
ebenfalls im ApoE-Modell beobachtet (T.K. Rudolph et al. 2010). Die Aufrechterhaltung und
Forderung der Entziindungskaskade sind weitere bedeutende Schritte im Entstehungsprozess der
Arteriosklerose nach Ross. Proinflammatorische Mediatoren wie IL-1 und TNFo werden von
Endothelzellen im geschadigten GeféRabschnitt produziert und bewirken eine Aktivierung von
Leukozyten im Blut sowie die Ausschittung von weiteren Wachstums- und Entziindungsfaktoren
(Raines et al. 1989, Old 1985, Libby et al 1989), wobei die Signalkaskade der Inflammationsreaktion
sehr komplex und vielfaltig ist. Aufgrund der elektrophilen Eigenschaften ist die nitrierte Olsaure in
der Lage mit Cystein-Resten eines Molekiils eine Bindung einzugehen (Nitroalkylation, Batthyany et
al. 2006). NF«B ist ein zentraler Transkriptionsfaktor, welcher Bestandteil der Signalkaskade in der
Aktivierung von vielen proinflammatorischen Zytokinen und somit auch an der Regulierung der
Inflammationsreaktion beteiligt ist (Gosh et al. 1998), darunter z&hlen auch IL-1, MCP-1 und TNFa
sowie Adhasionsmolekiile wie VCAM- 1 (Gosh et al. 1998). NF«kB liegt inaktiv im Zytoplasma vor
und wandert nach Phosphorylierung und Aktivierung in den Zellkern. Dabei besteht das aktivierte
NF«B aus einem Heterodimer (p65 und p50) (Gosh et al. 1998). Es konnte gezeigt werden, dass die
Aktivitdit von NFkB mit Hilfe von elektrophilen Substanzen durch eine Modifizierung an
Cysteinresten verringert werden kann (Strauss et al. 2000). Gosh et al. 1998 haben gezeigt, dass OA-
NO; die NFkB Aktivitit verringert, wobei eine Anlagerung des OA-NO, an die p65 Untereinheit des
NF«kB erfolgt. Eine Blockierung dieses Transkriptionsfaktors fithrt zu einer Inhibierung der
Inflammationsreaktion und letztendlich besteht somit die Vermutung, dass dies ebenfalls zu einer
Verringerung der Arteriosklerose flihrt. Zudem reguliert NFkB die Expression von
Adhasionsmolekiilen. Es kann weiterhin spekuliert werden, dass der Effekt von OA-NO, auf die
Adhisionsmolekiile ebenfalls durch die Regulierung von NF«kB bedingt ist, was jedoch noch nicht
konkret untersucht wurde. Ein weiterer wichtiger Bestandteil des Arterioskleroseprozesses ist die
Einwanderung von Fibroblasten und glatten Muskelzellen in den Plaquebereich sowie die erhthte
Produktion von Kollagen und Bindegewebe (Stary 1989, Stary et al. 1995, Stary 2000). Dadurch
entstehen im Plague verschiedene Verdnderungen; zum einen nimmt die Grofe und die damit
einhergehende Einengung des Gefales zu, zum anderen wird der Plaque durch eine hohen Anteil an

Bindegewebe stabiler gegeniiber mechanischer Belastung sowie Traktionskréften (Strémung).
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Nach TK. Rudolph et al. 2010 nimmt unter dem Einfluss von OA-NO, die Menge an glatten
Muskelzellen sowie an Kollagen im Plaquebereich im Vergleich zu der Behandlung mit OA oder der
Kontrollgruppe zu, womit der Plague an Stabilitat gewinnt und die Gefahr einer Ruptur abnimmt. Ein
wichtiger Bestandteil des Metabolisierungsprozesses von Kollagen und anderem Bindegewebe sind
Matrixmetalloproteasen. Diese Enzyme losen die Bindegewebsstruktur der arteriosklerotischen
Plaques und verringern somit seine Stabilitat (Beckman et al. 1994, Gough et al. 2006). Bonacci et al.
2011 hat in einem ApoE Modell gezeigt, dass OA-NO, die Ausbildung von MMPs signifikant
verringert. Die Regulierung findet dabei auf der Ebene der pro-MMPs sowie durch eine PPARy
abhéngige Reaktion statt. Die erhohte Stabilitat von arteriosklerotischen Plaques ist ein wichtiger
protektiver Faktor vor einem akuten kompletten GeféRverschluss, wie er z.B. bei einem akuten
Myokardinfarkt beobachtet wird. Es konnte mit den Versuchen gezeigt werden, dass Mause, die
vermehrt OA-NO, ausgesetzt werden, weniger Arteriosklerose auspragen als die Kontrollgruppe oder
als die Gruppe, die nur mit OA behandelt wurde. Jedoch ist noch unzureichend geklart, welcher Schritt
der Entscheidende in diesem Prozess ist und wie viel Einfluss jeder Prozess fir sich auf die
Entwicklung der Plaques hat. In Hinblick auf die Entziindungshypothese der Arteriosklerose nach
Ross sowie die antiinflammatorische Wirksamkeit von Nitroalkenen, ist zu vermuten, dass die
Inhibierung der Entzlindungsreaktion eine Schlisselrolle einnimmt, insbesondere die Reduktion von
IL-1 und TNFa sowie von MCP-1. In dem Zusammenhang ist jedoch noch unzureichend geklért, ob
OA-NO, lediglich eine lokale Rolle im Bereich der Endothelschdadigung einnimmt oder ob der
antiinflammatorische Effekt auf den gesamten Organismus wirkt. In Hinblick auf eine gestorte
Diapedese ist wichtig zu erfassen, ob OA-NO, mdgliche negative Effekte auf den Organismus hat, wie

z.B. eine gestorte T-Zell-Antwort.

4.2 Einfluss von OA-NO, auf die Schaumzellbildung

Leukozyten sind Zellen, die im Organismus die Aufgabe der Immunabwehr Gbernehmen und
dabei in verschiedenen Geweben vorkommen, wie z.B. Blut, Milz und andere lymphatische Organe
sowie im Knochenmark. Sie sind verantwortlich fir die Abwehr gegen externe Krankheitserreger wie
Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten sowie spielen sie ein groRe Rolle bei der Destruktion von
malignen Zellen. Die Leukozyten kann man in eine lymphatische und in eine myelotische Zelllinie
aufteilen. Zur lymphatischen gehdren die T-und B-Lymphozyten wéahrend zur myelotischen die
Granulozyten, dendritischen Zellen, Mastzellen sowie die Monozyten/Makrophagen gehodren. Die
Monozyten bilden 3-7% der Gesamtleukozyten und haben die Aufgabe kdrperfremdes Material zu
phagozytieren sowie die erworbene Immunabwehr mittels Antigenprasentation zu aktivieren. Die

zirkulierenden Monozyten mit einer GréRRe von 5-20um besitzen eine Lebenslauer von ca. 2-4 Tagen.
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Sobald sie jedoch ins Gewebe einwandern und sich zu Makrophagen entwickeln, kdnnen sie
dort Wochen (Uberleben. Im Knochenmark entwickeln sich die Monozyten aus myelopoetischen
Vorléuferzellen unter verschiedenen Wachstumsfaktoren wie z.B. GM-CSF (Granulozyten-
Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor) oder M-CSF (Makrophagen Kolonie-stimulierender
Faktor) und werden ins Blut sezerniert. Monozyten konnen durch geeignete Faktoren und Medien
auch in vitro in Makrophagen umgewandelt werden. Die Monozyten/Makrophagen sind in der Lage,
korperfremde und korpereigene Stoffe aufzunehmen und zu zerstéren, wobei die Spanne von
Bakterien und Pilze Uber Tumorzellen bis zu Metallen wie Eisen oder auch feste
Kohlenstoffverbindungen reicht. Eine besondere Stellung nehmen die Makrophagen jedoch im
Prozess der Arteriosklerose ein. Hierbei sind sie in der Lage, nach dem Einwandern in das
GefaBendothel oxLDL mit Hilfe von Scavenger Rezeptoren aufzunehmen. LDL wird weiterhin Uber
den LDL-Rezeptor aufgenommen, welcher jedoch in Abhangigkeit der Cholesterinkonzentration von
PPARYy reguliert wird. Dabei wandeln sie sich zu Schaumzellen um und werden zu einem Bestandteil
einer arteriosklerotischen Plaque und spielen somit eine wesentliche Rolle bei der Arteriosklerose. Um
den direkten Effekt von OA-NO, auf die Lipidspeicherung in Makrophagen zu erfassen, wurden
Peritoneal —und Knochenmarksmakrophagen aus Apo-E-Knockoutméusen extrahiert und mit
verschiedenen Testmedien behandelt. Es konnte gezeigt werden, OA-NO, mikroskopisch die
Lipidspeicherung in Peritoneal- und Knochenmarksmakrophagen verringert, wie in den Abbildungen
3.2.1, 3.2.2 und 3.3.1 erkennbar ist. Hierbei nimmt sowohl die Menge an Lipiden in den einzelnen
Makrophagen als auch die Makrophagen mit Lipidvakuolen ab. Hier ist weiterhin erkennbar, dass die
Menge an lipid-beladenen Zellen unter dem Einfluss von OA in Bezug auf die Kontrollgruppe nicht
sonderlich ansteigt. Ahnlich wie die Ergebnisse der Aortenschnitte, sprechen diese Ergebnisse
ebenfalls daflr, dass reine Olsdure keine vermehrte Ausbildung von Schaumzellen bewirkt. Es gibt
verschiedene Theorien wie genau die Umwandlung von Makrophagen zu Schaumzellen ablauft. Ein
moglicher Ansatz sind Scavenger-Rezeptoren auf der Oberflache von Makrophagen, welche in der
Lage sind, konzentrationsunabhéngig Lipide aufzunehmen und zu speichern. Es wurden bereits
verschiedene Klassen von Scavenger-Rezeptoren identifiziert sowie deren Bedeutung fir die
Aufnahmen von oxLDL und Schaumzellbildung ergriindet. Scavenger-Rezeptoren, die zur Klasse A
gehtren (SR-A), haben proarteriogene Eigenschaften und nehmen vermehrt oxLDL in die
Makrophagen auf (Sakaguchi et al. 1998, Suzuki et al. 1997). Eine besondere Stellung nimmt
weiterhin aus der Klasse B der Rezeptoren (SR-B) das proarteriogene CD36 ein, welches zusammen
mit den SR-A fir den Grofteil der Lipidaufnahme in die Makrophagen zustindig ist (Wanaba et al.
1998). Hier kdnnte OA-NO, lber eine Modifizierung der Transkriptionsfaktoren fur die Scavenger-
Rezeptoren wirken, diese herabregulieren und somit eine verringerte Anzahl von lipidbeladenen
Makrophagen mit sich fiihren. Die Scavenger-Rezeptoren sind jedoch nicht fiir die gesamte Menge des

aufgenommenen oxLDLs verantwortlich (Lougheed et al. 1996).
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Ein weiterer Aufnahmemechanismus ist bedingt durch auf der Makrophagenoberflache
vorhandene Glykosaminoglykane (GAG) (Kaplan et al. 1998). Auch hier besteht theoretisch die
Maoglichkeit einer Modifizierung der GAGs durch das OA-NO, und somit Verringerung der
Aufnahmen von oxLDL. In diesem Zusammenhang miisste jedoch geklart werden, ob Gberhaupt und
wie stark der Effekt der GAGs auf die Arteriosklerose ist. Die Umwandlung von Monozyten zu
Makrophagen wird stimuliert durch M-CSF (macrophagen colony stimulating factor). oxLDL
veranlasst die Sekretion von M-CSF aus Endothelzellen und somit ist es beteiligt an der Umwandlung
von Monozyten zu Makrophagen (Rajavashisth et al. 1990). Weiterhin induziert das oxLDL
inflammatorische Reaktionen innerhalb von Makrophagen und verstarkt die Ausschittung von
weiteren Interleukinen wie IL-1 und die Expression von Matrixmetalloproteasen. Die
Aufrechterhaltung der Inflammationsreaktion sowie die vermehrte Aufnahme von oxLDL (ber
Oberflachenrezeptoren sind flr die Entstehung von Schaumzellen sowie die Anregung von weiteren
Makrophagen von groRer Bedeutung. Eine wichtige Stellung nimmt hierbei das sog. STAT-1 (Signal
Transducer and Activator of Transcription -1) ein, welches ein Transkriptionsfaktor ist, der durch
Phosphorylierung reguliert wird und anschlieBend in der Lage ist, mit einem weiteren Faktor zu
dimerisieren. Im weiteren Verlauf wandert dieses Dimer in den Zellkern und reguliert die
Transkription eines Zielgenes. Zu den Zytokinen, die den Jak/STAT-Pathway nutzen, gehéren unter
anderem INFy, LPS und oxLDL (Sikorski et al. 2011). Signal Transducer and Activator of
Transcription ist Bestandteil einer Signalkaskade, die an der Regulation von Entziindungsprozessen
und somit an der Ausprédgung und Erhaltung der Arteriosklerose beteiligt ist. Dabei gilt, je hoher die
Menge an phosphorylierten STAT-1 ist, desto groRer ist der aktivierende Effekt auf die
inflammatorische Reaktion. In dieser Doktorarbeit konnte gezeigt werden, dass OA-NO, die oxLDL-
induzierte Phosphorylierung von STAT-1 verringert (Abbildung 3.4.1 und 3.4.2). Der deutlich
Ruckgang der Bandenschwérzung im Western Blot (Abbildung 3.4.2) unter dem Einfluss von OA-
NO; spricht fur eine geringere Menge an phophorylierten STAT-1 und somit flr eine Unterbrechung
der inflammatorischen und proarteriosklerotischen Signalkaskade. Zudem zeigt sich, dass bereits bei
einer eher niedrigeren Konzentration von OA-NO, eine starke Inhibierung vorliegt. Dies lasst
vermuten, dass OA-NO, eine hohe inhibitorische Potenz auf STAT-1 aufweist. Vermutlich reicht
bereits eine geringe Konzentration, um die Menge an pSTAT und somit den proarteriogenen Effekte
signifikant zu verringern. Aus der Abbildung 3.4.1 l&sst sich ableiten, dass LPS und oxLDL aufgrund
der hohen Menge an pSTAT-1 starke aktivierende und somit proinflammatorische Eigenschaften
aufweisen. Unter dem Einfluss von OA-NO, erfolgt eine signifikante Inhibierung der Wirkung von
oxLDL. Der zugrundeliegende molekulare Mechanismus von OA-NO, kann in diesem
Zusammenhang jedoch nur vermutet werden. Die Phosphorylierung und somit Aktivierung von
STAT-1 wird durch die Janus-Kinase durchgefuhrt. Ein mdglicher Wirkmechanismus von OA-NO,
kann eine direkte posttranslationale  Modifizierung der Janus-Kinase oder  seiner

Transkriptionsfaktoren sein.
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Dies wirde auch zu den beobachteten Ergebnissen passen, in denen das OA-NO, die Menge an
pSTAT signifikant verringert, jedoch bleiben die Mengen an nicht phosphorylierten STAT-1 in allen
Gruppen relativ gleich, womit eine direkte Wirkung auf die Synthese von STAT-1 durch OA-NO;
unwahrscheinlich ist (Abbildung 3.4.1). In diesem Zusammenhang ist von Bedeutung, dass die
Aktivierung von STAT-1 unabhangig von der Janus-Kinase erfolgen kann, wobei der Mechanismus
abhéngig ist von Rezeptor- Tyrosin-Kinase wie z.B. EGF, IGF oder PDGF (Schapper et al. 1997).
Dieser Umstand kann eine gewisse Restphosphorylierung von STAT-1 erklaren, die unter der
Behandlung mit OA-NO, auftritt. Die Unterbrechung der STAT-1 Signalkaskade hat auf die
Eigenschaften von diversen proinflammatorischen Signalstoffen, wie z.B. LPS, INFy und oxLDL
Einfluss. In Hinblick auf LPS, wie bereits in der Einleitung erwahnt, verringern Nitroalkene die
Synthese von weiteren proinflamatorischen Zytokinen IL-6, TNFa, MCP-1 (Cui T et al. 20086,
Ichikawa et al. 2008). Das von den Zellen aufgenommene oxLDL wirkt direkt auf
Transkriptionsfaktoren, wie z.B. das NF«B und steigert die DNA-Bindungsfahigkeit (Rajavashish et
al. 1995). Es wurde zudem gezeigt, dass die Umwandlung von Makrophagen zu Schaumzellen
teilweise unabhangig von den Scavenger-Rezeptoren ist (Manning-Tobin et al. 2009). Dabei wurde die
Ausbildung der Arteriosklerose in Hinblick auf den Knockdown der Scavenger-Rezeptoren SR-A und
CD36 untersucht. Diese beiden Rezeptoren sind maRgeblich an der Aufnahme von oxLDL in die
Zellen beteiligt. Ein Knockdown dieser Rezeptoren, besonders des CD 36, bewirkt eine Verringerung
der Auspragung der Arteriosklerose in der Aorta descendens (Kuchibhotla et al. 2008). Dabei sind die
arteriosklerotischen Plaques Kleiner und stabiler, sowie entwickelt sich ein kleinerer Nekrosekern.
Eine Interkalierung mit fur die Rezeptorsynthese wichtigen Transkriptionsfaktoren konnte ebenfalls zu
den mdglichen Eigenschaften von OA-NO, gehodren. Es hat sich in Hinblick auf die Formierung der
Schaumzellen ergeben, dass Toll-Like-Rezeptoren auf den Makrophagen eine entscheidende Rolle
spielen kdnnen (Nicolaou et al. 2010). Diese Rezeptoren sind beteiligt an der Ausbildung von sog.
Lipidkorperchen in Makrophagen, welche verantwortlich sind fiir die oxLDL unabhangige Ausbildung
von Schaumzellen (Nicolaou G et al. 2010). Lipidkdrperchen kénnen in verschiedensten Situation in
Makrophagen gefunden werden, wie z.B. bei Entziindungsreaktionen, wo sie als Reservoir flr
Eiksanoide fungieren, oder auch an chronischen Entziindungsprozessen (D"Avillae et al. 2008, Weibel
et al. 2009).

Insgesamt haben die Versuche gezeigt, dass OA-NO, die oxLDL induzierte Schaumzellbildung
mikroskopisch deutlich verringert. Es ist es schwierig zu sagen, an welcher Stelle genau OA-NO, in
den Prozess eingreift, denn letzten Endes verhindert OA-NO, die Umwandlung von Makrophagen zu
Schaumzellen bei oxLDL nicht vollstandig. Hierbei ist zu beachten, dass oxLDL die Bildung von ROS
intrazellulér steigert und somit auch andere Signalkaskaden wie z.B. den MAP-Kinase-Weg in Gang
setzen kann (Ceécile et al. 1999). Aufgrund der komplexen Signalwege und mdglichen

Wechselwirkung war somit eine vollstandige Inhibierung durch OA-NO, nicht zu erwarten.
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Der Einfluss von OA-NO, auf die Entziindungsprozesse in den Makrophagen muss genauer
analysiert werden, wobei insbesondere die Reaktionsschritte, welche mit der Aktivierung durch TLR
verbunden sind, genauer evaluiert werden sollten. Obwohl dieser Reaktionsweg nicht direkt zur
klassischen Theorie der Arteriosklerose nach Ross gehort, sind Erkenntnisse in diesem Bereich
wichtig, um das komplette Potential der Nitroalkene zu erkennen und mdglicherweise eine

therapeutische Komponente zu gewinnen.

4.3 Nitrierte Olsaure verringert die Superoxidproduktion in RAW-
Makrophagen

Superoxide sind reaktive Sauerstoffverbindungen, welche aufgrund ihrer molekularen Struktur
in der Lage sind, schnelle chemische Verbindungen einzugehen und hierbei vielfaltige Effekte zu
entfalten. Darunter zdhlen neben der Konformationsédnderungen von Zellmembranen und Molekilen
die Aktivierung von diversen Signalwegen (Rhee SG. 2006). Somit nehmen die Superoxide eine
wichtige Rolle in der Inflammationsreaktion und der Abwehr von Fremdorganismen ein. Eine Reihe
von Zellen ist in der Lage, Superoxide zu produzieren, dazu zdhlen Fibroblasten, Endothelzellen und
Leukozyten, wobei, wie bereits oben erwéhnt, die Makrophagen fir die Ausbildung von
arteriosklerotischen Plaques von groBer Bedeutung sind. Die Superoxide werden zu einem groRen Teil
von der NADPH-Oxidase gebildet, welche durch die Aktivierung von TLR-Rezeptoren auf der
Oberflache von Makrophagen reguliert wird (Kawai T et al. 2007). Die Aktivitat und die Ausbildung
der Superoxide hangen von der Anwesenheit von proinflammatorischen Mediatoren ab, wie z.B. LPS
oder oxLDL (Park HS et al 2004). Es konnte gezeigt werden, dass Superoxide im Bereich von
arteriosklerotischen Plaques vermehrt vorkommen und die Entziindungsreaktion in diesem Bereich
aufrechterhalten, wobei je groRRer ein arteriosklerortischer Plaque ist, desto gréRer ist auch die Menge
an produzierten Superoxiden (Sorescu et al. 2002). Es stellt sich zudem die Frage, in wie fern die
Eigenschaften von OA-NO, die Bildung sowie den Effekt der Superoxide modulieren kdnnen.
Weiterhin verringern Superoxide die Stabilitdt der arteriosklerotischen Plaques und fiihren vermehrt
zu akuten thrombembolischen Ereignissen (Heitzer et al. 2001). In den Ergebnissen konnte gezeigt
werden, dass OA-NO, die LPS und oxLDL induzierte Superoxidproduktion signifikant verringert
(Abbildung 3.5.1 und 3.61). LPS ist ein starker proinflammatorischer Mediator, der tber eine TLR-
abhéangige Aktivierung eine vermehrte Produktion von Superoxiden bewirkt (Park et al 2004). Hierbei
induziert LPS eine vermehrte Bildung von NF-kB und stimuliert somit zusammen mit den gebildeten
Superoxiden die Synthese und Ausschittung von weiteren Mediatoren wie z.B. IL-1, IL-6 und TNFa
sowie die Auspragung von Adhéasionsmolekiilen auf Endothelzellen. Damit wird die Einwanderung
von Leukozyten in die GefalBwénde erleichtert und der Prozess der Arteriosklerose beschleunigt.

Zudem ist die NF-xB Aktivitdt zum Teil abhidngig von der Menge an Superoxiden (Park et al. 2006).
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Wie bereits oben erwahnt, verringert OA-NO, die LPS induzierte Aktivierung von NF-kB sowie
die Bildung weiterer Zytokine. Jedoch konnte noch nicht eindeutig ein direkter Zusammenhang
zwischen der OA-NO,-bedingten Suppression von NF-kB und der Menge an Superoxiden gezeigt
werden. Ein moglicher Mechanismus konnte die Blockierung von Transkriptionsfaktoren sein, welche
durch die Aktivierung von TLR-Rezeptoren (insbesondere von TLR 4) vermehrt gebildet werden.
Zudem steigern Nitroalkene die Expression von Hamoxygenase um ein Vielfaches (Brusko et al.
2005, Durante 2002, Nakao et al. 2005). Die Hamoxygenase besitzt ausgepragte antioxidative
Eigenschaften und verringert die Menge der Superoxide, indem sie diese vorzeitig abfangt und
umwandelt. Ein direkter Zusammenhang zwischen der OA-NO, induzierten Hdmoxygenase und einer
Verringerung der Superoxidproduktion bleibt jedoch vorerst spekulativ. Eine weitere Mdglichkeit
besteht in der Regulation der Superoxid-Dismutase, die fur den Abbau der Superoxide verantwortlich
ist. OA-NO, konnte durch eine Modifizierung der Transkriptionsfaktoren einen positiven Effekt auf
dieses Enzym haben. In den Ergebnissen zeigt sich zudem, dass die Superoxidproduktion in der OA-
NO,/LPS-Gruppe éhnlich hoch ist wie die in der Kontrollgruppe. Somit lasst sich vermuten, dass OA-
NO, beinahe die komplette LPS-abhéngige Produktion inhibiert. Neben dem LPS ist oxLDL ebenfalls
ein potenter Induktor der Superoxidbildung. Es sammelt sich in den arteriosklerotischen Plaques an
und lagert sich dabei an Makrophagen und Endothelzellen an, welche im Zuge dieser chronischen
Entztindungsreaktion vermehrt Superoxide bilden (Yun et al. 2009), wobei der Mechanismus abhéangig
von einer TLR-4 abhangigen Stimulation von Nox2, einem Hauptbestandteil der NADPH-Oxidase, ist
(Bae et al. 2009). Nox2 benétigt fur eine erfolgreiche Aktivierung die Rekrutierung von Proteinkinase
C, welche wiederrum durch die Phospholipase C induziert wird (Bae et al. 2009). Das oxLDL
induziert eine TLR-4 assoziierte Tyrosinkinase, welche die Phospholipase C phosphoryliert und sie
damit aktiviert. Eine mdgliche Wirkweise von OA-NO, konnte eine Veradnderung des Enzymprofils
sein. Dabei kann OA-NO, die Transkriptionsfaktoren eines dieser Enzyme modifizieren und damit die
Signalkaskade unterbrechen. Coles et al 2002 haben gezeigt, dass LNO, die Superoxidproduktion
innerhalb von Granulozyten verringern. Hierbei haben sie jedoch festgestellt, dass die
Zusammensetzung und Menge der NADPH-Oxidase durch die Nitroalkene nicht direkt verandert
wird. Zudem bewirkt oxLDL, wie bereits erwéhnt, die Ausschittung wvon weiteren
proinflammatorischen Zytokinen (Bae et al. 2009), welche wiederrum eine Steigerung der
Superoxidproduktion im Rahmen einer allgemeinem Entziindungsreaktion verursachen kdnnen. OA-
NO, verringert hierbei die Ausprdgung von verschiedenen Entziindungsmediatoren und hemmt damit
die Superoxidproduktion. In den Ergebnissen zeigt sich, dass die oxLDL abhéngige
Superoxidproduktion unter dem Einfluss von OA-NO, sich auf dem gleichen Niveau bewegt, wie bei
der Kontrollgruppe, jedoch ist sie deutlich hoher als beim Leerwert (ohne Zellen). Dieses Ergebnis
lasst die Vermutung zu, dass das OA-NO,, die oxLDL induzierte Superoxidproduktion fast komplett
inhibiert. Die Kontrollgruppe zeigt einen deutlichen Anstieg der Extinktion im Vergleich zum

Leerwert.
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Als mdgliche Ursache konnte eine Grundproduktion an Superoxiden vorliegen, die sich auch
mit OA-NO, nicht inhibieren l&sst, wie im Vergleich zwischen der Kontrollgruppe und der
0XLDL/OA-NO, - Gruppe ersichtlich ist. Eine andere Ursache fir die erhdhte Extinktion ist, dass
Zellbestandteile bzw. andere Substanzen, die von den Zellen abgegeben werden und womaglich mit
dem Cytochrom C reagieren, einen Anstieg der Extinktion bewirken. Im zeitlichen Verlauf von 1
Stunde zeigt sich beim Leerwert lediglich ein minimaler Anstieg der Extinktion, wahrend bei der
Kontrollgruppe ein signifikanter Unterschied erkennbar wird. Dieser Verlauf zeigt sich sowohl in den
LPS als auch in den oxLDL Versuchsreihen. In den Ergebnissen zeigte sich weiterhin, dass LPS und
oxLDL die Superoxidproduktion in einem &hnlichen Verhéltnis steigern. Somit kann vermutet werden,
dass beide Entziindungsmediatoren eine &hnliche Potenz zur Induktion von Superoxiden besitzen.
Hierbei ist zu untersuchen, in wie fern OA-NO, tatsachlich ein Effekt auf die Rezeptoren auf der
Oberflache von Makrophagen besitzt oder ob der Effekt erst zu einem spateren Zeitpunkt in der
Reaktionskaskade eintrifft. Insgesamt bleibt ungeklért, welcher Prozess der Entscheidende fiir die
Wirkung des OA-NO, auf die Superoxidproduktion ist. Jede Verringerung der Superoxidbildung hat
zur Folge, dass die Inflammationsreaktion gebremst sowie die Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen verringert wird. Coles et al 2002 haben gezeigt, dass LNO, die Superoxidproduktion

innerhalb von Granulozyten verringern.
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4.4 Zusammenfassung und Zukunftsausblick

In den Versuchen konnte gezeigt werden, dass nitrierte Olsdure Uber verschiedene
antiinflammatorische Eigenschaften verfligt und signifikant die Effekte von oxLDL und LPS auf den
arteriosklerotischen Prozess verringert. Zudem reduziert OA-NO, die Superoxidproduktion, welche
ebenfalls eine Komponente der Inflammationsreaktion ist. Der genaue Mechanismus der Inhibierung
ist bis jetzt noch nicht bis ins Detail verstanden, wobei dieser vermutlich zu einem grof3en Teil von der
posttranslationalen Modifikation von Transkriptionsfaktoren abhangig ist. Jedoch um ein exaktes
Wirkprofil zu erhalten, bedarf es weiterer Forschung insbesondere auf DNA Ebene sowie der genauen
Identifizierung der Transkriptionsfaktoren, die Targets von OA-NO, sind. Insgesamt verhalt sich OA-
NO, im Korper wie ein Signalstoff, welcher in der Lage ist, durch eine reversible posttranslationelle
Modifizierung von Transkriptionsfaktoren und anderen Botenstoffen temporérer Effekte zu erzielen.
Zudem kommt OA-NO, im Korper selbst vor. Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit I&sst sich
ein groRes Potential von OA-NO, ableiten, um in Zukunft fur therapeutische Ziele eingesetzt zu
werden. Dabei kénnte die nitrierte Olsdure als Bestandteil einer antiinflammatorischen Therapie zum
Einsatz kommen oder auch bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung als Nahrungserganzungsmittel
an Stelle von normalen Fettsauren eingesetzt werden. Neben den klassischen Schwierigkeiten wie
Vertraglichkeit, Kurzzeit — und Langzeitnebenwirkungen sowie Dosierung ist die Darreichungsform
ein zentrales Problem. Nitroalkene sind hoch energetische Verbindungen und weisen im Korper
lediglich eine kurze Halbwertszeit auf. In den Mauseexperimenten wurde das Problem mit Hilfe einer
Minipumpe umgangen, die kontinuierlich Nitroalkene abgegeben hat. Um einen therapeutischen
Effekt zu erreichen, miisste eine stabile Konzentration (ber einen langeren Zeitraum im Organismus
vorhanden sein. Zudem eignen sich Nitroalkene nicht zur Anwendung als Brat- und Speisefette, weil
unter dem Energieeinfluss der Brathitze sofort die Nitrogruppe abspalten wird und somit die
eigentlichen Eigenschaften verloren gehen. Um festzustellen in wie fern die antiinflammatorischen
Effekte der Nitroalkene als anti-arteriosklerotische Substanz geeignet sind, mussen im Vorfeld die
Einflisse auf weitere Bestandteile des Immunsystems, wie z.B. Lymphozyten und Antikorperbildung
ergrindet werden. Alternativ kdnnte eine Substanz eingesetzt werden, die im Korper selbst eine

Bildung von Nitroalkenen anregt und eine bessere Handhabung aufweist, als die Nitroalkene selbst.

Nitrierte Fettsduren zeigen insgesamt grof3es theoretisches Potential, welches jedoch zuerst in eine

praktische Anwendungsform gebracht werden muss.
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E-Selektin | Endotheliales Selektin PDGF platlet derived growth factor

ESL-1 Endothelial selectine ligand 1 Penstrep Penicillin/Streptomycin

FBS Fetales bovines Serum PPAR peroxisome proliferator-activated

receptor
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QUELLEN

Foam cells | Schaumzellen P-Selektin | Plattchen Selektin

GAG Glycosamineglycanes pPSTAT Phorsphoryliertes STAT

GM-CSF | Granulocyte macrophage colony- ROS Reactive oxygen species
stimulating factor

GSH Glutathion SDS) Natriumdodecylsulfat

HO-1 Hé&moxygenase 1 SOD Superoxiddysmutase

ICAM Intercellular Adhesion Molecule SR Scavenger Receptor

IGF-1 insulin like growth factor 1 STAT Signal Transducer and Activator of

Transcription

IL-x Interleukin-x TBS Tris-buffered saline

IMM Internal mitochondrial membrane TGFp transforming growth factor 3

INFy Interferon y TLR Toll like receptor

INFy Interferon y TNFa Tumornekrosefaktor o

JAK Janus-Kinase VCAM-1 | vascular cell adhesion molecule 1

Keap-1 Kelch-like ECPassociated protein-1 | VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

LDL Low density lipoprotein VLA-4 very late activation antigen 4

LNO2 Nitrierte Linolsaure

LPS Lipopolysaccharide

MCP-1 Monocytes chemotatic protein 1
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