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1 Einleitung

1.1 Atherosklerose

1.1.1 Epidemiologie

Durch den medizinischen Fortschritt und die damit einhergehende Alterung der Bevolke-
rung kam es im vergangenen Jahrhundert zu einer Verschiebung der Todesursachen von
iibertragbaren zu nicht-iibertragbaren Erkrankungen. Atherosklerose und die daraus re-
sultierenden Herz-Kreislauf-Erkrankungen stellen seitdem in den Industrienationen die
haufigste Todesursache dar [Lim et al., 2012, Lozano et al., 2012].

Diverse Risikofaktoren wie arterielle Hypertonie, Hypercholesterindmie, Nikotinabu-
sus, Diabetes Mellitus, Adipositas, Alter u.v.m. fithren in betroffenen Gefiflabschnitten
zu Stenosen, schlimmstenfalls zu Verschliissen oder, im Falle einer Aneurysmabildung,
zu Rupturen. Durch die zundchst meist unbemerkte Progression der chronisch-entziind-
lichen Prozesse in der Gefawand kommt es zu folgenreichen Erkrankungen wie korona-
rer Herzkrankheit, Niereninsuffizienz, Aneurysmen und peripherer arterieller Verschlus-
skrankheit. Kommt es zu einer Destabilisierung der Plaquekappe, droht eine Plaquerup-
tur mit der Gefahr von akut lebensbedrohlichen thrombembolischen Komplikationenen
wie Myokardinfarkt und zerebralen Ischémien [Yao et al., 2013].

Laut einer Statistik des Global Health Observatory der WHO starben im Jahr 2008
ca. 17 Millionen Menschen an den Folgen von Atherosklerose, wobei Manner stets haufi-
ger betroffen sind als Frauen [World Health Organization, 2011].

Auch zukiinftig ist zu erwarten, dass Infektionskrankheiten nicht nur in der westlichen
Hemisphére, sondern weltweit fiir weniger Todesféille verantwortlich sein werden. Die
Folgen der Atherosklerose hingegen werden soziotkonomisch weiterhin eine wachsende
Rolle spielen und die Todesursachenstatistik anfithren [Mathers Loncar, 2006].

1.1.2 Entstehung atherosklerotischer Lasionen

Die Atherosklerose ist eine progrediente Systemerkrankung der arteriellen Geféafiwénde,
die durch eine Einlagerung von Lipiden, Entziindungszellen und fibroser extrazellulérer
Matrix (EZM) in die Intima mittlerer und grofier Arterien charakterisiert ist.
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Bei der Entstehung der Atherosklerose hat sich die response-to-injury-Hypothese
durchgesetzt, die besagt, dass die endotheliale Dysfunktion bei der Auslosung athe-
rosklerotischer Lésionen eine entscheidende Rolle spielt [Ross Glomset, 1976]. Diese
endotheliale Dysfunktion wird durch o.g. Risikofaktoren und nicht-laminare Stréomungs-
verhéltnisse und die daraus resultierenden Scherkrifte verursacht, wie sie an Bifurka-
tionen und Kaliberverdnderungen von Geféflen anzutreffen sind [Gimbrone Jr., 1999].

Die Fihigkeit des Endothels, Stickstoffmonoxid (NO) zu produzieren, das eine Va-
sodilatation herbeifithrt und sowohl die Thrombozytenaggregation als auch die Oxi-
dation von Low Density Lipoprotein (LDL) hemmt, ist herabgesetzt [Lusis, 2000].
Zudem erhoht sich in Gebieten dysfunktionalen Endothels die Gefafpermeabilitét,
was zu einer vermehrten Infiltration von LDL in das Subendothel fithrt [Gimbrone
Jr., 1999]. Diese an Apolipoprotein-B gekoppelten Lipoproteine werden daraufhin in
der Intima retiniert und akkumulieren [Skalen et al., 2002]. Lokale aktivierte vas-
kuldre Zellen konnen iiber verschiedene Signalwege, wie den 12/15-Lipoxygenase- [Cy-
rus et al., 1999] [Steinberg, 1999], den Myeloperoxidase- [Carr et al., 2000] und den
Nicotinamiddinukleotidphsophat-Signalweg (NADPH-Signalweg) [Navab et al., 2004],
das akkumulierte LDL in der subendothelialen Matrix oxidieren. Das oxidierte LDL
(oxLDL) triagt zu einer Endothelzellaktivierung bei [Furnkranz et al., 2005], welche
wiederum proinflammatorische Zytokine, wie das monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1) und macrophage colony stimulating factor (M-CSF), und Adhésionsmolekiile,
wie z.B. Selektine, vascular adhesion molecule-1 (VCAM-1) und intercellular adhesion
molecul-1 (ICAM-1), exprimieren [Lusis, 2000].

Der begonnene inflammatorische Prozess wird nun durch eine Thrombozytenaggrega-
tion unterhalten: An Stellen der Endothelzellldsionen wird u.a. das EZM-Protein von-
Willebrand-Faktor (vVWF) exponiert, woran die Blutpldttchen mit ihrem Adhésions-
Rezeptor-Glykoprotein GPIb/IX/V binden. Nach stabiler Adhésion und Interaktion
mit weiteren Thrombozyten iiber eine Vielzahl von Rezeptoren und Liganden sezer-
nieren die nunmehr aktivierten Blutpldttchen eine Reihe proinflammatorischer Sub-
stanzen, darunter Cluster of Differentiation-40-Ligand (CD40L), Interleukin-15 (IL-
1B) und platelet derived growth factor (PDGF) [Gawaz et al., 2000, Collins Cybulsky,
2001, Ruggeri, 2002, Gawaz et al., 2005].

Durch die voranschreitende Entziindung und diverse Chemokine, wie chemokine ligand-
5 (CCL-5 = RANTES: Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted)
und MCP-1, kommt es zu einer Rekrutierung von Monozyten und T-Lymphozyten aus
der Blutbahn [Conti DiGioacchino, 2001, von Hundelshausen et al., 2005]. Diese binden
zunéachst locker iiber P- und E-Selektine und haften daraufhin fest iiber Adhésionsmo-
lekiile (VLA-4 (very late antigen-4), VCAM-1 und ICAM-1) der Endothelzelloberfléche
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an [Hwang et al., 1997, Dong et al., 1998, Lusis, 2000]. Ein Gradient des im Subendo-
thel gebildeten MCP-1 fiihrt schliefilich zu einer Migration (siche auch Abb. 1.1) der
Monozyten iiber das Endothel in die Intima [Gu et al., 1998, Hansson, 2005].

Blood monocyte ~ Monocyte
pan | adhered to Arterial
epithelium lumen

Monocyte
migrating _ _
into intima o ’ Dying
p— 4 -, macrophage
Macrophage § * Apoplolic
Adhesion _- foam cell = bodies
molecule
VCAM-1 s "2 Tissue
Q : factor
5r1lerial 0 ; ) o » FOS
intima _
MCP-1  Scavenger ?;\ . &\) Cylokines
receptor % Lipid
0 o M-CSF droplets ~ MMPs
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lipoprotein
particle

Abbildung 1.1: Rolle von Makrophagen in der Atherogenese: Uber Chemokine ange-
lockt werden Monozyten aus der Blutbahn rekrutiert. Diese binden fest an Adhé#sionsmo-
lekiile (u.a. VCAM-1) und migrieren entlang eines MCP-1-Gradienten durch das Endothel.
In der Intima werden die Monozyten mittels M-CSF zu Proliferation und Ausdifferenzierung
zu Makrophagen angeregt und phagozytieren oxidativ modifiziertes LDL iiber verschiedene
Scavenger-Rezeptoren. Die entstehenden Schaumzellen produzieren reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) sowie proinflammatorische Zytokine und unterhalten den Entziindungsprozess damit
weiter. Schliellich gehen sie zugrunde, wodurch wiederum neue Makrophagen angelockt wer-
den — ein Teufelskreis. [Aus: Libby P, 2002]

Das in den Endothelzellen gebildete Zytokin M-CSF regt die Monozyten zur Pro-
liferation und zur Differenzierung zu Makrophagen an. Diese exprimieren an ihrer
Oberfliche u.a. die Scavenger-Rezeptoren SR-A (scavenger receptor-A) und Cluster of
Differentiation 36 (CD36), welche die Aufnahme von oxLDL vermitteln [Podrez et al.,
2000, Manning-Tobin et al., 2009]. Da die Phagozytose von oxLLDL durch die Makropha-
gen keiner negativen Riickkopplung unterliegt, entstehen mit Lipiden und Cholesterin
iiberladene Makrophagen, sog. Schaumzellen (siehe Abb. 1.2), die fiir die fritheste Form
der atherosklerotischen Lésion, den “fatty streaks“, charakteristisch sind [Ross, 1999].
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Abbildung 1.2: Rolle von oxLDL in der Atherogenese: LDL infiltriert die Intima und wird
durch reaktive ROS und verschiedene Signalwege, darunter der Myeloperoxidase-Signalweg
(MPO), oxidativ veréndert. Dieses oxLDL wird von Makrophagen u.a. iiber CD-36 und SR-A
phagozytiert. Die entstehenden Schaumzellen kénnen in gewissem Mafle Apolipoprotein E se-
zernieren, das einen Teil des exzessiv aufgenommenen Cholesterins exportiert. Dennoch gehen
die Schaumzellen mehrheitlich zugrunde und es entsteht eine wachsende Menge extrazelluldrer
Lipide und Detritus — das ,necrotic core“. [Aus Lusis AJ, 2000]

Wihrend Makrophagen, die Pathogene internalisiert haben, in der Regel in regionére
Lymphknoten emigrieren, stehen Schaumzellen aufgrund einer FAK-vermittelten (focal
adhesion kinase) Aktinpolymerisation unter einem Migrationsarrest: sie sind unféhig,
den atherosklerotischen Plaque zu verlassen [Angeli et al., 2004, Park et al., 2009, Park
et al., 2012].

Diverse Zytokine, v.a. das von den Thrombozyten ausgeschiittete PDGF und der
transforming growth factor-p (TGF-B), bewirken eine Aktivierung glatter Muskelzellen
der Media, die daraufhin in die intimale Léasion einwandern, proliferieren und in groflem
Mafle extrazelluldre Matrixkomponenten (v.a. Kollagene, Glykoproteine) bilden [Libby,
2002].

Zwei Faktoren tragen nunmehr zu einem Wachstum des atherosklerotischen Plaques
und der Bildung einer ,fibrosen Kappe“ bei: Zum einen die Einwanderung glatter Mus-
kelzellen in die Intima und ihre vermehrte Produktion von EZM, zum anderen die
allméhlich absterbenden Schaumzellen, die ihren Inhalt freigeben und in einer Art Teu-
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felskreis weitere Makrophagen anlocken. Unter der bindegewebigen Kappe entsteht ein
lipidreicher Kern, das sog. “necrotic core“(Abb. 1.2). Wéhrend der Plaque zunéchst in
Richtung Adventitia wéchst, wird mit zunehmender Groflie und Kalzifizierung das Lu-
men des betroffenen Geféafles eingeengt und bei Plaqueruptur ggf. sogar thrombotisch
verschlossen [Proudfoot et al., 1998, Lusis, 2000].

Ein weiterer moglicher Grund fiir eine schnelle Progression eines Plaques ist das
Einreiflen neu gebildeter Mikrogefdfle im Plaque mit einer konsekutiven Einblutung,
die jedoch klinisch inapparent verlaufen kann [de Boer et al., 1999].

1.2 Die Bedeutung von oxidativem und nitrosativem Stress

Als oxidativen Stress bezeichnet man eine Dysbalance zwischen oxidierenden und re-
duzierenden Substanzen mit Uberwiegen der Oxidantien und vermehrter Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) [Gu et al., 2013]. Dagegen wird unter nitrosativem
Stress eine Stoffwechsellage verstanden, bei der analog vermehrt reaktive Stickstoffspe-
zies (RNS) gebildet werden. Er gilt als Sonderform des oxidativen Stresses und wird in
Literatur oft nicht separat genannt, da oxidativer Stress meist mit nitrosativem Stress
einhergeht. Auch in dieser Arbeit wird der Einfachheit halber nur der Begriff , oxidati-
ver Stress“ und entsprechend ROS verwendet, auch wenn gleichermaflen , nitrosativer
Stress“ und RNS gemeint sind.

Oxidativer Stress spielt eine Schliisselrolle bei der Alterung des Menschen und bei
nahezu sédmtlichen degenerativen Erkrankungen, darunter auch Atherosklerose [Ngo
et al., 2013]. Thm steht ein Netzwerk antioxidativer Mechanismen im Korper entgegen,
das unter physiologischen Bedingungen ROS abfangt und unschédlich macht. Zu den
sog. Antioxidantien zahlen sowohl Enzyme wie Superoxid-Dismutase (SOD), Glutathi-
on, Glutathion-Peroxidase und Katalse, als auch alimentire Antioxidantien, zu welchen
Vitamin C und E und Glutathion-Vorlauferstufen zidhlen [Cuzzocrea et al., 2001].

Kommt es allerdings zu einer chronisch erhthten ROS-Produktion oder gelingt es den
Regulationsmechanismen aus anderen Griinden nicht mehr, die Wirkung der reaktiven

Spezies zu kompensieren, spricht man von oxidativem Stress.

1.2.1 Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS)

Gegen Ende der 80er Jahre wurde der endothelium-derived relazing factor (EDRF)
von Furchgott und Moncada als Stickstoffmonoxid (NO) identifiziert. Im menschlichen
Organismus entsteht NO aus der Aminosdure L-Arginin und Oy'. Diese reagieren zu
NO und Citrullin unter katalytischer Wirkung von NO-Synthasen und NADPH als
Co-Substrat (Abb. 3, S. 8). Da NO nicht nur von Endothelzellen, sondern auch von
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Neuronen, Makrophagen, Fibroblasten und vielen anderen Zellen synthestisiert wird,
lassen sich analog mehrere Isoformen dieses Enzyms identifizieren [Forstermann, 1994,
Forstermann Sessa, 2012]:

Zu den konstitutiv exprimierten Isoformen (cNOS) z&hlt man die endotheliale NO-
Synthase (eNOS, NOS III) und die neuronale NO-Synthase (nNOS, NOS I), wel-
che beide calciumabhéngig exprimiert werden. Eine dritte Isoform, die induzierbare
NO-Synthase (iNOS, NOS II), wird unter physiologischen Bedingungen nicht, bzw.
nur in minimalen Mengen exprimiert. Im Rahmen einer Immunantwort wird die Ex-
pression der calciumunabhéngigen iNOS unter dem Einfluss von bakteriellem Lipo-
polysaccharid (LPS), proinflammatorischen Zytokinen, wie z.B. IL-13 oder TNF-«
(Tumornekrosefaktor-ot), von Scherkréften oder durch Hypoxie induziert [Nathan Xie,
1994, Bogdan, 2001, Ozawa et al., 2004].

Wihrend die eNOS geringe Mengen an NO produziert, das in den arteriellen Gefafien
Funktionen wie Vasodilatation und Thrombozytenaggregationshemmung erfiillt, ka-
talysiert die iNOS die Bildung weit hoherer NO-Konzentrationen (nanomolarer statt
picomolarer Bereich). Diese hohen Konzentrationen an NO wirken iiber verschiedene
Mechanismen zytotoxisch und dienen dadurch dem Abtéten intrazelluldrer Pathoge-
ne [Widdison et al., 2007], wobei eine Schidigung gesunder Zellen in der Umgebung in

Kauf genommen wird.

Bis heute ist unklar, welche Bedeutung die NO-Synthasen in der Atherogenese spie-
len: Einerseits wird angenommen, dass eine verminderte Bioverfiighbarkeit von NO eine
Schliisselrolle in der Entstehung der endothelialen Dysfunktion spielt, andererseits weify
man, dass eine stark erhthte NO-Produktion (z.B. durch iNOS-Expression) das Fort-
schreiten der Atherosklerose begiinstigt. Neben einer verminderten eNOS-Expression,
die wiederum zu einer verminderten NO-Synthese fiihrt, reagiert bereits synthetisiertes
NO mit O2- zu Peroxynitrit. Zudem bildet die eNOS selbst ROS, wenn ein Mangel
an Ko-Substraten wie L-Arginin oder Tetrahydrobiopterin vorliegt. So trigt die eNOS
unter bestimmten Bedingungen selbst zur Entstehung von oxidativem Stress bei, ob-
wohl sie physiologischerweise durch eine moderate NO-Produktion eine anti-atherogene
Funktion ausiibt [Cai Harrison, 2000].

Die stark erhohte NO-Synthese durch die inflammatorisch induzierte iNOS-Expression
fithrt ihrerseits zu einer vermehrten Bildung von Peroxynitrit, was die Atherogenese
gleichermafien fordert [Chauhan et al., 2003].

Es steht fest, dass die NO-Synthasen eine entscheidende Rolle in der Entstehung und
Progression von Atherosklerose spielen.
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1.2.2 Reaktive Stickstoff- bzw. Sauerstoffspezies (RNOS)

Unter reaktiven Stickstoff- bzw. Sauerstoffspezies (reactive nitrogen oxide species) fasst
man sowohl reaktive Sauerstoffspezies (ROS) als auch reaktive Stickstoffspezies (RNS)

zusalinen.

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen physiologischerweise im Korper, u.a. in
Mitochondrien als Nebenprodukt der Zellatmung oder in Entziindungszellen, um Erre-
ger abzutoten. In geringen Konzentrationen spielen ROS auch eine Rolle als Signalmo-
lekiile, wahrend hohere Konzentrationen dieser chemisch aggressiven Sauerstoffmeta-
bolite Zellschddigungen hervorrufen kénnen [Lum Roebuck, 2001], indem sie Proteine,
Lipide und DNA oxidieren.

Zu den ROS gehoren freie Radikale als auch stabile Molekiile (Auswahl):

- Oy~ Hyperoxid-Anion (frither: Superoxid-Anion)
- OH Hydroxyl-Radikal

- ROO Peroxylradikal

- RO Alkoxylradikal von Lipiden

- HyO, Wasserstoffperoxid

- ROOH Hydroperoxid

Zu den reaktiven Stickstoffspezies (RNS) zdhlt man u.a. NO- und Peroynitrit (7), wo-
bei letzteres eine hochreaktive Spezies darstellt, die zu den schiddigensten biologischen
Verbindungen tiberhaupt zahlt [Nash et al., 2012].

Durch das freie Elektron besitzt NO' Radikalcharakter und reagiert v.a. in oxida-
tiver Umgebung mit Oy~ zu Peroxynitrit (Abb. 1.3). Es wird also in Umgebungen
gebildet, wo sowohl NO, als auch O2 ™ in groflen Mengen entstehen. Dies ist v.a. unter
proinflammatorischen Bedingungen der Fall, was die Funktion von ONOO™ als Zellgift
erklart [Kim et al., 2001].
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3 NADPH + 2 Arginin* + 3 O, + H* -Nticodesyihase 3 NADP* + 2 Citrullin + 2 *NO

NADPH + 2 0, —NAREHQsGa2 —p NADP* + H' + 2 0,

2H' +2 O — sy 14,0, + 0,

Superoxiddismutase

NO+0,7, ——» ONOO"

Abbildung 1.3: Bildung von ROS: NO wird unter katalytischer Wirkung von NOS aus
Arginin synthetisiert. Es reagiert mit Og'~ zu Peroxynitrit. [Aus Formann HJ Torres M,
2001]

Bislang wurde bereits bei einer Fiille von Erkrankungen eine Beteiligung von ROS
nachgewiesen. Auch in der Atherosklerose spielen sie eine entscheidende Rolle:

Im Zentrum steht hier die Oxidierung von LDL zu oxidativ modifiziertem LDL
(oxLDL), das tiber Scavenger-Rezeptoren, neben SR-A und CD36 auch vom lectin-like
ozidized low density lipoprotein receptor-1 (LOX-1), von Makrophagen internalisiert
wird [Steinbrecher et al., 1984]. ROS besitzt die Fahigkeit, die Expression von LOX-1
zu induzieren. Umgekehrt produzieren Zellen, an deren LOX-1 oxLLDL gebunden ist,
vermehrt ROS — es besteht ein positiver Feedback-Mechanismus [Cominacini et al.,
2000, Gu et al., 2013].

Eine Sonderstellung nimmt das Hyperoxid-Anion (O2 ™) ein: Neben seiner Reaktion
mit NO zu ONOO™ kann es die Expression von Adhésionsmolekiilen (ICAM-1) in den
Endothelzellen induzieren [Aoki et al., 1997, Chiu et al., 1997, Tummala et al., 2000],
die den Monozyten aus der Blutbahn die Anheftung an das Endothel erméglichen und
damit eine Schliisselrolle in der Entstehung atherosklerotischer Plaques spielen. Ein
weiterer Effekt von Og~ und des daraus durch Disproportionierung entstehenden HyO,
ist die Aktivierung der Myosin-Kinase, die wiederum das Myosin in den Endothelzellen
phosphoryliert und deren Kontraktilitat steigert. Durch die gesteigerte Permeabilitét
des Endothels konnen nun mehr Monozyten in das Subendothel einwandern und die
Atherosklerose wird verstirkt [Garcia et al., 1995, Liu Sundqvist, 1995, Zhao Davis,
1998, Lagrange et al., 1999, Wood et al., 2000].
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1.3 Niacin und Nicotinamid

Die Nicotinsédure (Niacin) ist ein wasserlosliches Vitamin aus dem B-Komplex, friither
auch als Vitamin B3 bekannt. Das Amid der Nicotinsdure wird als Nicotinsdureamid
oder Nicotinamid bezeichnet (Abb. 1.4). Um Verwechslungen zu vermeiden wird die
Nicotinsdure in dieser Arbeit als Niacin, das Amid als Nicotinamid bezeichnet.

O O

N OH e NH,

~ ~
Abbildung 1.4: Niacin (links) und Nicotinamid (rechts): Im Zentrum steht bei beiden

Molekiilen ein Pyridinring, an dem beim Niacin eine Carboxygruppe, beim Nicotinamid eine
Carbamoylgruppe héngt.

In den 40er Jahren wurde die biochemische und physiologische Wirksamkeit dieser
Molekiile entdeckt (Wooley, 1947): Als Bestandteil der Co-Enzyme Nicotinamiddinu-
kleotid (NAD™) und NADP* (reduzierte Form: NADH und NADPH) sind sie in Form
von Redoxreaktionen in nahezu sdmtliche Stoffwechselprozesse des menschlichen Orga-
nismus eingebunden. Des Weiteren spielt der NADPH-Weg eine wichtige Rolle in der
Oxidierung von LDL in atherosklerotischen Plaques (s. 1.1.2).

Bald nach der Erkenntnis der physiologischen Wirksamkeit fand v.a. Niacin einen
Platz in der Pharmazie: Es wurde in pharmakologischen Dosierungen bei Hyperli-
piddmie zur Senkung von VLDL, LDL und Lp(a) (Lipoprotein a) verwendet und zeich-
net sich unter den Lipidsenkern durch eine starke (bis zu 25%ige) Erhohung des HDL-
Cholesterins aus [Altschul et al., 1955, Villines et al., 2012].

Die Senkung der Lipoproteine mit geringer Dichte beruht auf der Interaktion von
Niacin und GPRI109A (G-protein-coupled receptor 109A), einem von zwei Niacinre-
zeptoren des menschlichen Organismus (auch: niacin receptor 1, HCAy). Dieser G-
Protein-gekoppelte Rezeptor findet sich vor allem in Adipozyten und hemmt iiber einen
cAMP-Signalweg (cAMP = Zyklisches Adenosinmonophosphat) die Hormon-sensitive
Lipase (HSL). Durch weniger freie Fettséduren im Blut fehlt der Leber Substrat fiir die
Triglyceridsynthese, wodurch wiederum ein geringerer Spiegel ,,schlechter* Lipoprote-
ine (,non-HDL-cholesterol ) resultiert [Carlson, 1963, Soga et al., 2003, Tunaru et al.,
2003, Zhang et al., 2005, van der Hoorn et al., 2008, Kuhnast et al., 2013].

Der Effekt des HDL-Anstiegs ist derzeit noch nicht vollstdndig gekldrt. Van der Hoorn
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et al. zeigten 2008 allerdings, dass die Senkung der Expression von Cholesterinester-
Transferprotein (CETP) eine entscheidende Rolle spielt: CETP tibertragt Cholesterine-
ster von HDL auf (V)LDL und wirkt somit pro-atherogen. Es kommt zu einer erhthten
Lipidierung von Apolipoprotein-Al (ApoAl) und zu erhthten HDL-Spiegeln [van der
Hoorn et al., 2008].

Obwohl Niacin somit die Fahigkeit hat, zwei unabhéngige Risikofaktoren fiir Athe-
rosklerose zu beeinflussen (hohes LDL, tiefes HDL), lagen bis vor Kurzem keine End-
punktstudien vor, die eine Senkung kardiovaskuldrer Ereignisse oder der Sterblichkeit
belegen. Erst 2013 wurde eine Meta-Analyse vercffentlicht, die belegt, dass Niacin die
Anzahl kardiovaskuldrer Ereignisse senkt und zudem suggeriert, dass diese Senkung
nicht nur auf dem Lipidprofil-modifizierendem Effekt beruht, sondern ihm auch andere
Mechanismen zugrunde liegen [Lavigne Karas, 2013].

Key: 'T' Adhesion molecule
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Abbildung 1.5: Effekte von Niacin auf Zellen in atherosklerotischen Plaques: (1) Nia-
cin inhibiert die Expression von VCAM-1 (Adhésionsmolekiil) und MCP-1. Durch Bindung
an den Niacin-Rezeptor HCAs (GPR109A) hat Niacin sowohl einen Effekt (2) auf das Migra-
tionsverhalten als auch (3) auf den Cholesterol-Export von Schaumzellen. [Aus Lukasowa M,
2011]

Diese antiatherogenen Effekte sind derzeit Mittelpunkt der Niacin-Forschung: Holz-
hauser et al. berichteten 2011, dass Niacin die Entziindungsreaktion in fortgeschrittenen
atherosklerotischen Plaques hemmt [Holzhauser et al., 2011]. Zudem kann Niacin die
endotheliale Funktion verbessern, was, wie in 1.1.2 beschrieben, der Ausgangspunkt
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fir Atherogenese ist, und die Expression u.a. von VCAM-1 (Abb. 1.5) und MCP-1
herabsetzen [Wu et al., 2010, Wu et al., 2012]. Die Fahigkeit iiber den Einbau von AB-
CA 1 und ABCG 1 A(ATP binding cassette transporter A und G) in die Zellmembran
von Makrophagen bzw. Schaumzellen erméglicht zudem einen umgekehrten Choleste-
roltransport aus den Zellen (Abb. 1.5) heraus [Lukasova et al., 2011]. Durch Bindung
an ApoAl entsteht HDL, das das Cholesterin wiederum zur Leber transportiert.

Bemerkenswert ist, dass sich der von Lavigne et al. propagierte Nutzen einer Niacin-
Therapie vor allem in Studien mit einer Niacin-Monotherapie und Placebo als Kontrolle
zeigt. Die umstrittene AIM-HIGH-Studie (Atherothrombosis Intervention in Metabolic
Syndrome With Low HDL/High Triglycerides: Impact on Global Health Outcomes),
die einen zusétzlichen Nutzen von Niacin in Kombination mit Statinen in Frage stellt
[Michos et al., 2012], wurde jiingst durch die HPS2-THRIVE-Studie (Heart Protection
Study 2 Treatment of HDL to Reduce the Incidence of Vascular Events) untermauert
(HPS Thrive Collaborative Group, 2013). Diese stellte fest, dass eine Kombination von
Statinen mit Niacin im Vergleich zu einer Statin-Monotherapie keine Reduktion des
Risikos schwerwiegender kardiovaskulédrer Ereignisse brachte. Hingegen war die Inzidenz
schwerwiegender nichttodlicher Nebenwirkungen signifikant hoher. In der Konsequenz
wurde das Préaparat Tredaptive® (das mittlerweile einzige Niacin-haltige Medikament
in Deutschlang) Anfang 2013 vom Markt genommen.

Obwohl Nicotinamid als direktes Derivat von Niacin gleichsam in eine Vielzahl von
Stoffwechselprozessen eingebunden ist, nimmt es in der derzeitigen Forschung und in
der Pharmakologie nur eine Nebenrolle ein. Anders als Niacin hat es keine Lipidprofil-
modifizierende Wirkung [Jaconello, 1992] und wird lediglich als apothekenpflichtig ver-
trieben. Derzeit werden u.a. Anwendungsmoglichkeiten in der Priavention/Therapie von
Alzheimer-Demenz und aktinischer Keratose gepriift [Green et al., 2008, Surjana et al.,
2012].

1.4 Zielsetzung

Patienten mit Atherosklerose haben ein stark erhohtes Risiko, an kardiovaskuldren Er-
eignissen zu versterben. Einer der wichtigsten Risikofaktoren fiir die Entstehung und
Progression dieser systemischen Gefaflkrankheit ist die Dys- und Hyperlipoproteindmie.

Aus diesem Grund erhalten Risikopatienten eine Lipid-modifizierende Therapie mit
Statinen. Diese Cholesterinsynthese-Hemmer gehoren zur Standardmedikation in der
Behandlung von Herz-Kreislauferkrankungen und fiithren zu einer Reduktion kardio-
vaskuldrer Ereignisse um bis zu 25-45% [Blumenthal Michos, 2009]. Dennoch bleibt
ein nicht unerhebliches Risiko fiir die Patienten bestehen und mit der Kombination von
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Statinen mit anderen Wirkstoffgruppen wird versucht, dieses Restrisiko zu minimieren.

Niacin hat sich bislang als , Fettsenker“ der besonderen Art einen Namen gemacht.
In den letzten Jahren héaufen sich jedoch die Hinweise, dass das Vitamin aus dem B-
Komplex noch weitere anti-atherogene Effekte besitzt, die nicht auf der Verdnderung
des Lipidprofils beruhen.

In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob Niacin oder das bislang eher wenig un-
tersuchte Derivat Nicotinamid einen Effekt auf den durch oxLDL verursachten Mi-
grationsarrest in Schaumzellen haben. Im Zentrum stehen dabei Migrationsversuche
mit Makrophagen, die im Vorfeld mit den zu untersuchenden Substanzen stimuliert
wurden. Daneben werden durchflusszytometrische und molekulargenetische Analysen
durchgefiihrt, die mogliche Effekte erklaren sollen.

Dieser neue Ansatz kann dazu beitragen, die Atherogenese besser zu erkliaren und
gleichzeitig einen neuartigen Weg aufzeigen, wie Atherosklerose in einem gewissen Um-
fang medikamentos riickgéingig gemacht werden kann.



2 Material

2.1 Technische Gerate

Hera Safe 12 Sicherheitswerkbank
Primo Vert Mikroskop
Fluoreszenzmikroskop
Vortex Genie 27 M

Reamix 2789

GS-6KR. Centrifuge
UV-160-Spectrophotometer
Centrifuge 5402

Mini Centrifuge

Heizbad 51702

Flex Cycler Monoblock 96G
Power PAC 300

Wasserbad
2540EL-Autoklav
U40-Trockner

Desinfektor G7735

Abzug

InGeniusL

AE 240

Industry 6100g/0,1g
Quantitative PCR System Mx3000
FACScan Calibor

pH-Meter

Easypet

Vacusafe

Pipetten

Heraeus Instruments
Zeiss

Zeiss

Bender & Hobein AG
Assistent

Beckman

Shimadzu

Eppendorf

Nippon Genetics GmbH
Heidolph
analytikjena

Bio-Rad

memmert

tuttnauer

memmert

Miele

Kiittermann

Syngene

Metter

Sartorius

Stratagene

BD Biosciences
InoLab

eppendorf
INTEGRA Biosciences
eppendorf
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2.2 Verbrauchsmaterialien

1,5 ml Tubes

15 ml Tubes

50 ml Tubes

75 cm2 Zellkulturflaschen
6-well- und 24-well-Platten
6,5mm Transwell® Inserts (5,0 pum)
0,22 um-Filter
Pipettenspitzen
Objekttrager

Deckgléser

8 Tube PCR-Thermo-Stripes

2.3 Reagenzien

RAW 264.7 cells

RPMI 2640 Zellkulturmedium
PBS

Fetal bovine serum
Penicillin/Streptomycin
L-Glutamin
0,05%-Trypsin-EDTA

DAPI Mounting Medium
100% DMSO

Methanol

Ethanol

Isopropanol

Albumin

Nicotinamid

Nicotinic Acid

Trolox

sin-1

Chloroform

TriFast peqGOLD

iScript ¢cDNA Synthesis Kit
EVA Green PCR Master Mix
10x Taq-Buffer with (NHy)2S04

eppendorf
Cellstar

Cellstar

Corning, Cellstar
Nunclon, Corning
Corning

Falcon

eppendorf
Thermo Scientific
Menzel-Gléser

Thermo-Scientific

Cell Line Service
Gibco
Gibco
Gibco
Biochrom
Biochrom
Gibco
Vector
Finnzymes
EMSURE
EMSURE
EMSURE
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
peqlab
BioRad
BioRad

Fermentas
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25 mM MgCl,

Taq DNA Polymerase 500 u
dNTP Mix 10 mM

GelStar Nucleic Acid Gel Stain
DNA Loading Dye

Gene Ruler 100bp DNA Ladder
MCP-1

Low-density Lipoprotein (LDL)
FITC Apoptosis Detection Kit 11
FITC Anti-CD36 antibody
APC-F4/80

Rat IgG 2a control APC
Dil-oxLDL
Tris(hydroxymethyl)aminomethane
Boric Acid

NayEDTA

2.4 Software

SPSS v17.0

Microsoft Word fiir Mac v14.0.0
Microsoft Excel fiir Mac v14.0.0
Image-Pro Plus v4.5.0.19
FlowJo v7.6.1

MxPro QPCR Software v4.01

Fermentas

Fermentas

Fermentas

Lonza

Fermentas (Thermo Scientific)
Fermentas (Thermo Scientific)
Sigma

Applichem

BD Biosciences

Abcam

eBioscience

eBioscience

Kalen Biomedical

Merck

Sigma

Sigma

IBM

Microsoft

Microsoft

Media Cybernetics, Inc.
Tree Star

Stratagene






3 Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Kultivieren

Fiir die Versuche dienten Makrophagen der murinen Zelllinie RAW 264.7 (hier: ,RAW-
Zellen“). Diese Zellen wurden von Cell Line Service bezogen und meist mit einer Passage
von 32 oder 33 geliefert. Bei 37°C und 5% CO, wurden die RAW-Zellen in 75 cm?-
Zellkulturflaschen mit RPMI-1640-Zellkulturmedium inkubiert, das mit 10% fetalem
Rinderserum, 2 mM L-Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin versetzt war. Ein
Mediumwechsel erfolgte alle ein bis zwei Tage, wobei das im RPMI-Medium enthaltene
Phenolrot als pH-Indikator diente.

Die Zellen wurden nach der 40. Passage verworfen, das Medium mindestens alle zehn
Tage neu angesetzt. Alle o.g. Zusétze lagerten bei -20°C und -80°C.

3.1.2 Einfrieren

Fiir langere Lagerung der RAW-Zellen wurden diese gespiilt, abzentrifugiert und mit
RPMI-Medium, 20% FBS und 10% DMSO eingefroren. Zunéchst lagerte die Zelllosung
fiir eine Stunde bei 4°C, daraufthin eine Stunde bei -20°C und schliellich iber Nacht bei
-80°C. Bei Bedarf konnten die Zellen daraufhin in fliissigen Stickstoff iiberfiithrt werden,
ohne die Kiihlkette zu unterbrechen.

3.1.3 Auftauen

Bei Bedarf wurden gefrorene RAW-Zellen dem Kiihlaggregat entnommen und unmittel-
bar im Wérmebad auf 37°C aufgewarmt. Die aufgetauten Zellen wurden unverziiglich
abzentrifugiert und das DMSO-enthaltende Serum abgenommen. Das Zellpellet konnte
anschlieflend in neuem DMSO-freien Serum wie in 3.1.1 beschrieben kultiviert werden.

3.1.4 Splitten

Je nach Zelldichte wurden die Zellen alle zwei bis drei Tage gesplittet. Dazu wurden
sie mit PBS gespiilt und mit Trypsin von der Zellkulturflasche gelost. Durch Abzentri-
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fugation der Zellsuspension mit serumhaltigem Medium entstand ein Zellpellet, dessen
Uberstand verworfen wurde. Daraufhin konnten die Zellen entweder in neue Zellkultur-
flaschen mit vorgelegtem Medium oder je nach Bedarf auch in Sixwell-Platten iiberfiihrt
werden, wobei jede Kammer mit 10° Zellen bestiickt wurde. Dazu wurde die Zellzahl
mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt und unter Beriicksichtigung der Verdiinnung
die zu entnehmende Menge berechnet.

3.1.5 Mikroskopie

Die Uberwachung des Zellzustands erfolgte lichtmikroskopisch. Dafiir, und auch fiir das
Auszéhlen der Neubauer-Zahlkammern, wurde ein Primo Vert Mikroskop von Zeiss mit

einem 10er-Objektiv verwendet.

3.2 Stimulation

Fiir die Versuche wurden die Zellen vor oder zu Beginn der Experimente mit verschie-
denen Reagenzien stimuliert, wobei immer eine nicht stimulierte Kammer der Sixwell-
Platte als Kontrolle diente (Baseline). Um Bias in der Durchfiihrung zu vermeiden,
erfolgte die Stimulation grundsétzlich durch eine Person, die nicht am weiteren Ver-
suchsablauf beteiligt war (Verblindung).

3.3 Migration

3.3.1 Prinzip

Die Migration der Zellen wurde in einer , modified Boyden Chamber® simuliert und
gemessen. Dieses System beruht auf einer Mikroporenmembran, die eine Kammer einer
Sixwell-Platte in ein oberes und ein unteres Kompartiment aufteilt (siehe Abb. 3.1).
Die Poren dieser Membraninserts sind mit 5,0 pm grof genug, um RAW-Zellen eine
aktive Transmigration zu ermoglichen. Die RAW-Zellen wurden in konstanten Konzen-
trationen in serumhaltiges Medium in das obere Kompartiment pipettiert, wobei das
untere Kompartiment serumfreies Medium enthielt. Um einen Migrationsanreiz zu set-
zen, wurde dem serumfreien Medium im unteren Kompartiment ein Chemotaktikum
zugesetzt. Hierzu diente MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1) in einer Konzentra-

tion von 10 ng/ml.
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Oberes Kompartment

RAWZellen

Medium ohne
Chemotaktikum

Mikroporenfilter

Unteres Kompartment

Medium mit Chemotaktikum

Abbildung 3.1: Boyden Chamber Assay: Die stimulierten RAW-Zellen wurden in serum-
haltigen Medium in das obere Kompartiment pipettiert, wihrend das untere Kompartiment
serumfreies Medium und MCP-1 als Chemotaktikum enthielt. Nach Inkubation iiber einen
definierten Zeitraum bei 37°C und 5% CO4 erfolgte die Firbung und Auswertung des Mikro-
porenfilters (Durchmesser 6,5 mm, Porengréfie 5,0 pm)

Um die Effekte von verschiedenen Substanzen auf die Makrophagenmigration zu te-
sten, wurden die Zellen wie in 3.2 beschrieben vor oder zu Experimentbeginn mit der
entsprechenden Substanz (ko)stimuliert.

3.3.2 Tag |

Fiir die Migrationsversuche wurden die Zellen in den Sixwells zunéchst auf gleichméafi-
ges und ausreichendes Wachstum kontrolliert. Daraufhin wurden die Sixwells zweimal
mit 3 ml PBS gespiilt und die Zellen mit der Pipette vorsichtig vom Kunststoff gelost.
Die Suspensionen wurden in Falcon-Tubes iiberfithrt und abzentrifugiert. Das Pellet
wurde in serumfreien Medium gelést und die Zellkonzentration dieser Suspension mit
Neubauer-Zahlkammern ermittelt. Darauthin wurden von jeder urspriinglichen Kam-
mer der Sixwells jeweils 50.000 Zellen in ein Eppendorf-Cup iiberfithrt und mit serum-
freien Medium auf 500 ul aufgefiillt. Von dieser Losung wurden jeweils 100 pl auf die
Oberseite der Inserts gegeben, und dabei darauf geachtet, dass keine Blasen entstehen.

In einer 24-Well-Platte wurden in sechs der Kammern 600 ul serumhaltiges Medium
vorgelegt. Dieses Medium wurde mit 10 ng/ml MCP-1 versetzt. Die Inserts wurden in
die vorbereiteten Kammern der 24-Well-Platte gesetzt und diese daraufhin bei 37°C
und 5% CO, fiir einen definierten Zeitraum inkubiert.
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3.3.3 Tag Il

Nach 16 h wurden die Inserts aus der 24-Well-Platte genommen, und die Zellsuspension
des oberen Kompartiments mit einer Pipette abgenommen. Die Inserts wurden zwei-
mal vorsichtig in PBS gespiilt und die Zellen an der Unterseite der Membran fiir acht
Minuten in Methanol fixiert. Die Membranen der Inserts wurden mit einem Skalpell
gelost, auf einen Objekttriager gelegt und mit einem Tropfen DAPI Mounting Medium
(Vector) angeférbt. SchlieBlich wurden sie mit einem Deckglidschen abgedeckt und diese
mit Eukitt® fixiert.

3.3.4 Fluoreszenzmikroskopie

Die Auswertung der Objekttrager mit den Membranen erfolgte an einem Fluoreszenz-
mikroskop. Dazu wurden von jedem Objekttrager vier Bilder mit einem 10er-Objektiv
gemacht und die Zellzahl mit der Software Image-Pro Plus ausgezihlt. Die ermittelten
Werte wurden fiir jede Membran gemittelt.

3.3.5 Statistische Auswertung

Im Rahmen des Versuchsaufbaus und der -durchfithrung variierten die Zellzahlen auf
den Membranen zwischen den einzelnen Versuchen teils erheblich, sodass ein Migrati-
onsindex errechnet wurde, um die Versuche miteinander vergleichbar zu machen. Dazu
wurden die pro Versuch erhaltenen Werte jeweils durch die Anzahl der migrierten Zel-
len der Baseline-Kammer geteilt. Die Baseline-Kammer nahm somit immer den Wert
1 an, wihrend sich eine Zunahme der Migration in Werten >1 und eine Hemmung der
Migration in Werten <1 widerspiegelte.

Um aussagekriftige Ergebnisse zu erhalten wurden die Versuche stets mehrfach durch-
gefiihrt. Da es sich immer um verbundene Stichproben handelte, diente ein t-Test fiir

gepaarte Stichproben zur Berechnung der p-Werte.

3.4 Molekulargenetische Analysen

3.4.1 RNA-Isolation

Um die RNA der RAW-Zellen zu isolieren wurde zunéchst das Medium abgesaugt
und zweimal gespiilt. Anschlieend wurden die Zellen mit 1 ml Trifast-Losung von peq-
GOLD pro Kammer lysiert. Durch Mehrmaliges Auf- und Abziehen der Suspension mit
einer Pipette wurde die Lyse unterstiitzt. Das in Eppendorf-Cups iiberfiihrte Zelllysat
wurde noch fiinf Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen, um die Nukleoprote-
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inkomplexe komplett dissoziieren zu lassen. Dann wurden 0,2 ul Chloroform zugefiigt,
die Proben griindlich geschiittelt und 10 Minuten bei 4°C gelagert.

Nach einer fiinfminiitigen Zentrifugation mit 12.000 g bei ebenfalls 4°C bildeten sich
drei Phasen (von oben nach unten: RNA, DNA, Proteine). Die wissrige obere Phase
wurde in neue Cups iiberfithrt und 0.5 ml Isopropanol zugegeben. Diese Proben wurden
fiir 10 Minuten bei 4°C gelagert und anschlieend wiederum bei 4°C mit 12.000 g fiir
10 Minuten zentrifugiert. Das am Boden entstehende gelartige Pellet wurde zweimal
mit 75%igem Ethanol gewaschen und zentrifugiert. Schliefllich wurde das RNA-Pallet
luftgetrocknet und in 50 ul RNAse-freiem Wasser bei 55°C gelost.

Die Bestimmung der RNA-Konzentration und -Reinheit erfolgte am Photometer.

3.4.2 cDNA-Synthese

Die isolierte und gereinigte RNA wurde direkt in die stabilere cDNA umgeschrieben.
Dazu diente der iScript-cDNA-Synthese-Kit von BioRad und 1 pg der RNA-Proben
(Vorgehen gemifl Herstellerprotokoll).

3.4.3 Qualitative PCR

Mit der cDNA wurde je nach Fragestellung und zur Vorbereitung der qRT-PCR eine
qualitative PCR durchgefiihrt. Dazu wurden die Reagenzien der Tabelle 3.1 als Ma-
stermix (MM) vorgelegt, wobei die instabile Tag-Polymerase erst zum Ende zugegeben
wurde. Von dem entstandenen MM wurden jeweils 22,5 ul in PCR-Tubes iiberfiihrt
und mit 1 pl der verschiedenen cDNA-Proben versetzt. Schliellich wurden jeweils 1,5
ul des Co-Enzyms MgCl, zugegeben und die PCR in dem Flexcycler Monoblock 96G
mit dem Protokoll aus Tabelle 3.3 durchgefiihrt.

Untersucht wurde die iNOS-Expression der stimulierten und nicht-stimulierten Zel-
len. Als konstitutiv-exprimiertes Gen (housekeeping gene) diente B-Actin. Die verwen-
deten Primersequenzen sind in Tabelle 3.2 aufgefiihrt.
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Tabelle 3.1: Mastermix (MM) fiir die qualitative PCR. Die Mengenangaben wurden mit der
Anzahl der Proben multipliziert und in einem Eppendorf-Cup gemischt. Die Tag-Polymerase
wurde am Ende zugegeben.

Reagenz Menge pro Probe [ul]

HyO 16,8

Taq Polymerase Buffer 2,5

dNTP Mix 1
fPrimer 1
rPrimer 1
Taq Polymerase 0,2

Tabelle 3.2: Primersequenzen des zu untersuchenden Gens (iNOS) und von (-Actin. Die
Schmelztemperatur Tj; wurde auf Basis der enthaltenen Nukleotide berechnet.

Gen Primer Sequenz Ty
iNOS Forward 5-GCCACCAACAATGGCAACAT-3’ 68,2°C
Reverse 5-CGATGCACAACTGGGTGAAC-3 67,0°C

f-Actin Forward 5-CGTGGGCCGCCCTAGGCACCAGGG-3 84,0°C
Reverse 5-GGGAGGAAGAGGATGCGGCAGTGG-3" 77,9°C
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Tabelle 3.3: Protokoll fiir die qualitative PCR der INOS-Expression. ¢ steht fiir Cycle — dieser
wurde 34 mal durchgefiihrt.

Schritt Temperatur [°C] Dauer [mm:ss]

1 95,0 02:00
2c 95,0 00:30
3c 60,0 00:30
4c 72,0 00:20
5 95,0 00:30
6 60,0 00:30
7 72,0 05:00
8 4,0 unendlich

3.4.4 Gelelektrophorese

Zur Auswertung der qualitativen PCR wurde ein 2%iges Agarose-Gel angefertigt und
mit 2 ul GelStar Nucleic Acid Gel Stain (Lonza) versetzt. In dieses Gel wurden die Pro-
ben der PCR gemischt, mit 5 ul DNA Loading Dye gegeben und eine Elektrophorese bei
200 V fiir 40 Minuten durchgefiihrt. Fiir die DNA-Leiter wurden 2 ul DNA Loading Dye
mit 2 pl Gene Ruler 100bp DNA Ladder (Fermentas) und 10 ul DEPC-Water gemischt.
Anschlieend wurde das Gel in einer InGeniusL-UV-Kammer (Syngene) abfotografiert

und ausgewertet.

3.4.5 Quantitative Real-Time-PCR

Die quantitativen PCR-Analysen erfolgten an einem Mx3000P Real-Time-Cyler, wo-
bei EVA Green als Master Mix diente (Tab. 3.4). Der Mastermix wurde wegen der
Anfilligkeit der RT-PCR auf RNAsen mit besonders behandelten Pipettenspitzen an
einem RNAse freien Arbeitsplatz hergestellt.
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Tabelle 3.4: Mastermix (MM) fiir die quanitative Real-Time-PCR. Die Mengenangaben wur-
den mir der Anzahl der Proben multipliziert und in einem RNAse freien Eppendorf-Cup
gemischt. Die cDNA wurde am Ende zu den jeweiligen Cups hinzugefiigt.

Reagenz Menge pro Probe [ul]

H>O 3
EVA-Green 6
fPrimer 0,5
rPrimer 0,5
cDNA 2

Von diesem Mastermix wurden jeweils 10 pl in die verschiedenen PCR-Tubes iiberfiihrt.
Um Pipettierungenauigkeiten zu minimieren wurden pro Probe jeweils zwei PCR-Tubes
verwendet.

Die relativen Konzentrationsunterschiede wurden mit einer komparativen Ct-Methode
bestimmt, die von der Mx3000P-Software automatisch durchgefiithrt wurde. Dabei wur-
de der Wert der Baseline-Zellen als Kalibrator benutzt, wodurch sie automatisch den
Wert 1 annahmen. Die Werte der (3-Actin-Expression dienten als Normierung anhand
welcher die Unterschiede der iNOS-Expression der RAW-Zellen berechnet wurden.
Erhohte Expression spiegelte sich demnach in Werten >1 dar, wéhrend erniedrigte
Expression Werte <1 annahm.

Die verwendeten Primer sind Kapitel 3.4.3 zu entnehmen.

3.5 Durchflusszytometrie

3.5.1 Prinzip

Die Durchflusszytometrie (engl. “flow cytometry“ oder , fluorescence activated cell sor-
ting, FACS“) ist ein Verfahren, das es ermoglicht Zellen und Zelleigenschaften anhand
von Zelloberflichenmolekiilen oder intrazelluldren Strukturen zu identifizieren. Dabei
werden die zu untersuchenden Zellen einzeln hintereinander an einem fokussierten Laser
vorbeigefiihrt, wobei Streulicht oder Fluoreszenzsignale ausgewertet werden.

Da nur wenige Zellen von sich aus fluoreszierendes Licht emittieren, besteht die
Moglichkeit, diese vorher direkt oder indirekt mit Fluorochromen-gekoppelten An-
tikorpern zu markieren. Die Fluorochrome auf der Zelle werden durch den monochro-
men Laserstrahl angeregt und leuchten dadurch in einem charakteristischen Spektrum.
Die Fluoreszenzintensitét ist dabei proportional zur Anzahl der markierten Antigene.
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3.5.2 FACS

Im Vorfeld wurden die RAW-Zellen zweimal mit PBS gespiilt.

Um zu iiberpriifen, ob behandelte Zellen vermehrt durch Apoptose zugrunde gehen,
wurden jeweils 10° Zellen jeder Kammer mit Binding Buffer, FITC-Annexin V und PI
fir 15 Minuten im Dunkeln (Raumtemperatur) inkubiert und anschliefend im FACScan
Calibur getestet.

Die Expression von murinen, makrophagenspezifischen Oberflachenrezeptoren (CD36
und F4/80) vor und nach Behandlung der Zellen wurde ebenfalls mittels Durchflusszy-
tometrie untersucht. Hierzu wurden 10> RAW-Zellen jeweils 60 Minuten im Dunkeln
mit Binding Buffer und APC-F4/80-Antikérpern (APC =Allophycocyanin) bzw. FITC-
CD36-Antikorpern (FITC = Fluoresceinisothiocyanat) bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliefend wurden die Zellen zweimal mit PBS gespiilt und die Floureszenzintensitét
im FACScan Calibur getestet.

Um die Abhéngigkeit der oxLDL-Aufnahme von der Behandlung der Zellen zu un-
tersuchen, wurden diese analog zur Stimulation im Kernversuch (s. Kap. 4.3.1) mit
30ug/ml Dil-oxLDL und Niacin bzw. Nicotinamid tiber 24 Stunden stimuliert. Die
oxLDL-Aufnahme korrelierte hier mit der Fluoreszenzintensitéit der Zellen, welche mit-

tels Durchflusszytometrie bestimmt wurde.

3.6 Statistische Analysen

Fiir die statistischen Analysen wurde das Programm SPSS 17.0 verwendet. Mit samt-
lichen Ergebnissen wurden t-Tests fiir verbundene Stichproben durchgefiithrt und ein
Signifikanzniveau von 0,05 festgelegt.






4 Ergebnisse

4.1 Ausschluss eines Effekts von Ethanol auf die

Makrophagenmigration

Einige verwendete Chemikalien wurden in Pulverform geliefert und aus technischen
Griinden in Ethanol gelost. Um auszuschlielen, dass Ethanol die Migration auch ohne
Zugabe anderer Stimulanzien beeinflusst, wurden die RAW-Zellen in einem Vorversuch
mit zwei verschiedenen Konzentrationen reinen Ethanols behandelt und unmittelbar ei-
ne Migration durchgefiihrt. Die verwendeten Konzentrationen richteten sich dabei nach
den jeweils hochstens eingesetzten Mengen an Ethanol (Dichte: 0,79 g/ml; MW: 46,07
g/mol) als Losungsmittel:

3,36 ul entsprechen auf 500 ul ca. 0,11 M
7,45 ul entsprechen auf 500 ul ca. 0,25 M

Der Effekt von 3,36 ul Ethanol wurde fiir Migrationsversuche von kiirzerer Dauer
zusétzlich auch fiir fiinf Stunden bestimmt.
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Abbildung 4.1: Einfluss von Ethanol auf die Makrophagenmigration: Die verwendeten
Konzentrationen haben sowohl nach 5h als auch nach 16h keinen relevanten Einfluss auf die
Migration. Eine Kontrolle von 7,45 pl Ethanol fiir 5h wurde nicht benotigt.

Nach bh Migration mit einer Zugabe von 3,36 pl Ethanol ergab sich mit einem Mi-
grationsindex von 1,03 £ 0,19 kein signifikanter Unterschied zur Baseline Kammer (p
= 0,796). Nach 16h mit der gleichen Menge an Ethanol betrigt der Migrationsindex
nur noch 0,83 4 0,05. Dieser Wert ist dabei mit p = 0,008 signifikant.

Erhoht man das Ethanol-Volumen auf 7,45 pl und fiithrt eine Migration mit dem-
selben Versuchsaufbau durch (ebenfalls 16h), l4sst sich wiederum ein mit 0,88 £ 0,11
anzugebener nicht signifikanter (p = 0,119) Riickgang der Migration beobachten (n=3).

Da diese Abnahmen aber nur sehr gering sind und bei gleichem Versuchsaufbau und
hoherer Ethanol-Konzentration keine signifikante Hemmung der Migration beobachtet
wurde, wird die Beeinflussung der Migration durch diese Substanz in den weiteren
Versuchen als allenfalls marginal angenommen und nicht weiter beriicksichtigt.

4.2 Bedeutung von ROS fiir Makrophagenmigration

4.2.1 Auswirkung von Sin-1 auf Makrophagenmigration

Linsidomin (Sin-1), das Derivat von Molsidomin, fungiert als Stickstoffmonoxid- und
Peroxynitritdonor. Um den Effekt von Sin-1 auf die Migration der RAW-Zellen zu
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testen, und somit den Einfluss von reaktiven Sauerstoffspezies ndher zu untersuchen,
wurde es in einer Ethanol-basierten Losung mit den Zellen inkubiert (Tab. 4.1).

Tabelle 4.1: Versuchsaufbau fiir die Migration mit Linsidomin (Sin-1): Die Baseline-Kammer
diente in jedem Versuch als Kontrollgruppe und liegt hier iibersichtshalber immer auf Position
1.

Kammer Reagenz Konzentration
1 - (Baseline) -
2 Sin-1 0,3mM

Anschlieflend erfolgte eine Migration iiber 16 Stunden. Die Ergebnisse der Migration
werden in Abb. 4.2 und 4.3 aufgefiihrt.

Baseline sin-1 0,3 mM Ethanol 7,45 pl

Abbildung 4.2: Migration mit Linsidomin (Sin-1): Als Losungsmittel dienten 7,45 pl
Ethanol. Zur Kontrolle wird parallel eine Migration mit reinem Ethanol der gleichen Menge
durchgefiihrt.
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Abbildung 4.3: Ergebnisse der Migration mit Linsidomin (Sin-1): Es zeigte sich ein
deutlicher Riickgang der Migration der RAW-Zellen nach Stimulation mit dem NO-Donor.

Es zeigte sich, dass die RAW-Zellen unter einer Stimulation mit 0,3mM Linsidomin
signifikant weniger migrieren, als nicht-stimulierte Zellen (0,30 £+ 0,25, p = 0,012, n =
4). Ein moglicher Einfluss des Losungsmittels Ethanol (7,45 pl) wurde in 4.1 ausge-
schlossen.

4.2.2 Auswirkung von 15(s)-HPETE auf Makrophagenmigration

Des Weiteren wurde der Einfluss des Arachidonséduremetabolits 15(s)-HPETE auf die

Migration untersucht. Auch hier diente Ethanol als Losungsmittel im Versuchsaufbau
(Tab. 4.2).
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Tabelle 4.2: Versuchsaufbau fiir die Migration mit 15(s)-HPETE

Kammer Reagenz Konzentration
1 - (Baseline) -

2 15(s)-HPETE 0,05uM

3 15(s)-HPETE 0,1uM

4 15(s)-HPETE 1uM

5 15(s)-HPETE 5uM

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Migration zeigt Abbildung 4.4.

1.5

Migrationsindex

Baseline 15(s)-HPETE 0,05 uM 15(s)-HPETE 0,1 uM 15(s)-HPETE1 uM  15(s)-HPETE 5 uM

Abbildung 4.4: Ergebnisse der Migration mit 15(s)-HPETE: Je hoher die Konzentration
des Arachidonsduremetabolits, desto starker wurde die Migration gehemmt.

Unter einer Stimulation mit dem Lipidhydroperoxid 15(s)-HPETE wurde die Migra-
tion der RAW-Zellen zum Teil signifikant gesenkt (n = 10). Wihrend die Migration
mit einer Konzentration von 0,05 uM nur auf 0,87 £+ 1,8 absank (p = 0,055), war die
Hemmung der Migration ab einer Konzentration von 0,1 uM mit p-Werten unter 0,05
signifikant:
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0,1 uM: 0,83 £ 0,23; p = 0,046
1 uM: 0,71 £ 0,26; p = 0,007
5 uM: 0,56 + 0,25; p = 0,000

Je hoher die Konzentration von 15(s)-HPETE, desto stirker war die Inhibition der
Makrophagenmigration. Bei einer Konzentration von 5 uM 15(s)-HPETE wurde eine
maximale Menge von 3,36 ul Ethanol verwendet. Auch fiir diese Konzentration erfolgte
in 4.1 ein Ausschluss eines Ethanol-Effektes.

4.3 Bedeutung von Niacin und Nicotinamid fiir

Makrophagenmigration

4.3.1 Auswirkung auf Migration

Zunéchst wurde untersucht, ob Niacin und Nicotinamid ohne Zugabe anderer Substan-
zen einen migrationsmodifizierenden Effekt auf die RAW-Zellen haben. Dazu wurden
sie in verschiedenen Konzentrationen fiir 24 Stunden mit den Zellen inkubiert, worauf

eine 16-stiindige Migration erfolgte.

Die verwendeten Konzentrationen zeigt Tabelle 4.3.

Tabelle 4.3: Versuchsaufbau fiir den Kontrollversuch

Kammer Reagenz Konzentration
1 - (Baseline) -

2 Niacin 10uM

3 Niacin 100puM

4 Niacin 1mM

5 Nicotinamid 1mM

6 Nicotinamid 3mM

Die Ergebnisse dieses Kontrollversuchs stellt Abbildung 4.5 dar.
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Abbildung 4.5: Ergebnisse der Migration mit Niacin und Nicotinamid ohne Zu-
gabe anderer Stimulanzien: Der Kontrollversuch zeigte keinen signifikanten Unterschied
zwischen den einzelnen Gruppen.

Im Kontrollversuch lieBen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzel-
nen Versuchsgruppen feststellen. Die Migrationsindizes schwankten zwischen 0,99 und
1,08 und die p-Werte zwischen den getesteten Gruppen erreichten keine Signifikanz (n
=0).

Ein migrationsmodifizierender Effekt von Niacin-/Nicotinamidlosungen auf nicht an-
derweitig stimulierte RAW-Zellen wurde hiermit ausgeschlossen. Zudem kann mit grofler
Wahrscheinlichkeit angenommen werden, dass das verwendete Losungsmittel PBS eben-
falls keinen Einfluss auf die Migration der Makrophagen hat.

Um die Auswirkung dieser Vitamine auf einen Migrationsarrest zu untersuchen,
musste dieser zunédchst durch oxLDL herbeigefithrt werden. Anschliefend wurden die
genannten Substanzen zugesetzt und getestet, ob sie den Migrationsarrest aufheben
konnen.

Das Stimulationsmuster dieses Versuches stellt Tabelle 4.4 dar, wobei die verwendeten
Konzentrationen aus Vorversuchen festgelegt wurden.
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Tabelle 4.4: Versuchsanordnung des Kernversuchs

Kammer Reagenz Konzentration

1 - (Baseline) -

2 oxLDL 100pg/ml

3 oxLDL 100pg/ml
Niacin 100pM

4 oxLLDL 100pg/ml
Niacin 1mM

5 oxLDL 100pg/ml

Nicotinamid 1mM

6 oxLLDL 100pg/ml

Nicotinamid 3mM

Mit der vorliegenden Versuchsanordnung wurde eine Migration iiber 16 Stunden
durchgefiihrt, deren Ergebnisse Abb. 4.6 und 4.7 zeigen.

Baseline oxLDL 100 pg/ml oxLDL + Niacin 100 uM

oxLDL + Niacin 1 mM oxLDL + Nicotinamid 1 mM oxLDL + Nicotinamid 3 mM

Abbildung 4.6: Migration mit oxLDL und Niacin und Nicotinamid: Niacin und sein
Derivat Nicotinamid hoben den Migrationsarrest unter oxLDL auf.
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Es zeigte sich der erwartete Migrationsarrest unter einer Stimulation der Zellen mit
100 pg/ml oxLLDL (0,59 + 0,45, p = 0,003, n = 16). Auffallend war, dass die Zel-
len bei gleichzeitiger Stimulation von oxLLDL mit Niacin offenbar stéarker migrieren als
bei alleiniger Stimulation mit oxLLDL. Gleiches zeigte sich bei Ko-Stimulation der Zel-
len mit oxLLDL und Nicotinamid, wogegen kein signifikanter Unterschied zwischen der
Kontrollgruppe (Kammer 1) und den Kammern 3 bis 6 vorlag (p>0,05).

Nahezu sédmtliche Unterschiede in den Migrationsindizes zwischen Kammer 2 und
den restlichen Kammern waren bei einem Signifikanzniveau von o« = 5% statistisch
relevant.

SPSS liefert fiir den t-Test fiir gepaarte Stichproben folgende Werte: Vergleich von
Kammer 2 (Migrationsindex = 0,59 + 0,45) zu ...

... Kammer 1: Migrationsindex = 1, p = 0,003
... Kammer 3: Migrationsindex = 0,90 + 0,31, p = 0,055
... Kammer 4: Migrationsindex = 0,99 + 0,41, p=0,014
... Kammer 5: Migrationsindex = 0,91 £ 0,34, p = 0,017
.. Kammer 6: Migrationsindex = 1,09 + 0,50, p = 0,009

Da fiir PBS als verwendetes Losungsmittel selbst keine migrationsmodifizierenden Ef-
fekte anzunehmen sind (s.a. Abb. 4.5), ist der gemessene Effekt auf Niacin und Nico-

tinamid zuriickzufiihren.
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Abbildung 4.7: Ergebnisse der Migration mit oxLDL und Niacin/Nicotinamid: Unter
Ko-Stimulation von oxLDL mit Niacin oder Nicotinamid nahm die Migration im Gegensatz
zu nur mit oxLDL stimulierten Zellen zu.

4.3.2 Auswirkung auf iNOS-Expression

Da die iNOS-Expression eine wichtige Rolle in der Entstehung atherosklerotischer
Plaques spielt, wurde diese unter Behandlung mit oxLDL und Niacin/Nicotinamid ge-
testet.

Dazu wurden die RAW-Zellen zunéchst iiber 24 h stimuliert (Tabelle 4.4) und an-
schliefend eine qualitative PCR. durchgefiihrt, um die Induktion der iNOS-Expression

zu dokumentieren.

Wie Abbildung 4.8 zeigt, ist eine iNOS-Expression in den nicht-stimulierten Zellen
(Baseline-Kammer) nicht nachweisbar. Die RAW-Zellen, die mit oxLDL stimuliert wur-
den (Kammer 2) zeigen hingegen eine deutliche iNOS-Expression. Auch die restlichen
Kammern (oxLDL + Niacin/Nicotinamid) weisen eine Expression des iNOS-Gens auf.
Ein technisches Versagen der PCR in der Baseline-Kammer ist durch die Amplifikation
des (-Actin-Gens ausgeschlossen.
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Abbildung 4.8: Qualitative PCR: 3-Actin ist in allen Kammern nachweisbar. Eine iNOS-
Expression lésst sich sicher in den Kammern 2-5 nachweisen.

Um einen differenzierteren Effekt des Niacins und des Nicotinamids auf die iNOS-
Expression nachzuweisen, wurde zudem eine quantitative RT-PCR mit denselben Pri-
mern durchgefithrt. Hier fand wiederum die urspriingliche Versuchsanordnung von Ta-
belle 4.4 Anwendung. Die Ergebnisse des insgesamt fiinf mal durchgefithrten Versuchs
sind Abbildung 4.9 zu entnehmen.

Bei Stimulation der RAW-Zellen mit oxLDL nahm die iNOS-Expression signifikant zu
(3,04 + 0,67, p = 0,002). Bei Ko-Stimulation mit den Vitaminen zeigten sich folgende
Expressionswerte:

Vergleich von Kammer 2 (Expressionsindex = 3,04 + 0,67) zu ...

.. Kammer 3: Expressionsindex = 1,73 + 1,04, p = 0,096
.. Kammer 4: Expressionsindex = 2,08 + 1,07, p = 0,129
... Kammer 5: Expressionsindex = 1,65 + 0,61, p = 0,034
.. Kammer 6: Expressionsindex = 1,96 £ 1,05, p = 0,145

Niacin und Nicotinamid hemmen demnach den durch oxLDL-getriggerten iNOS-
Expressionsanstieg in allen Kammern. Mit der vorliegenden Anzahl an Versuchen konn-
te zwar keine Signifikanz zwischen allen Gruppen erreicht werden, dennoch geben sie
einen Eindruck eines moglicherweise hemmenden Effektes von sowohl Niacin als auch
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Nicotinamid auf die iNOS-Expression.
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Abbildung 4.9: Real-Time-PCR mit der Kernversuchsanordnung: Es zeigt sich ein
leichter aber nicht statistisch signifikanter Riickgang der iNOS-Expression bei Ko-Stimulation
mit Niacin und Nicotinamid (n=>5)

4.3.3 Auswirkung auf Apoptose

Um einen pro-apoptotischen Effekt von Niacin oder Nicotinamid auf die RAW-Zellen
auszuschlieflen, wurden diese mit Annexin V und Propidiumiodid markiert.

Annexin V ist ein Protein, das an Phosphatidylserin bindet, welches wiederum an
der Innenseite der Plasmamembran vitaler Zellen vorkommt und nur bei Apoptose an
die AuBenseite der Zellmembran transloziert. [Vermes et al., 1995]

Propidiumiodid (PI) ist ein Nukleinsdureinterkalator, der Zellmembranen viabler Zel-
len nicht durchdringen kann, im Rahmen einer Nekrose aber die intrazellulare DNA
farbt. [Lecoeur, 2002]

Eine Doppelfarbung mit Annexin V und PI im Sinne einer Vital-Fluoreszenz-

Doppelfiarbung erlaubt eine Unterscheidung von toten (doppelt gefdrbt), apoptotischen
(Annexin-V-geférbt) und nekrotischen Zellen (PI-geférbt).
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Abbildung 4.10: Durchflusszytometrie mit PI- und Annexin-V-Farbung: Die Behand-

lung der RAW-Zellen mit oxLDL, Niacin und Nicotinamid hat keinen Effekt auf Apoptose
oder Nekrose der Zellen.

Abbildung 4.10 zeigt, dass weder die Apoptose noch die Nekrose durch die Stimu-
lation der RAW-Zellen mit den Substanzen des Kernversuchs beeinflusst werden. Der
Anteil der vitalen Zellen lag in allen Kammern durchgehend bei 82-87%. Eine Verdnde-
rung der gezahlten Zellzahlen im Migrationsversuch ist also nicht auf einen Unterschied
im Zelltod zuriickzufiihren.

4.4 Rolle von Antioxidantien

4.4.1 Auswirkung von Trolox auf Makrophagenmigration

Das wasserlosliche Vitamin-E-Derivat Trolox wirkt antioxidativ und wird deswegen
ebenfalls auf einen Effekt auf die Migration der mit oxLDL beladenen Makrophagen
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untersucht. Hierzu wurden, wie im Kernversuch auch, Zellen zunéchst nur mit oxLLDL
behandelt. In einer weiteren Kammer wurde dem oxLLDL zusétzlich eine definierte Men-
ge Trolox beigefiigt. Anschliefend erfolgte ein Migrationsversuch iiber 16 Stunden.

Tabelle 4.5: Versuchsanordnung fiir die Migration mit Trolox

Kammer Reagenz Konzentration

1 - (Baseline) -

2 oxLLDL 100pg/ml

3 oxLLDL 100pg/ml
Trolox 133uM

Die Ergebnisse des Migrationsversuches stellen Abb. 4.11 und 4.12 dar.

Baseline oxLDL 100 ug/mi oXLDL + Trolox 133 uM

Abbildung 4.11: Migration mit oxLDL und Trolox: Unter Stimulation mit dem Vitamin-
E-Derivat Trolox wurde die migrationshemmende Wirkung von oxLLDL aufgehoben
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Abbildung 4.12: Ergebnisse der Migration mit oxLDL und Trolox: Unter Kostimulation
von oxLDL mit Trolox nahm die Migration der RAW-Zellen im Gegensatz zur alleinigen
Stimulation mit oxLDL wieder zu

Wiederum zeigte sich der signifikante Riickgang der Migration unter einer Stimula-
tion mit oxLDL (Migrationsindex 0,20 + 0,15, p < 0,01). Bei zusétzlicher Stimulation
der RAW-Zellen mit 133 M Trolox nahm die Migration wieder signifikant zu: Migrati-
onsindex 0,83 + 0,64, p = 0,053. Insgesamt fiithrte die Troloxgabe zu einer kompletten
Aufhebung der Migrationshemmung durch oxLDL.






5 Diskussion

Die genaue Untersuchung von Teilprozessen in der Atherogenese in vivo gestaltet sich
angesichts der Komplexitét des menschlichen oder tierischen Organismus als schwierig,
da eine kontrollierte Verdnderung nur eines Parameters in einem Experiment nahezu
unmoglich ist. Durch eine Reduktion der biologischen Komplexitét eignen sich Zellkul-
turversuche mit Zelllinien in besonderer Weise fiir die Durchfithrung von Versuchen im
Rahmen der Atheroskleroseforschung. Die Makrophagen der Linie RAW 264.7 haben
sich in einer Vielzahl von Fragestellung als Untersuchungsobjekt bewéhrt und wurden
in der aktuellen Literatur bereits oft fiir die Bearbeitung dhnlicher Fragestellungen in

vitro herangezogen.

In dieser Arbeit wurden die RAW-Zellen kultiviert und nach Inkubation mit ver-
schiedenen chemischen und biochemischen Substanzen die Auswirkung auf ihre Migra-
tionsféhigkeit untersucht. Dabei stand die Frage im Vordergrund, ob Niacin und/oder
Nicotinamid die Migrationsfahigkeit der Makrophagen beeinflussen konnen.

Konkret werden folgende Fragestellungen bearbeitet:

- Welchen Effekt haben Niacin und Nicotinamid auf den durch oxLDL verursach-
ten Migrationsarrest? Gibt es einen Unterschied in der Wirkung von Niacin oder
Nicotinamid?

- Wodurch ist dieser Effekt zu erkldren? Wie sieht ein moglicher Signalweg aus, auf
den die Vitamine Einfluss nehmen? Welche Rolle spielen Antioxidantien, Peroxy-
nitrit und iNOS?

- Wie fiigen sich die Erkenntnisse in die aktuelle Literatur? Welche Konsequenzen
ergeben sich daraus?
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Welchen Effekt haben Niacin und Nicotinamid auf den durch oxLDL verursachten
Migrationsarrest? Gibt es einen Unterschied in der Wirkung von Niacin oder Nicotina-
mid?

Die Pathophysiologie der Atherosklerose ist komplex und bis heute noch nicht ab-
schlieend verstanden. Als wichtiger Meilenstein in der Entstehung atherosklerotischer
Plaques gilt die Oxidation von LDL zu oxLDL.

Das oxLLDL bewirkt bei den Schaumzellen eine Lokomotionshemmung, sodass sie den
Plaque nicht mehr verlassen konnen und zudem die stattfindende lokale Entziindungs-
reaktion verstédrken. Dieser Migrationsarrest beruht nach bisherigen Erkenntnissen auf
einer anhaltenden FAK-Phosphorylierung, was zu einer vermehrten Aktinpolymerisati-
on fithrt [Angeli et al., 2004, Park et al., 2012]. Eine Wiederherstellung der Lokomotion
der Makrophagen ist damit eine Schliisselaufgabe, durch die eine Regression der Athe-
rosklerose erreicht werden konnte.

Seit 2003 ist bekannt, dass sich Niacin neben dem Lipidprofil-modifizierendem Effekt
noch iiber andere Mechanismen giinstig auf atherosklerotisch verdnderte Gefifle aus-
wirkt [Rosenson, 2003, Ganji et al., 2009]. Zu diesen Mechanismen werden auch Effekte
auf die Zellmobilisierung von Endothelialen Vorlauferzellen (EPC) gezdhlt. So unter-
suchten Huang et al. die Auswirkung von Niacin auf EPC-Mobilisierung an diabetischen
MAusen. Hier zeigten an Diabetes erkrankte Méuse ohne Behandlung mit Niacin eine
signifikant geringere EPC-Mobilisierung als solche, die zuvor mit 40mg/kg Niacin pro
Tag behandelt wurden [Huang et al., 2012].

Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit suggerieren, dass Niacin und Nicotina-
mid Substanzen darstellen, die einen Einfluss auf die Zellmobilitét (in diesem Fall von
hamatologischen Zellen) und den oben beschriebenen Migrationsarrest haben kénnen:
In den Migrationsversuchen wurden die RAW-Zellen in verschiedene Gruppen aufge-
teilt, darunter nicht stimulierte Zellen als Kontrolle, mit oxLDL stimulierte Zellen und
sowohl mit oxLLDL als auch mit Niacin/Nicotinamid stimulierte Zellen. Mit der oxLLDL-
Stimulation konnte der bereits bekannte Migrationsarrest reproduziert werden: Zellen
migrierten signifikant weniger. Fiigte man dem oxLDL allerdings zusétzlich Niacin oder
Nicotinamid hinzu, wurde der Migrationsarrest wieder aufgehoben, wobei sowohl die
Konzentrationen 100uM und 1mM Niacin, als auch 1mM und 3mM Nicotinamid wirk-
sam waren. Der Migrationsindex, der fiir die Baseline-Kammer als 1 festgelegt wurde,
konnte mit Werten zwischen 0,9 und 1,1 nahezu vollstdndig wiederhergestellt werden.

Bemerkenswert ist, dass Nicotinamid, als bisher nur wenig in der Atherosklerosefor-

schung untersuchte Substanz, einen gleich starken, ggf. sogar etwas stiarkeren Effekt als

Niacin aufweist.
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Ohne vorherige Stimulation mit oxLDL haben Niacin und Nicotinamid keinen Effekt
auf die Migration von RAW-Zellen. Die Migrationsindizes liegen durchgehend zwischen
1,0 und 1,1.

2014 verdffentlichte Daten unseres Labors beschreiben zudem Migrationsversuche mit
Knochenmarkszellen (KM-Zellen) aus Wildtyp- und iNOS-Knockout-Méusen. Nach Iso-
lation und Kultivierung der KM-Zellen wurden diese entsprechend dem in 3.3 beschrie-
benen Vorgehen einer Migration unter Stimulation mit nicht oxidiertem LDL (nLDL),
oxLDL und Niacin/Nicotinamid zugefithrt. Die Stimulation mit nLDL diente dabei
als Negativkontrolle: Nicht oxidiertes LDL sollte keinen Einfluss auf die Lokomotion
der Knochenmarkszellen haben. Mit den KM-Zellen der Wildtyp-Mé&use konnten die in
dieser Arbeit dargestellten Daten reproduziert werden: Unter Stimulation mit oxLDL
nahm die Migration der Zellen signifikant ab und bei Ko-Stimulation mit 1mM Nia-
cin bzw. 1mM Nicotinamid nahm die Migration wieder signifikant zu. Bei den iNOS-
Knockout-M&usen hingegen wurden die Migrationsindizes weder durch oxLLDL noch
durch Niacin oder Nicotinamid beeinflusst [Huang et al., 2014]. Auch bei diesen Ver-
suchen deutet sich an, dass Nicotinamid einen moglicherweise etwas stéarkeren Effekt
auf die Aufhebung des Migrationsarrestes hat, als Niacin. Diese Beobachtung hat in
den durchgefithrten Versuchen allerdings bislang keine Signifikanz erreicht. Die oben
beschriebenen Beobachtungen decken sich mit &hnlichen Erkenntnissen aus 2004: Hier
untersuchten Du et al. die Auswirkung von Niacin auf die iNOS-Expression in Mause-
lungen nach Behandlung mit Siliciumoxid - ein Ausloser fiir oxidativen Stress. Bei
Vorbehandlung mit Niacin fiel die iNOS-Expression nach Siliciumoxid-Gabe deutlich
geringer aus, als in der Kontrollgruppe [Du et al., 2004]. Dies unterstreicht die zentrale
Bedeutung von iNOS in der Entstehung der Atherosklerose sowie den Effekt von Niacin
auf die Induktion dieses Enzyms.

Wodurch ist dieser Effekt zu erkliren? Wie sieht ein maglicher Signalweg aus, auf

den die Vitamine Finfluss nehmen? Welche Rolle spielen Antioxidation, Peroxynitrit
und iNOS?

Um den oder die Wirkungsweise(n) von Niacin und Nicotinamid auf diesen Prozess
der Atherogenese zu verstehen, miissen zunéchst die in vitro beteiligten Vorgéange und
Strukturen und ihre Rolle auf die Migration identifiziert werden. Dazu wurden ne-
ben den Vitaminen auch Migrationsversuche mit dem Arachidonsduremetabolit 15(s)-
HPETE, mit dem NO- und Peroxynitrit-Donor Linsidomin (sin-1) und mit dem Anti-
oxidans Trolox durchgefiihrt.

15(s)-HPETE entsteht an Orten hoher Belastung mit oxidativem Stress. Es wird iiber
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den 15-Lipoxygenaseweg aus Arachidonsédure synthetisiert und gilt als Indikator fiir
oxidativen Stress [Rao et al., 1996]. Zudem wirkt es {iber komplexe molekulargenetische
Mechanismen selbst proatherogen. Diese Substanz hatte in den hier durchgefiihrten
Migrationsversuchen einen hemmenden Effekt auf die Lokomotion der RAW-Zellen,
was die wichtige Rolle von oxidativem Stress in der Atherogenese unterstreicht.

Linsidomin, ein potenter ONOO™-Donor, vermochte es, in den durchgefiithrten Ver-
suchen die Migration ebenfalls signifikant zu hemmen. Dies wiederum unterstreicht die
Bedeutung und den direkten Effekt reaktiver Sauerstoffspezies, insbesondere ONOO-,
auf Makrophagen.

Expressions-Analysen zeigten zudem, dass RAW-Zellen unter Stimulation mit oxLDL
eine signifikant hohere iNOS-Expression aufwiesen, als solche, die nicht stimuliert wur-
den. Dieses Ergebnis deckt sich mit vorangegangenen Versuchen und riickt iNOS weiter
in den Fokus der Atherogenese [Kuhlencordt et al., 2001, Gu et al., 2013].

oxLDL <
iINOS <

/!

Oxidativer Stress
(NO, ONOO-, ROOH) —

!

Migrationsfahigkeit

Fasst man die bisherigen Erkentnisse zusammen, ergibt sich folgende Signalkaskade:
oxLDL fithrt zu einer gesteigerten iNOS-Expression in den RAW-Zellen, was wiederum
zu einer gesteigerten NO-Synthese und damit zu vermehrtem Vorliegen von oxidati-
vem Stress fiithrt. Dieser fiithrt seinerseits zu einem herabgesetzten Migrationsverhal-
ten von Makrophagen (s. 1.2.2), sowie vermutlich auch zu einer verstérkten Oxida-
tion von bislang nicht-modifiziertem LDL. Hierbei kann folglich von einem positiven
Feedback-Mechanismus ausgegangen werden: Das den oxidativen Stress représentie-
rende Peroxynitrit fithrt selbst, neben vielen anderen Stoffen, nachgewiesenermaflen zu
einer Erhohung der iNOS-Expression und verstirkt damit die hier zugrunde gelegte
Signalkaskade [Cooke Davidge, 2002].

Diesen Pfad zugrunde legend, scheinen iNOS-Expression und der durch das Enzym
vermittelte oxidative Stress die zentrale Ursache fiir den Migrationsarrest der Makro-
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phagen in unseren Versuchen zu sein. Deshalb wurden ebenfalls Migrationsversuche mit
dem Antioxidans Trolox, einem wasserloslichen Vitamin-E-Derivat, durchgefiihrt, was
die Migrationsfihigkeit der RAW-Zellen nach Inkubation mit oxLLDL wiederherstellte.
Als Ursache fiir diesen Effekt ist eine direkte antioxidative Wirdung des Trolox” auf
oxLDL und/oder auch indirekt iiber die ROS denkbar, so ist Trolox als Radikalfianger
und Antioxidans bereits ldnger bekannt [Alberto et al., 2013]. In beiden Féllen unter-
mauert das Ergebnis die Bedeutung von oxidativem Stress in unserem Modellversuch.

Niacin und Nicotinamid kénnen in diesem Pfad auf jeder Stufe ansetzen. Dabei sind
mehrere Wirkungen genauso moglich, wie eine isolierte Wirkung der Stoffe, oder un-
terschiedliche fiir beide Substanzen.

Denkbar ist eine Modifikation des oxidierten LDLs zu einem Produkt, das keinen
negativen Einfluss auf die Migration hat. So ist zum Beispiel eine Reduktion von oxLDL
zu nLLDL naheliegend. Genauso konnten die Vitamine direkt oder indirekt Einfluss auf
die Genexpression von iNOS nehmen und so, oder iiber Translationsmodifikationen,
eine Amplifikation und Neusynthese des Enzyms verhindern. Des Weiteren kann auch
ein Effekt auf ROS die Migration beeinflussen. So ist es moglich, dass die Vitamine ihre
Synthese hemmen oder die Zellen zum beschleunigten Abbau anregen.

Auflerhalb dieser Kaskade kann es auch moglich sein, dass Niacin und Nicotinamid
lediglich die Aufnahme von oxLDL iiber bislang unbekannte Mechanismen hemmen und
somit die RAW-Zellen vor den Auswirkungen des modifizierten Lipoproteins bewahren.

In einem im Dezember 2014 veroffentlichten Paper unseres Labors wurden RAW-
Zellen auf das Aufnahmeverhalten von oxLLDL untersucht. Die Bedingungen der Zellkul-
tur und die Zelllinie waren dabei identisch zu Kapitel 3.1. Dabei wurde mit Fluorochrom
fluoreszenzmarkiertes Dil-oxLDL mit den RAW-Zellen inkubiert und die Aufnahme des
oxLDLs iiber eine Durchflusszytometrie quantifiziert [Huang et al., 2014].

RAW-Zellen nahmen unter den beschriebenen Konditionen deutliche Mengen an
oxLDL auf, wobei Niacin in keiner getesteten Konzentration (100 uM und 1 mM)
einen Einfluss auf die Inkorporation der Lipide hatte. Nicotinamid (1 mM und 3 mM)
hatte lediglich in der hoheren Konzentration einen signifikanten, aber nur leichten Ef-
fekt auf den oxLLDL-Gehalt der Makrophagen. Der Effekt von Niacin und Nicotinamid
auf die Migration wird durch eine Beeinflussung des oxLLDL-Gehalts der Zellen also
nicht erklart.

Als néchste Stufe in der beschriebenen Kaskade wurde das iNOS-Gen untersucht: Hier
zeigte sich zunéchst eine Zunahme der Expression bei einer ox LDL-Stimulation. Bei Ko-
Inkubation mit den untersuchten Vitaminen zeigte sich ein signifikanter Riickgang der
iNOS-Expression durch Niacin und Nicotinamid [Huang et al., 2014].

Diese Erkenntnis deutet darauf hin, dass die iNOS eine zentrale Rolle im Migrati-
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onsarrest der Schaumzellen spielt. Eine Erhchung der Expression durch oxidierte Lipo-
proteine mit konsekutiv vermehrter NO-Synthese konnte iiber die Produktion weiterer
reaktiver Sauerstoffspezies die Lokomotion der Makrophagen im atherosklerotischen
Plaque beeinflussen. Dies wiirde bedeuten, dass nach oxLDL-Stimulation vermehrt
Stickstoffmonoxid sowie Peroxynitrit und Superoxide nachweisbar sein sollten.

Diese Hypothese wurde durch ergénzende Versuche unseres Labors 2014 untersucht:
Mit Hilfe von Elektronen-spinresonanz-Spektroskopie (ESR-Spektroskopie) wurden in-
trazellulare Superoxid- und NO-Konzentrationen bestimmt, zwei wichtige Vertreter fiir

oxidativen Stress.

Die ESR-Spektroskopie macht sich das Radikalverhalten der ROS zunutze: Durch
die selektive Absorption elektromagnetischer Wellen werden ungepaarte Elektronen im
Magnetfeld auf unterschiedliche Energieniveaus iibertragen. Dabei ist das Absorptions-
verhalten dieser Elektronen eine Gréfie des Spins und es entsteht ein Absorptionsspek-
trum mit einem charakteristischen Peak. Durch Flachenintegration ldsst sich daraus
die Konzentration der Radikale berechnen.

Bei der Messung der intrazelluliren NO-Produktion mittels ESR zeichnete sich ab,
dass sich diese bei Stimulation mit oxLLDL signifikant erhéht. Bei Stimulation mit nLDL
konnte dieser Effekt nicht erreicht werden. Eine Kostimulation mit Niacin bzw. Nico-
tinamid fiihrte trotz erniedrigter iNOS-Expression nicht zu einem Riickgang in der
NO-Synthese: mit oxLLDL stimulierte Zellen wiesen auch bei Ko-Inkubation mit Niacin
bzw. Nicotinamid erhohte intrazellulaire NO-Produktion auf. Geméafl der Reaktionsglei-
chung in Abb. 3 reagiert dieses NO mit Superoxid zu Peroxynitrit. Folglich, und in
Ubereinstimmung mit dem Massenwirkungsgesetz bei (bio)chemischen Gleichgewichts-
reaktionen, nimmt nach Stimulation mit oxLLDL die intrazellulire Konzentration von
Superoxid ab. Auch dies konnte in einem Versuch unseres Labors reproduziert werden:
Mittels ESR wurden intrazelluldre Superoxidkonzentrationen in RAW-Zellen gemessen.
Bei Inkubation mit oxLDL lie8 sich eine signifikante Abnahme der Superoxidkonzen-
tration nachweisen [Huang et al., 2014].

In einem weiteren Versuch unseres Labors, wurde Nitrotyrosin, ein Indikator fiir
Peroxynitrit, ebenfalls intrazelluldr mittels Western-Blot bestimmt. Die Quantifizierung
der Bandenintensitit zeigte, dass eine Stimulation mit nLDL keine Auswirkungen auf
das Vorliegen von Nitrotyrosin hat. Wurden die Zellen hingegen mit oxLDL stimuliert,
stieg das untersuchte Nitrotyrosin signifikant an. Gab man neben dem oxLDL noch
Niacin bzw. Nicotinamid hinzu fiel der Anstieg deutlich geringer aus [Huang et al.,
2014].

Extrazelluldr konnten wir die Peroxynotritkonzentration auch direkt mittels ESR
bestimmen. Hier stieg die Konzentration unter Inkubation mit oxLD (nicht jedoch
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unter Inkubation mit nLDL) signifikant an. Bei Ko-Inkubation von oxLDL mit Niacin
bzw. Nicotinamid konnte dieser Anstieg nicht beobachtet werden [Huang et al., 2014].

Aus den oben beschriebenen ergéinzenden Versuchen unseres Labors, ergibt sich ein
einheitliches Bild {iber die Auswirkung von oxidiertem LDL auf die Situation der re-
aktiven Sauerstoffspezies in den RAW-Zellen: Das oxLDL fiihrt iiber eine gesteigerte
iNOS-Expression zu vermehrt vorliegendem NO. Dieses reagiert mit Superoxiden zu
Peroxynitrit, welches folglich sowohl intra- als auch extrazelluldar vermehrt vorliegt.

Unter der Annahme, dass Peroxynitrit iiber einen (in)direkten FAK-vermittelten Weg
die Zellmotilitat und damit das Migrationsverhalten der Makrophagen beeinflusst, stellt
sich die Frage, wo in dieser Kaskade die Vitamine Niacin und Nicotinamid ansetzen,
um die Migration zu beeinflussen. Ein Effekt dieser Vitamine auf die oxLDL-Aufnahme
wurde hier bereits ausgeschlossen. Der nachgewiesene Effekt auf die iNOS-Expression
ist zwar nachgewiesen, erklidrt jedoch den Effekt auf das Migrationsverhalten nicht
hinreichend, da die Synthese von NO auch unter Kostimulation mit den Vitaminen

nicht wesentlich abnimmt.

Spétestens auf der Ebene des Peroxynitrits wurde nun allerdings ein signifikanter
Effekt des Niacins und des Nicotinamids beschrieben. Als plausible Erklarung kommt
ein Mechanismus in Frage, der bislang noch nicht untersucht wurde: Sowohl Niacin als
auch Nicotinamid sind in menschlichen und tierischen Organismen Substrate fiir die
Synthese von Nicotinamidadenindinukleotid (NAD) und vor allem von Nicotinamida-
denindinukleotidphosphat (NADP) [Revollo et al., 2004]. Diese Molekiile haben ein Re-
doxpotential von -320 mV und zéhlen damit zu den stiarksten Antioxidantien, die Zellen
herstellen kénnen. Wahrend NAD seine Funktion vor allem im Katabolismus ausiibt,
findet man NADP iiberwiegend als Ko-Enzym der Glutathion-Reduktase. Dieses En-
zym reduziert das Glutathiondisulfid (GSSG) zu einem der wichtigsten Antioxidantien
fast aller Zellen des menschlichen Kérpers: Glutathion (GSH) [Kirsch de Groot, 2001].
Dieses Tripeptid schiitzt zellulare Makromolekiile wie Lipide, Proteine und DNA vor
freien Radikalen (z.B. Peroxynitrit), indem es diese durch Elektroneniibertragung in
einer Redoxreaktion unschédlich macht. Dabei werden zwei Glutathion-Molekiile zu
GSSG oxidiert, was wiederum unter Mitwirkung von NADP zu GSH reduziert wer-
den muss [Schafer Buettner, 2001]. Es kann folglich angenommen werden, dass bei
Vorliegen freier Radikale vermehrt GSSG unter Verbrauch von GSH anfallt.

Wir ergénzten unsere Versuchsreihe also um die Konzentrationsbestimmungen der
Enzyme GSSG und GSH mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC, ein
Chromatographieverfahren zur qualitativen und quantitativen Bestimmung u.a. pola-
rer und unpolarer organischer Verbindungen in allen Molekulargewichtsbereichen). Die
Konzentrationen von GSSG und GSH wurden bestimmt und miteinander ins Verhélt-
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nis gesetzt. Die Ergebnisse stellen den Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und
GSH anschaulich dar: Bei Stimulation der RAW-Zellen mit oxLDL féllt wie oben
ausgefithrt vermehrt Peroxynitrit an. Wird gleichzeitig Niacin bzw. Nicotinamid ko-
stimliert, nimmt der Quotient wiederum ab. Folgende Hypothese lédsst sich aus dieser
Beobachtung aufstellen: Das vermehrt anfallende Peroxynitrit wird durch Gluthation-
Peroxidase unter Oxidation von GSH neutralisiert [Sies et al., 1997], wodurch vermehrt
GSSG anfillt - der Quotient GSSG/GSH steigt. Die Wirkung des Niacins bzw. des Ni-
cotinamids erkléart sich moglicherweise durch eine vermehrte NADP-Synthese. Dieses
fithrt zu einer schnelleren Reduktion des GSSG zu GSH und erméglicht dadurch eine ef-
fektivere Neutralisierung des Peroxynitrits. Diese Hypothese wird durch die gemessenen
GSSG/GSH-Quotienten gestiitzt.

Ob nun die Effekte beider Vitamine auf demselben Mechanismus beruhen, oder ob
sie unterschiedliche Ansatzpunkte in der unterstellten Signalkaskade haben, konnte bis-
lang nicht untersucht werden. Auch ist weiter unklar auf welchem Weg sie die iNOS-
Expression nach einer oxLLDIL-Stimulation hemmen. Dies wird sicherlich Gegenstand

weiterfithrender Forschung.

Wie fiigen sich die Erkenntnisse in die aktuelle Literatur? Welche Konsequenzen er-

geben sich daraus?

Der Effekt von oxidiertem LDL auf die Lokomotion von Markophagen wurde, wie
eingangs erwéhnt, bereits von anderen Autoren beschrieben (Angeli et al., 2004; Park
et al., 2009; Park et al., 2012). Auch die giinstigen Effekte von Niacin auf das Lipidprofil
des menschlichen Organismus und andere antiatherogenen Effekte wurden mehrfach un-
tersucht (siehe 1.3). Der Effekt auf mit oxLDL oder anderen Cholesterinen behandelte
Makrophagen fand bis jetzt allerdings nur begrenzt Eingang in die Atherosklerosefor-
schung.

Lukasova et al. berichteten 2011 von einem gesteigerten Cholesterineflux aus Ma-
krophagen unter Behandlung von WT-M#usen mit Niacin im Gegensatz zu GPR109A-
knockout-M#usen (Lukasova et al., 2011). Dieser Erkenntnis widerspricht Chai et al.,
nachdem festgestellt wurde, dass der GPR109A-Rezeptor bei Makrophagen, die zu
Schaumzellen transformieren, herunterreguliert wird. Folglich habe Niacin keinen Ef-
fekt auf den Cholesterinefflux (Chai et al., 2013). Unsere Versuche zum oxLDL-Gehalt
in damit inkubierten RAW-Zellen stimmen mit diesen Ergebnissen {iberein.

Der migrationsfordernde Effekt von Niacin und Nicotinamid auf Schaumzellen be-
ruht unserer Erkenntnis nach auf einer bislang nicht néher untersuchten Hemmung des
oxidativen Stresses mithilfe des zelleigenen Antioxidans Glutathion, dessen Reduktion
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unter enzymatischer Mitwirkung des NADP gelingt.

In den letzten Jahren wurden eine Vielzahl natiirlicher und synthetischer Strukturen
auf ihre antioxidativen Eigenschaften untersucht. Unter anderem wurde der Effekt des
pflanzlichen Farbstoff Celastrol auf atherosklerotische Vorgénge in vitro und in vivo be-
richtet (Gu et al., 2013; Zhu et al., 2014). Zu Niacin und vor allem zu Nicotinamid wur-
den bislang nur wenige Studien in Hinblick auf antioxidative Wirkung und den Einfluss
auf das Glutathion-System veroffentlicht. In diesem Zusammenhang ist allerdings auf
eine Studie von Ganji et al. aus dem Jahre 2009 hinzuweisen: Dort wurde beschrieben,
dass Niacin die Produktion von ROS, VCAM-1, MCP-1 und den TNF-alpha-Signalweg
in Endothelzellen der menschlichen Aorta signifikant hemme. Zudem wurden erhohte
NADP-Werte und ein vermehrtes Vorliegen von reduziertem GSH nachgewiesen (Ganji
et al., 2009).

Die in dieser Arbeit beschriebenen Zusammenhénge lassen sich gut mit diesen Er-
kenntnissen vereinbaren und legen nahe, dass Niacin neben seinen lipidmodifizierenden
Eigenschaften auch iiber andere Wege die Atherosklerose giinstig beeinflussen kann.

Zwar konnten die genauen Auswirkungen der Vitamine Niacin und Nicotinamid auf
das GSH/GSSG-System und deren Effektkaskade auf ROS in dieser Arbeit nicht iden-
tifiziert werden, jedoch legen die hier zusammengefassten Erkenntnisse ein sehr viel
breiteres Wirkspektrum der Vitamine nahe, als bislang angenommen. Vor allem aber
beweisen sie zum wiederholten Male die Bedeutung oxidativer Belastung auf die Athe-
rogenese.

Gegenstand weiterer Forschung ist der Zusammenhang von oxidiertem Low-density-
Lipoprotein, Peroynitrit und anderen reaktiven Sauerstoffspezies und der Phosphory-
lierung der Focal Adhesion Kinase. Zudem ist es denkbar, dass die bislang schma-
le Indikation fiir Niacin (bzw. die fehlende Indikation fiir Nicotinamid) bei Fettstoff-
wechselstérungen bei weiteren Nachweisen fiir deren antioxidativen Eigenschaften im
menschlichen Organismus auf andere Fachbereiche der Medizin ausgeweitet wird. In die-
sem Zusammenhang kann man durchaus erwarten, dass Niacin eine erneute Zulassung
in Deutschland erfahrt. Eine Durchfithrungsverordnung der Européischen Kommission
deutet bereits in diese Richtung: So wurden am 04. Juli 2013 Niacin und Nicotinamid

als Zusatzstoffe in Futtermitteln fiir alle Tierarten auf unbestimmte Zeit zugelassen.






6 Zusammenfassung

Die gesundheitlichen Konsequenzen und die sozio6konomischen Folgen der Atheroskle-
rose sind immens und werden auch in den kommenden Jahren viele Ressourcen bin-
den. Trotz intensiver Forschung ist es bislang nicht gelungen, die pathophysiologischen
Vorgénge dieser krankhaften Geféafiveranderungen abschlieffend zu beschreiben. Ebenso
fehlen medikamentdse Ansatzpunkte die Formation atherosklerotischer Plaques wirk-
sam zu verhindern oder bereits sklerotisch verénderte Gefaflabschnitte in ihren Aus-
gangszustand zuriickzufiihren.

Bei der Atherogenese spielt der durch Adhésionsmolekiile vermittelte Migrationsar-
rest der mit oxLDL (oxidierte Form des Low-density Lipoproteins) beladenen Marko-
phagen im atherosklerotischen Plaque eine wichtige Rolle. In dieser Arbeit soll unter-
sucht werden, inwieweit das Bs-Vitamin Niacin und sein Derivat Nicotinamid die durch
oxidativen Stress verursachte Hemmung der Migration von Makrophagen beeinflusst.

Hierzu wurden die Auswirkungen von Niacin und Nicotinamid sowie anderer Anti-
oxidantien auf die Migration von Zellen der Zelllinie RAW264.7 untersucht, nachdem
diese vorher mit oxLLDL behandelt wurden. Die Migration wurde durch ein Boyden-
Chamber-Prinzip simuliert und die migrierten Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie
gezéhlt. Zudem wurde der Einfluss von oxLDL und Niacin/Nicotinamid auf iNOS (in-
duzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase) mittels Real-Time PCR untersucht.

Unter Stimulation mit oxLLDL konnte die bereits in der Literatur beschriebene Migra-
tionshemmung nachvollzogen werden. So lag der Migrationsindex nach Stimulation mit
oxLDL lediglich bei 0,59 (Zellen ohne Behandlung: 1). Bei Ko-Stimulation von oxLDL
mit Niacin oder Nicotinamid konnte der Migrationsindex auf Werte zwischen 0,9 und
1,09 angehoben werden. Die Ergebnisse waren bei nahezu allen getesteten Konzentra-
tionen signifikant. Ahnliche Ergebnisse konnten mit dem Antioxidans Trolox beobachtet
werden.

Die Untersuchung der iNOS unter den gleichen Stimulationsbedingungen ergab, dass
die Expression bei Behandlung mit oxLLDL signifikant ansteigt und unter Ko-Stimulation
mit den Vitaminen wiederum sinkt. Letztere Beobachtung erreichte in dieser Arbeit je-
doch keine Signifikanz.

Die Beobachtungen zeigen, dass es sowohl mit Niacin als auch mit Nicotinamid
moglich ist, den oxLDL-vermittelten Migrationsarrest von Makrophagen aufzuheben
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und die Expression von iNOS zu senken. Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse mit
dem Antioxidans Trolox liegt die Vermutung nahe, dass der durch oxLDL verursach-
te oxidative Stress in Form von Stickstoffmonoxid und anderen daraus resultierenden
reaktiven Sauerstoffverbindungen eine wesentliche Rolle in der Migration von Makro-
phagen einnehmen. Weitergehende Versuche unseres Labors deuten eine mogliche Er-
klarung dieser beobachteten Zusammenhénge an: Das im menschlichen Organismus an-
tioxidativ wirkende Tripeptid Glutathion konnte bei Stimulation nach oben beschriebe-
nem Schema mit Niacin bzw. Nicotinamid vermehrt in seiner reduzierten (anitoxidativ
wirkenden) Form nachgewiesen werden. SchlieBlich bendtigt es zur Reduzierung das
Ko-Enzym NADP (Nicotinamidadenindinukleotidphosphat), ein Molekiil auf Basis des
Niacins.

Es ist denkbar, dass Niacin oder sei Derivat Nicotinamid nach weiteren Belegen
iiber ihre antioxidative Wirkung unter einem neuen pharmakologischen Gesichtspunkt
betrachtet werden und sich ggf. neben der Atherosklerose noch andere Indikationsstel-

lungen ergeben.
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