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1. Alphabetisches Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

ATP Adenosintriphosphat

EC-SOD Endothelial Cell SuperOxid Dismutase
ELAM-1 Endothelial Leucocyte Adhesion Molecule-1
FGF Fibroblast Growth Factor

HIV Human Immunodeficiency Virus

ICAM-1 Intercellular Cell Adhesion Molecule-1

IL Interleukin

INF-y Interferon-y

LDL Low Density Lipoprotein

LFA-1 Leukozyten-Adhisions-Defizienz-1

LPS Lipopolysaccharid

MCP-1 Monocyte-Chemotactic-Protein-1

mRNA messenger Ribonucleinsiure

MTHFR Methyltetrahydrofolatreduktase

NF«B Nukleérer Faktor k B

PDGF Platelet-Derived Growth Factor

PECAM Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule
Selektin-E Endothelial-Selektin

Selektin-L Leukozyten-Selektin

Selektin-P Platelet-Selektin

sICAM soluble Intercellular Cell Adhesion Molecule
sVCAM soluble Vascular Cell Adhesion Molecule
TGF-B Transforming Growth Factor-3

TNF-a Tumor Nekrose Faktor-a

VCAM-1 Vascular Cell Adhesion Molecule-1

VLA-4 Very Late Antigen-4



2. Einleitung

2.1 Pathogenese der Atherosklerose

Die Atherosklerose und ihre Folgeerkrankungen sind immer noch mit Abstand die hdufigsten
Todesursachen in der westlichen Welt (ROSS ET AL. 1993).

Fiir die Entstehung der Atherosklerose wurde bereits von Rudolf Virchow eine Verletzung
des Endothels postuliert (Virchow R. A more precise account of fatty metamorphosis. 1858;
Lecture XVI, 383-408), welcher bis heute, nach Integration mehrerer Modelle, eine
entscheidende Rolle zugesagt wird. Eine Kaskade humoraler und zelluldrer Faktoren fiihrt zu
einem Entziindungsprozess der Gefalwand (LANGHEINRICH UND BOHLE. 2005), der in
drei Phasen unterteilt werden kann: 1. eine frilhe Phase der Endothel- und
Thrombozytenaktivierung sowie Monozytenrekrutierung, 2. eine intermedidre Phase der
Migration und Proliferation glatter GefdBmuskelzellen und 3. eine chronische/spite Phase mit
Deposition extrazelluldrer Matrix in die GefiaBwand.

Ein Zusammenspiel von Wachstumsfaktoren wie bFGF, PDGF, IGF-1, TGF-, chemotaktisch
wirksamer Zytokine, reguliren GefaBBwandzellen sowie Monozyten/Makrophagen vermittelt
dabei die proliferative Antwort eines GefdBes und unterhilt den Entziindungsprozess. Der
Verlust der endothelialen Integritit ( endotheliale Dysfunktion ) fiihrt zu einer Migration und
Proliferation glatter GefdBmuskelzellen in die sich bildende Neointima mit begleitender
Synthetisierung extrazelluldrer Matrix.

Durch die endotheliale Dysfunktion werden Ereignisse, die das Entstehen und Fortschreiten
der Atherosklerose fordern, initiiert - hierzu zdhlen die Permeabilitdtszunahme des Endothels
fiir Lipoproteine, die gesteigerte Thrombozytenaggregation, Rekrutierung von Leukozyten
und die Bildung von Zytokinen wie TNF o, IL-1 oder IFN-y.

Das dysfunktionelle Endothel produziert vasokonstriktorische Substanzen wie Endothelin
und Angiotensin II (AT II) (DREXLER ET AL. 1998). AT II wirkt nicht nur als
Vasokonstriktor, sondern stimuliert auch die Produktion von Endothelin und wirkt als Pro-
Oxidant (SOWERS ET AL. 2002). Endothelin und AT II fordern die Proliferation von glatten
Muskelzellen und fiihren iiber diesen Weg zur Migration glatter GefaBmuskelzellen in den
wachsenden Plaque (DREXLER ET AL. 1998).

Als eines der initialen Zeichen der endothelialen Dysfunktion nimmt die NO-Bildung und die
NO-Aktivitit ab (STAMLER ET AL. 1993). Das Fehlen von NO fordert die oxidative
Modifikation von LDL-Cholesterin, einem Prozess, der als ein wesentlicher Mechanismus in

der Pathogenese der Atherosklerose angesehen wird (STEINBERG ET AL. 1989).



Oxidiertes LDL (oxLDL) wird in der Literatur als bedeutender pro-atherogener Faktor
angesehen (STEINBERG ET AL. 2002), der den Vorgang der Rekrutierung von Monozyten
initiiert (MINE ET AL. 2002). OxLDL fiihrt zur Aktivierung von Endothelzellen, vermehrter
Expression von Adhisionsmolekiile auf der Zelloberflaiche (ALLEN ET AL. 1998; JANG ET
AL. 1994; POSTON ET AL. 1992; CYBULSKY ET AL. 1991) und zur Produktion von
chemoattraktiven Substanzen (z.B. MCP-1), die fiir die Migration der Leukozyten bedeutend
sind (VALENTE ET AL. 1992).

Die endotheliale Expression von Adhdsionsmolekiilen fiihrt zur Adhision von Monozyten
und T-Lymphozyten mit konsekutiver Migration von Entziindungszellen in den subintimalen
Raum (ROSS ET AL. 1993; CYBULSKY ET AL. 1991; RICHARDSON ET AL. 1994).
Dabei vermitteln Selektine zundchst den tempordren Kontakt bestimmter Blutzellen, wie
Monozyten und T-Lymphozyten, mit dem Endothel. Durch eine weitere Gruppe von
Adhisionsmolekiilen, den ,,Cellular Adhesion Molecules” (CAMs), kommt es zur festen
Anheftung dieser Zellen an die GefidBwand und zur Diapedese.

Im Rahmen ihres Differenzierungsprozesses setzen die lipidbeladenen Makrophagen und die
eingewanderten T-Lymphozyten vermehrt proinflammatorische Zytokine und Chemokine wie
Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-alpha), Interleukine (IL), Wachstumsfaktoren und andere
Mediatoren frei. Diese inflammatorische Umgebung aktiviert glatte Muskelzellen in der
Gefdlwand. Sie wandern aus der Media in die entstehende intimale Lasion ein und teilen sich
dort weiter. Endothelzellen und glatte Muskelzellen reagieren nicht nur auf Botenstoffe, sie
sind auch in der Lage, diese zu bilden (PDGF, FGF, TGF-B) und halten damit zusammen mit
den Makrophagen und den aktivierten T-Lymphozyten den inflammatorischen Prozess der
Plaqueentstehung durch Expression chemoattraktiver Molekiile und Adhisionsmolekiilen in
Gang (SPRINGER ET AL. 1994; JANG ET AL. 1994; POSTON ET AL. 1992; VAN DER
WAL ET AL. 1992).

Trotz wachsender Erkenntnisse beziiglich der Pathogenese der Atherosklerose konnten bis
zum heutigen Zeitpunkt keine effektiven Strategien zur Pravention oder Behandlung dieser
Erkrankung erarbeitet werden. Grund hierfiir ist die multifaktorielle Genese der
Atherosklerose wobei eine Vielzahl endothel-toxischer Substanzen, physiologische Ereignisse

oder genetische Priadispoditionen zur Initiierung des Plaquewachstums fiihren.



2.2 Adhasionsmolekdle

Adhisionsmolekiile sind Proteine, die auf der Basis struktureller Homologien verschiedenen
Molekiil-Familien zugeordnet werden. Die an der Leukozyten-Migration beteiligten Molekiile

gehoren zu den a) Selektinen, den b) Integrinen und zu der ¢) Immunglobulin -Superfamilie.

a) Bisher sind drei Selektine bekannt: E-, P- und L- Selektin. E- und P-Selektin kommen auf
dem Endothel von Blutgefdflen vor, P-Selektin zusétzlich auf Thrombozyten. L-Selektin wird
von Leukozyten exprimiert. Die Selektine spielen eine grofle Rolle in der frithen Phase der
Leukozyten-Emigration. Sie vermitteln den ersten Kontakt zwischen den Leukozyten und
dem GefdBBendothel. Dies fiihrt zu einem Phinomen, das als "Rolling" beschrieben wird, dem

"Rollen" von Leukozyten entlang der inneren Wand der BlutgefiBe.

b) Integrine sind eine groBe Familie von Molekiillen und werden in den verschiedensten
Geweben exprimiert. Integrine bestehen aus zwei Untereinheiten (alpha und beta), die
miteinander verbunden sind. Fiir die alpha und beta Untereinheiten gibt es wiederum
verschiedene Subtypen (z.B. betal, beta2 etc.). Auf Leukozyten kommen einige Integrine vor,
die eine wichtige Rolle in dem Prozess der Leukozyten-Emigration spielen.
Integrine vermitteln die feste Anheftung von Leukozyten an das Endothel der Gefd3e. Diese
wichtige Funktion der Integrine stellt die Voraussetzung fiir die Auswanderung der

Leukozyten aus den Blutgefdflen dar.

c) Einige wichtige Adhésionsmolekiile gehdren zu der Immunglobulin-Superfamilie, die
diesen Namen trigt, da die einzelnen Mitglieder strukturelle Ahnlichkeiten zu den
Antikdrper-Molekiilen (Immunglobulinen) aufweisen. Zu dieser Familie gehdren ICAM
(Intercellular Cell Adhesion Molecule), VCAM (Vascular Cell Adhesion Molecule) und
PECAM (Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule). Alle drei Adhdsionsmolekiile werden
vom GefaBBendothel exprimiert und binden an Integrine auf der Zelloberfliche von
Leukozyten. PECAM findet sich auf dem Endothel der Gefde ausschlieBlich dort, wo zwei
benachbarte Endothelzellen aneinandergrenzen, den sog. interzelluldren Verbindungen (engl.
intercellular junctions). PECAM ist dabei vor allem am Vorgang der Diapedese
(Hindurchtreten zwischen den Endothelzellen in den extravaskuliren Raum) wesentlich
beteiligt (JANG ET AL. 1994; DEJANA ET AL. 1994; CARLOS ET AL. 1994; STEWART
ET AL. 1995). Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die Inmunglobulin Superfamilie.
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Haupt-Glycoprotein Héaufigstes Vorkommen Bindungsrezeptor
ICAM-1 Endothelzellen, Fibroblasten, LFA-1, MAC-1
Epithelzellen,

Hamatopoetische Zellen

ICAM-2 Wie ICAM-1 LFA-1

VCAM-1 Endothelzellen, VLA-4
glatte Muskelzellen

PECAM-1 Interzelluldre Junktionen der

Endothelzellen, Thrombozyten

Tabelle 1. Ubersicht iiber die wichtigsten Vertreter der Immunglobulin Superfamilie, ihr jeweiliges Vorkommen

und ihren korrespondierenden Bindungsrezeptor. (JANG ET AL.1994).

In den 90-er Jahren wurde gezeigt, dass die Adhdsion von Monozyten an das Gefdllendothel
durch eine Reihe von Adhédsionsmolekiilen auf der Oberfliche der Endothelzellen getriggert
wird. Zu den involvierten Adhdsionsmolekiilen zdhlen VCAM-1, ICAM-1, P-Selektin und E-
Selektin (CYBULSKY ET AL. 1991). Die Expression von Adhdsionsmolekiilen wird somit
als Ursache fiir die Adhédrenz von Monozyten und T-Lymphozyten an das Gefdlendothel
angesehen, da die endothelial exprimierten Adhésionsmolekiile den Kontakt zwischen
Leukozyten und dem Gefdlendothel vermitteln. Die Migration von Leukozyten wird von
l6slichen Faktoren und von Adhésionsmolekiilen, die auf dem Endothel und auf der
Zelloberfliche der Leukozyten exprimiert werden, bestimmt (DOSQUET ET AL. 1992;
CYBULSKY ET AL. 1991; VAN DER WAL ET AL. 1992; POSTON ET AL. 1992;
GERRITY ET AL. 1981) und hat fiir die inflammatorische Immunantwort eine essentielle
Bedeutung (COLLINS ET AL. 2000).
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- Immunglobulin S
4 Selektine —— -

Superlamllle
- : : Intagrlna-—v---h-

Zu 1: Leukozyten werden von Selektinen, die sich auf dem aktivierten Endothel befinden, aus dem Blut-
strom " gefangen” und rollen an der BlutgefaBwand entlang.

Zu 2: Sie binden dann (ber ikre Integrine an das Endothel und werden " flach', ein Zeichen der Aktivie-
rung. Die Integrine haben die Immunglobulin Superfamilie Molekile zum Bindungspartner (=Ligand).
Zu 3: Die Leukozyten reagieren auf chemotaktische Signale und wandern durch das Endothel hindurch.
Sie benutzen hierfir Integrine und Molekile der Immunglobulin Superfamilie.

Zu 4: Die Leukozyten wandern in das entziindete Gewebe ein.

In einer Studie mit ICAM-1 defizienten Maiausen konnte eine kritische Rolle fiir
Adhisionsmolekiile in der Initiierung von atherosklerotischen Lédsionen nachgewiesen werden

(COLLINS ET AL. 2000).

Adhidsionsmolekiile werden bei Entziindungsreaktionen und dem Vorliegen einer
Immunantwort des Organismus durch die Freisetzung von Zytokinen wie Tumor Nekrose
Faktor (TNF)-a, IL-1 oder Interferon y (IFNy) hoch reguliert. Faktoren wie Thrombin, TNF-
o, IL-2, LPS und Lysophosphatidylcholin binden an den Scavenger-Rezeptor fiir LDL der
Leukozyten und stimulieren auf diesem Wege die Expression von ICAM-1 und VCAM-1.
Spezifische Aktivierungswege fiir I[CAM-1 sind die Anwesenheit von Hypoxie, TNF-f3, sowie
auch INF-y. Die Bildung von VCAM-1 wird hingegen durch z.B. IL-4 speziell stimuliert.
Chronisch inflammatorische Erkrankungen wie auch die Atherosklerose, gehen mit Bildung
der oben genannten Lymphokine und Mediatoren wie INF-y und IL-4 einher. Zudem wird
wihrend einer Hyperlipiddmie vermehrt Lysophosphstidylcholin gebildet, das ebenso eine

vermehrte Expression von Integrinen induziert.


http://www.medizin-netz.de/science/adhesion.htm#oben
http://www.medizin-netz.de/science/adhesion.htm#oben
http://www.medizin-netz.de/science/adhesion.htm#oben
http://www.medizin-netz.de/science/adhesion.htm#oben
http://www.medizin-netz.de/science/adhesion.htm#oben
http://www.medizin-netz.de/science/adhesion.htm#oben
http://www.medizin-netz.de/science/adhesion.htm#oben
http://www.medizin-netz.de/science/adhesion.htm#oben
http://www.medizin-netz.de/science/adhesion.htm#oben
http://www.medizin-netz.de/science/adhesion.htm#oben
http://www.medizin-netz.de/science/adhesion.htm#oben
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Neben den an den Endothelzellen gebundenen Formen der Adhdsionsmolekiile liegen sie auch
in freier Form im Serum als sVCAM-1 bzw. sICAM-1 vor und stellen in dieser Form
wahrscheinlich erste Stadien der Atherosklerose dar (RIDKER ET AL. 1998). In
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass kardiovaskuldre Ereignisse in
Zusammenhang mit den messbaren Konzentrationen der im Serum ldslichen
Adhisionsmolekiilen stehen, die als Marker fiir die Expression der endothelialen

Adhésionsmolekiile zu sehen sind (RIDKER ET AL. 1998; ROHDE ET AL. 1999.)

2.3 3-Deazaadenosin

3-Deazaadenosin ist ein Adenosinanalogon, das seinerseits aus der Base Adenin und dem
Zucker 946 D Ribose besteht. Die Purin-Base Adenin ist n-glycosidisch an das C1 Atom der
Pentose (B-D-Ribose) gebunden, das Stickstoffatom an Position 3 ist bei 3-Deazaadenosin im

Vergleich zum Adenin durch ein Kohlenstoffatom ersetzt.

Adenosin: 3-Deazaadenosin:

Abbildung 2. Im Unterschied zum Adenosin ist bei dem Adenosinanalogon 3-Deazaadenosin das Stickstoffatom

der Base Adenin, das sich an Position 3 befindet, durch ein Kohlenstoffatom ersetzt.

3-Deaazaadenosin ist ein  Adenosinanalogon mit  antiinflammatorischer und
immunmodulatorischer Wirkung. Es hemmt die Chemotaxis von Makrophagen und
Neutrophilen, sowie die iiber Lymphozyten vermittelte Zytolyse, die Phagozytose der
Makrophagen und die Sekretion von Neutrophilen (AKSAMITT ET AL. 1982; 1983;
NAGEH ET AL. 1997).

Desweiteren wurde ein hemmender Einfluss auf die Produktion von TNF-o in LPS
stimulierten Zellen (JEONG ET AL. 1996) sowie auf die Produktion von PDGF und der
Monozytenadhision in Endothelzellen beschrieben (SHANKAR ET AL. 1992).
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In vitro Untersuchungen haben eine Reduktion der TNF-a induzierten Adhision neutrophiler
Leukozyten an das Endothel bei gleichzeitiger Hemmung der ICAM-1 Expression gezeigt
(JURGENSEN ET AL. 1990). Aufgrund dieser anti-inflammatorischen Wirkung wurde 3-
Deazaadenosin in einer klinischen Studie bei Patienten mit rheumatoider Arthritis eingesetzt
(SMITH ET AL. 1992) und zeigte hierbei eine kurzzeitige klinische Beschwerdebesserung.
Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass 3-Deazaadenosin den nukledren Faktor kappa B
(NFkB) zu modulieren vermag (MU EN LEE ET AL. 1999), der fiir die Transkription einer
Vielzahl von Proteinen zustdndig ist, unter anderem fiir die Expression von ICAM-1 und
VCAM-1 (JEONG ET AL. 1999).

In vivo hemmt 3-Deazaadenosin iiber die S-Adenosyl-Homocystein Hydrolase (S-AdoHyc)
die Bildung von Homocystein aus S-Adenosyl-Methionin. Die Hemmung der S-Adenosyl-
Homocystein Hydrolase bewirkt einen intrazelluliren Anstieg von S-Adenosyl-Homocystein
und 3-Deazaadenosyl und damit verbunden einen kompetitive Hemmung des Adenosyl-
Methionins in Transmethylierungsreaktionen (ZIMMERMANN ET AL. 1984; 1986). Diese
Hemmung der zelluliren Methylierung konnte ein zentraler Mechanismus sein, der flir die
antiinflammatorischen Eigenschaften des 3-Deazaadenosins verantwortlich ist (CANTONI
ET AL. 1986; GARCIA-GASTRO ET AL. 1983).

In einer vorangegangenen Studie konnte gezeigt werden, dass 3-Deazaadenosin die
Entstehung atherosklerotischer Friihldsionen sowie die endotheliale Expression von ICAM-1
und VCAM-1 in der C57/BL- Maus hemmt (WALKER ET AL. 1999).

Die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen der anti-inflammatorischen und anti-

atherogenen Wirkung von 3-Deazaadenosin sind jedoch bis heute nicht vollstindig geklart.

2.4 Homocystein

Der Zusammenhang zwischen Homocystein und der Pathogenese der Atherosklerose wurde
bereits vor 30 Jahren beschrieben. Die Hyperhomocysteindmie wird als unabhdniger
Risikofaktor in der Pathogenese der Atherosklerose benannt (UELAND ET AL. 1989;
WELCH ET AL. 1998), wobei die atherogenen Effekte mit der Konzentration von
Homocystein im Plasma korrelieren (LENTZ ET AL. 1996).
Eine durch Homocystein induzierte endotheliale Zellschddigung in vitro ensteht hauptsédchlich
durch die Bildung von Wasserstoffperoxid und anderen potenten reaktiven
Sauerstoffverbindungen. Die dadurch vermittelte homocysteininduzierte Zellschiddigung fiihrt
zu einer Exposition der Grundmatrix und glatten Muskelzellen, wodurch es wiederum zu

einer Proliferation und Aktivititssteigerung von Thrombozyten und Leukozyten kommt.
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Auto-Oxidation von Homocystein induziert die Bildung von weiteren reaktiven zytotoxischen
Sauerstoffverbindungen, einschlieBlich Superoxid-Anionradikale und Hydroxyl-Radikalen

(LOSCALZO ET AL. 1996).

/-4 HOMOCYST(ENN f—\

Homoeysteln
?;rilnra!;non Homocystin

V LDL

LOL-
Hamocystain
Thialaktan
Aggregat

Schaumzellan — REAKTIVER

/" SAUERSTOFF \
Endathel

Dyafunktion Lipid
(vermindarte Peroxydation
NO Verligbarkelt) )
Proliferation von Quydation
glatten Gefib- von LOL
muskelzallen

\

Abbildung 3. Die Hyperhomocyteindmie fiihrt {iber eine oxidative Modifizierung von LDL unter Entstehung

ATHEROTHROMBOSE

von LDL-Homocystein-Thiolakton zur Bildung von Schaumzellen. Dieser Vorgang fiihrt zur Freisetzung
reaktiver Sauerstoffradikale mit daraus resultierender endothelialer Dysfunktion. Neben diesen Effekten fiihrt die
Freisetzung von Sauerstoffradikalen zur Oxidation von LDL und fordert die Proliferation von glatten

Muskelzellen, was zur Entstehung der Atherosklerose fiihrt (WELCH ET AL. 1998).

Unter Homocystein kommt es zu endothelialen Funktionsstorungen (HAJJAR ET AL. 1993).
Homocystein fiihrt zu einer Verdnderung des normalen antithrombotischen endothelialen
Phénotyps durch Aktivitétssteigerung des Faktors XII und Faktors V (RODGERS ET AL.
1986) und Suppression der Protein-C-Aktivitit (RODGERS ET AL. 1990; LENTZ ET AL.
1991). Dariiber hinaus hemmt Homocystein die Expression von Thrombomodulin durch
verminderte Gen-Transcription (LENTZ ET AL. 1991), induziert die Expression von
Gewebefaktor und supprimiert die Expression von Heparansulfat durch das Endothelium
(STAMLER ET AL. 1993). Die Produktion von endothelialem Stickoxid wird ebenfalls durch
Homocystein negativ beeinflusst (WELCH ET AL. 1998). Homocystein erhdht dabei die
Stickoxidproduktion  in  glatten = GefdBmuskelzellen  durch  Aktivierung  des
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Transkriptionsfaktors NF kB (WELCH ET AL. 1998). Es wird vermutet, dass NFxB durch
eine homocysteingenerierte reaktive Sauerstoffverbindung aktiviert wird. Die NFxB Aktivitét
ist dabei von essentieller Bedeutung fiir die Proliferation von glatten GefaBmuskelzellen.
Friihere Studien konnten zeigen, dass normale Endothelzellen Homocystein durch Freisetzung
von Stickoxid detoxifizieren, wobei Stickoxid in Anwesenheit von Sauerstoff eine
Verbindung mit Homocystein eingeht und S-Nitroso-Homocystein bildet (STAMLER ET AL.
1993). Nitrosierung der Homocystein-Sulfthydrylgruppe fiihrt zu einer Hemmung der
sulthydrylabhingigen Bildung von Wasserstoffperoxid.

Homocystein vermindert die Expression der zelluldren Glutathionperoxidase in den
Endothelzellen (UPCHURCH ET AL. 1995). Die Inhibierung der Glutathionperoxidase
fordert die Lipid-Peroxidation durch reaktive Sauerstoffverbindungen, die wihrend der
Oxidation von Homocystein entstehen. Angereichert im Plasma wird Homocystein schnell
auto-oxidiert und bildet verschiedene Disulfide und Homocystein-Thiolakton. Homocystein-
Thiolakton reagiert mit Lipoproteinen niedriger Dichte (LDL), indem es ihre drei freien
Aminogruppen thioliert. Dieser Vorgang fiihrt zu Aggregation und gesteigerter Aufnahme
von oxidiertem LDL durch Makrophagen der GefdBintima und unterstiitzt dadurch das
Wachstum atheromatoser Plaques (Mc CULLY. 1993). Die Homocystein-induzierte Stérung
des Sauerstoffmetabolismus fiihrt zu einer Uberproduktion von Sauerstoffradikalen mit
konsekutiver Schadigung der Intima, Aktivierung von Elastase und Erhéhung von Calzium-
Ablagerungen.

Homocystein ist eine Aminosdure und entsteht bei der Transmethylierung von Methionin zu
Cystein. Als Zwischenprodukt des Methionins wird S-Adenosyl-Methionin in der Leber durch
die Betain-Homocystein-Methyltransferase remethyliert und es entsteht S-Adenosyl-
Homocystein. Das entstandene S-Adenosyl-Homocystein wird durch die S-Adenosyl-
Homocystein-Hydrolase in Homocystein umgewandelt. In vivo hemmt 3-Deazaadenosin die
S-Adenosyl-Homocystein Hydrolase und somit die Bildung von Homocystein aus S-
Adenosyl-Methionin. Abbildung 4 gibt einen Uberblick iiber den Homocystein-Methionin

und Folsaurezyklus und veranschaulicht den Wirkmechanismus von 3-Deazaadenosins.
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Methionin
/ 4 Tetrahydrofolsaure
Serin
S-Adenosyl-Methionin Glycin
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o 5,10-Methyl-
CH; Betain Vitamin B 1 Tetrahydofolsaure
S-Adenosyl-Homocysteirn Methioninsynthase
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HF-Reduktase NADP +
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Abbildung 4. Homocystein wird tiiber die Remethylierung und Transsulfierung metabolisiert. Die
Remethylierung kann auf zwei Wegen erfolgen: 1. In der Leber wird Homocystein durch die Betain-
Homocystein-Methyltransferase remethyliert. Die Methylgruppe stammt von Betain, das durch die Abspaltung
von Dimethylglycin bereitgestellt wird. 2. Die Remethylierung kann auch durch die Methioninsythetase
erfolgen. Hier stammt die Methylgruppe aus der 5-Methyl-Tetrahydrofolséure.
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2.5 Tiermodell

Im etablierten experimentellen Atherosklerosemodell der apoE”~ Maus, sind neben intimalen
Friihldsionen auch Uberginge in die Progressionsphase der Atherosklerose zu beobachten.
Bereits nach wenigen Wochen zeigt dieses Tiermodell fortgeschrittene atherosklerotische
Liasionen. Diese fortgeschrittenen Lésionen sind der humanen Atherosklerose &hnlich.

Das Protein Apo E ist der wichtigste bekannte Ligand fiir die LDL-rezeptorgesteuerte
Aufnahme von Chylomikronen, LDL,VLDL, IDL und anderen Serumlipiden aus dem Plasma
in die Zelle (BROWN ET AL. 1986; GOLDSTEIN ET AL. 1987, MAHLEY ET AL.1988;
PLUMP ET AL. 1995) und spielt somit eine fundamentale Rolle in der Regulierung des
Plasma-Cholesterin-Spiegels.

ApoE defiziente Miuse entwickeln eine schwere Hypercholesterindmie v.a. durch Erhdhung
der Partikel in der Grée der VLDL und LDL.

Die Entwicklung der Atherosklerose erfolgt geschlechtsunabhéngig (PLUMP ET AL. 1995).
ApoE'/ " Mause entwickeln im Vergleich zu anderen Maus Modellen (z.B. C57/BL) in
wesentlich kiirzerer Zeit atherosklerotische Liasionen, die von Schaumzell-reichen ,fatty
streaks* zu fibroproliferativen Plaques mit nekrotischen Anteilen fortschreiten und damit das
typische Spektrum der Eigenschaften humaner Lésionen aufweisen (NAKASHIMA ET AL.
1994; REDDICK ET AL. 1994; QIAO ET AL. 1994).

Erstmals konnte so in einem Maus Modell die Bildung fortgeschrittener atherosklerotischer
Lisionen mit proliferierenden glatten Muskelzellen, mit Anhdufung extrazelluldirer Matrix
(wie Kollagen und Elastin) und mit Bildung von fibrosen Kappen und Calzifizierungen
nachgewiesen werden (NAKASHIMA ET AL. 1994; PLUMP ET AL. 1992; ZHANG ET AL.
1992).

ApoE” Miuse entwickeln unabhingig von einer fettreichen Erndhrung eine spontane schwere
Hypercholesterindmie mit 5-fach erhohten Cholesterinwerten im  Vergleich zu
Kontrollgruppen. Schon nach 5-6 Wochen sind Monozytenadhésionen an den Endothelzellen
und nach 6-10 Wochen , fatty streaks* nachweisbar, die im weiteren Verlauf fibriproliferative
Lisionen entwickeln, in denen oxidationsspezifische Epitope enthalten sind (PLUMP ET AL.
1999).

Die Anzahl und der Lipidgehalt der Lésionen ldsst sich durch Erndhrung der Mause mit
cholesterinreicher Western-Didt noch erheblich steigern (PLUMP ET AL. 1992; ZHANG ET
AL. 1992; PLUMP ET AL. 1995).
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Fiir die Forschung stellt das apoE” Maus Modells einen wichtigen Meilenstein dar, da die
entstehenden atherosklerotischen Lésionen sehr dhnliche morphologische Charakteristik wie
die des humanen Organismus haben (DAVIES ET AL. 1988; NAKASHIMA ET AL. 1994;
REDDICK ET AL. 1994; LICHTMAN ET AL. 1996).

2.6 Lymphozyten

In den letzten Jahren zeigte sich, dass Lymphozyten eine Rolle in der Pathogenese der
Atherosklerose spielen, da in humanen atherosklerotischen Lédsionen sowohl T-Lymphozyten
als auch Immunglobuline nachgewiesen werden konnten (HANSSON ET AL. 1991; ZHOU
ET AL. 1996; PAULSSON ET AL. 2000; HANSSON 2001).

Einige Studien zeigen, dass T- Lymphozyten in atherosklerotischen Lésionen in aktiviertem
Zustand vorliegen und die Gen-Expression benachbarter Zellen beeinflussen. So konnten
CD4+ Zellen gemeinsam mit CD25, einem Marker der T-Zell Aktivierung, in humanen
atherosklerotischen Lésionen sowie in denen apoE” Mause nachgewiesen werden (ZHOU
ET AL. 2001). Ebenso konnte in einer weiteren Studie Interferon y in atherosklerotischen
Liasionen bestimmt werden (HANSSON ET AL. 1989).

Deshalb wird angenommen, dass T- Lymphozyten eine aktive Rolle im Prozess der
Pathogenese der Atherosklerose spielen, wobei die Bildung von Zytokinen eine Bedeutung
haben konnte. Song und Mitarbeiter konnten eine 54%-ige Reduktion der Entwicklung
atherosklerotischer Lisionen bei LDL”" und RAG-17" (recombinase- activating gene-1)
Mausen zeigen (SONG ET AL. 2001).

Im Gegensatz zu den bisher genannten Studien untersuchten Daugherty und Mitarbeiter die
Abwesenheit von T-Lymphozyten auf das AusmaB atherosklerotischer Lisionen im apoE™
Maus Modell und konnten zeigen, dass die Abwesenheit keinen Einflu3 auf das Ausmal3 der

atherosklerotischen Lasionen hat (DAUGHERTY ET AL. 1997).

Die Beteiligung von B-Lymphozyten an der Pathogenese der Atherosklerose wurde aufgrund
einer Studie vermutet, in der Immunglobuline und zirkulierende Antikorper gegen oxidiertes
LDL in humanen und animalen atherosklerotischen Lasionen nachgewiesen werden konnten
(YLA-HERTTUALA ET AL. 1994).

In vivo konnte gezeigt werden, dass die Downregulation von T-Helfer Zellen zu einer
Verminderung der atherosklerotischen Lisionen bei apoE” Miusen fiihrte (LAURAT ET AL.
2001) und Dimayuga und Mitarbeiter konnten eine B-Zell protektive Funktion in einem Rag-
1 defizienten Maus Modell nachweisen (DIMAYUGA ET AL. 2002).
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Im Gegensatz dazu wurde aus einer weiteren Studie mit apoE” und Rag-1 defizienten Mausen
geschlossen, dass T- und B-Lymphozyten eine untergeordnete Rolle in der Pathogenese

athereosklerotischer Plaques spielen (DANSKY ET AL. 1997).

Obwohl die Beteiligung von T- und B-Lymphozyten an der Pathogenese atherosklerotischer
Lasionen kontrovers diskutiert wird, impliziert die Mehrzahl der Studien jedoch eine

protektive Wirkung der zelluldren Immunitit gegen Atherosklerose.

2.7 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Vor dem Hintergrund der immunmodulatorischen und anti-inflammatorischen Eigenschaften
des 3-Deazaadenosins konnten im Tiermodell der C57BL/6 Maiusen ein anti-
atherosklerotischer Effekt gezeigt werden. Hier gelang es, die Entstehung atherosklerotischer
Friihldsionen sowie die Hypoplasie der Intima und Media an der ascendierenden Aorta
vollstindig zu unterdriicken (WALKER ET AL. 1999).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Effekte von 3-Deazaadenosin in 2 unterschiedlichen
Dosierungen von 3-Deazaadenosin im apoE” Maus Modell sowohl unter atherogenen als

auch unter normalen Erndhrung zu untersuchen.
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3. Material und Methoden

3.1 Tiere und Tierhaltung
6 Wochen alte Apo E Méuse (Charles Rivers Wiga , Sulzfeld , Deutschland ) wurden iiber
einen Zeitraum von 14 Wochen bei Raumtemperatur in natiirlichem Tag—Nacht—Rhythmus

gehalten.

3.2 Pharmakologische Diat
3.2.1. Standard-Diét
Die Standard-Didt ( Bezugsquelle: Firma Altromin, Lage, Deutschland ) beinhaltet laut EG-

Richtlinien zur Haltung von Méusen folgende Néhrstoffe:

Rohprotein: 225 mg/kg
Rohfett: 5 g/kg
Tyrosin: 7 g/kg
Aminosauren: Leucin: 12,8 g/kg
Valin: 4,7 g/kg
Lysin: 12,6 g/kg
Methionin: 4,1 g/kg Vitamine:
Cystin: 2,2 g/kg Vitamin A: 2000 IE/kg
Threonin: 6 g/kg Vitamin D3: 500 IE/kg
Tryptophan: 1,5 g/kg Vitamin E: 20.6 mg/kg
Arginin: 10 g/kg Vitamin K3: 0,5 mg/kg
Histidin: 4,2 g/kg Vitamin B1: 20 mg/kg
Isoleucin: 6,4 g/kg Vitamin B2: 20,1 mg/kg
Phenyalanin: 7,5 g/kg Vitamin B6: 15 mg/kg
Alanin: 3.9 g/kg Vitamin B12: 0,035 mg/kg
Asparaginsdure. 9,7 g/kg Vitamin C: 20 mg/kg
Glutaminséure: 24,4 g/kg Nikotinsdure: 50 mg/kg
Glycin: 4,3 g/kg Folséure: 2 mg/kg
Prolin: 12,6 g/kg
Serin: 5,9 g/kg

Umsetzbare Energie: 3000 kcal/kg
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3.2.2.Atherogene-Diit
Die atherogene Didt (Western Didt) hat hinsichtlich der Aminosduren, Mineralstoffe und
Vitamine die gleiche Zusammensetzung wie die Standard-Didt, lediglich die

Rohnéhrstoffgehalte unterscheiden sich wie folgt:

Rohprotein: 15,4 g/kg
Rohfett: 10,8 g/kg
Cholesterin. 10 g/kg

Umsetzbare Energie: 3793,9 kcal/kg

3.2.3.3-Deazaadenosin

3-Deazaadenosin (C10H1304N4, Molekulargewicht 266,25; Bezugsquelle: Southern
Research Institut, USA ) wurde in einer Dosierung von 5Smg bzw. 10mg pro Tag pro Maus
iiber das Futter verabreicht. Jeden zweiten Tag wurde ein Futter- und Trinkwasserwechsel

durchgefiihrt.

3.3. Einteilung der Gruppen

Weibliche und ménnliche Méduse wurden zufillig in 3 Gruppen aufgeteilt.

Gruppe A (n=8): Standard-Diat
Gruppe B (n=8): Standard-Didt + Smg 3-Deazaadenosin
Gruppe C (n=8): Western-Didt + 10mg 3-Deazaadenosin

3.4. Bestimmung der Blutwerte

Zur Blutentnahme wurde die Schwanzvene jeder Maus mit einer Einmalkaniile punktiert und
je 100ul vendses Blut entnommen.

Das durch Zentrifugation (bei 8000U/min) gewonnene Serum wurde zur Cholesterin-

Bestimmung nach der CHOD-PAP-Methode verwendet.

Zur Bestimmung des Cholesterins erfolgt in einem ersten Reaktionsschritt die hydrolytische
Spaltung der Cholesterinester zu freien Fettsduren. Das Cholesterin wird in Anwesenheit von
Sauerstoff durch die Cholesterinoxidase zu A4-Cholestenon und Wasserstoffperoxid

umgesetzt, welches mit 4-Aminophenazon und Phenol weiterreagiert. Im Rahmen dieser
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Indikatorreaktion, die durch eine Peroxidase katalysiert wird, entstehen Wasser und ein roter
Farbstoff, das 4-(p-Benzochinon-monoimino)-phenazon, dessen Konzentration photometrisch
bestimmt wird. Alle an der Reaktion beteiligten Enzyme sind in der gebrauchsfertigen Losung
(Hitachi-Losung, Fa Boehringer Mannheim, Deutschland) enthalten.10ul des Méuseserums
wurden mit 1000ul Hitachi-Losung bei Raumtemperatur 15 min inkubiert. Anschlieend
wurde bei einer Wellenldnge von 546nm die Extinktion der Probenldsung photometrisch
gemessen. Die Cholesterinkonzentration in der Probe in der Einheit mg/dl wurde gemil3 den
Angaben der Herstellerfirma durch Multiplikation des Extinktionswertes mit dem Faktor 855
ermittelt.

Zur Bestimmung von LDL wurde wie folgt verfahren: LDL féllt nach Zugabe von Citrat-
gepufferten Heparinlosungen am isoelektrischen Punkt (pH 5,12) aus. Durch Zentrifugieren
erhilt man einen Uberstand mit VLDL und HDL. Aus diesen Lipoproteinen lisst sich wie
zuvor beschrieben, der Cholesterinanteil photometrisch bestimmen. Die LDL-Konzentration
erhilt man, indem von dem Wert des Gesamtcholesterin den Wert fiir das Cholesterin im
Uberstand (aus VLDL und HDL) subtrahiert.

Der Nachweis der Triglyceride fand {iber die Glycerin-Konzentration statt, die sich aus der
Spaltung der Triglyceride ergibt. Mittels verschiedener Enzyme wird aus Glycerin Pyravat,
welches mittels der Lactatdehydrogenase unter NADH-Verbrauch zu Lactat wird. Dieser
Schritt wird bei 365nm photometrisch gemessen.

Es wurde ebenfalls eine Bestimmung der zelluldren Bestandteile des Blutes mit besonderem
Augenmerk auf die Lymphozyten und ihrer Untergruppen durch ein Lymphozyten-FACS
(Fluorescence associated cell sorting) durchgefiihrt.

Das Messprinzip beruht auf der Methode der hydrodynamischen Fokussierung, d.h. die mit
einem spezifischen Fluoreszenzfarbstoff angefdrbten Partikel werden kontinuierlich
hintereinander an einer Lichtquelle vorbeigefiihrt. Durch Pressluft gelangen die in Suspension
vereinzelt und gefarbt vorliegenden Partikel in eine Kapillare, aus der sie in die
Probenkammer geschleust werden. Ein Hiillstrom aus entgastem Wasser erzeugt in dieser
Kapillare mit dem Probenstrom eine laminare Stromung, mit der die Partikel zentriert und mit
hoher Geschwindigkeit auf die MefBstelle zugefiihrt werden. Auf diese Weise wird jeder
Partikel einzeln durch die optimale Fokussierungsebene des Objektivs geleitet.

Aufgrund der Fluoreszenzanregung des Farbstoffs emittiert jede Zelle ein Lichtsignal
proportional zur stochiometrisch gebundenen Fluorochrommenge, welches in einem
Photomultiplier verstirkt und in ein elektrisches Signal umgewandelt wird. Die

Empfindlichkeit des Photomultipliers ist abhdngig von der angelegten Hochspannung.
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Passiert ein Partikel die MeBpore, so steigt das Fluoreszenzlicht bis auf ein Maximum an und
fallt anschlieBend auf das Gleichgewichtsniveau zuriick, wobei das zugehorige Signal eine
konstante Dauer hat. Die Durchflullrate (Partikel/Zeit) wird iiber die eingehenden Signale
berechnet und digital angezeigt. Die so gewonnenen Daten werden in Form von

Histogrammen visualisiert und abgespeichert.

3.5. Praparation und Explantation des Herzens und der Aorta

Nach 14 Wochen Behandlungsphase und anschlieBender 12-stiindiger Nahrungskarenz
wurden die Méuse durch die Inhalation von Trichlormethan getotet. Nach Eroffnung des
Abdomens wurde zuerst die Leber explantiert, anschlieBend retroperitonal die Aorta
abdominalis bis hin zur Aorta ascendens freipripariert. Als nichstes wurde das Herz aus dem
Perikard gelost und sofort in PBS-Losung griindlich gespiilt. Der Apex cordis wurde
abgetrennt und das Herz noch einmal mit PBS-Loung gereinigt, wobei sdmtliche
Blutriickstinde entfernt wurden.

Anschlieend wurde das Priparat in tissue tek eingebettet, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur weiteren Aufarbeitung bei —80°C gelagert.

Zur histologischen Aufarbeitung wurden mit Hilfe eines Kryostaten 6um dicke Serienschnitte
der Aorta ascendens bis zum Erreichen des kranialsten Anteils des Sinus aorticus angefertigt,
auf beschichtete Objekttriger gebracht und anschlieend luftgetrocknet bei —80°C bis zur
immunhistochemischen Farbung gelagert. Nach Identifizierung des Sinus aorticus wurden die
letzten kranialen 47 Schnitte zur immunhistochemischen Farbung ausgewahlt, so dass 280 pm
der aszendierenden Aorta in die Bewertung eingingen. Jeder 5. Schnitt wurde einer
Héamalaun- und Scharlachfiarbung zugefiihrt, ebenso jeder 5. einer immunhistochemischen
Féarbung mit ICAM-1 und VCAM-1. Die Schnitte wurden jeweils parallel unter Mitfiihrung

einer Negativkontrolle gefarbt.

3.6. Hamalaun- und Scharlachfarbung

Fir die Darstellung und die Quantifizierung der atherosklerotischen Lésionen in der
Gefilwand wurde eine Himalaun- und Scharlachfirbung durchgefiihrt.

Nach dem Auftauen wurden die Schnitte nach einmaligem Eintauchen in aqua dest. fiir 2 min
in 50% Ethylalkohol gespiilt. Es erfolgte die Farbung der Préiparate fiir 20 min in
Scharlachrotlosung. AnschlieBend wurden die Schnitte in 50%-igem Ethylalkohol und danach
in destilliertem Wasser gespiilt. Es folgte die Gegenfdrbung in Himalaunlosung nach Mayer

fiir 10 min, dann wurden die Préparate noch mal fiir 10 min in Leitungswasser geblaut.
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Zum nachfolgenden Eindecken wurde auf 45°C erhitzte Glyceringelatine verwendet.

3.7. Planimetrie der GefaRwanddicke und der atherosklerotischen Léasionen

Zur Planimetrie wurde jeder fiinfte Schnitt mit H&malaun- und Scharlach gefarbt.
Atherosklerotische Léasionen wurden definiert als lokale GefaBwandverdickungen mit lokaler
Akkumulation von Fett, das durch Hdmalaun- und Scharlach Féarbung rot geférbten Bezirken
im aortalen Endothel entspricht.

Die Anzahl der Lésionen wurde in jedem fiinften Schnitt numerisch gezahlt.

Die Dicke der GefaBwand und das Ausmal} der atherosklerotischen Lisionen innerhalb der
GefaBwand und des Lumens wurden anhand eines computergestiitzten Videosystems
berechnet (Videokamera 3 CCD, Sony; 40x Originalvergroferung; IBAS-2 mit IBAS
Version 2.0 Standard, Kontron, Miinchen, Deutschland ).

Die durchschnittliche GefiBwanddicke T wurde letztendlich in jedem Schnitt nach Messung
der Lénge des Endothels (P1) und der Linge der Membrana elastica externa (P2) anhand der
Formel T= 1/(2 m)*(P2-P1) berechnet.

Abbildung 5 zeigt einen typischen Querschnitt der ascendierenden Aorta mit planimetrisch

markiertem Endothel und markierter Membrana elastica externa.
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Endothel

Membrana elastica externa

Abbildung 5. Querschnitt der ascendierenden Aorta mit planimetrisch markiertem Endothel und Membrana

elastica externa. OriginalvergroBerung 40x. (Dissertationsschrift A. C. Langheinrich. 1999)

3.8. Planimetrie der Intima- und Mediaflache

Zur Quantifizierung der atherosklerotischen Lésionen wurde die Fliache der Tunica intima
(endotheliale Oberfldache) und der Tunica media bestimmt. Diese Bestimmung wurde in 400-
facher VergroBerung an fiinf Serienschnitten kranial der Aortenklappe in jeweils definierten
Quadranten ( 0°, 90°, 180°, 270° ) in einem definierten Fenster von 63x63 pum vorgenommen.
In jedem der Quadranten wurde zunéchst die Lange des Endothels (A), der Membrana elastica
interna (B) und der Membrana elastica externa (C) planimetrisch bestimmt. Die
Neointimafliche wurde begrenzt vom Endothel und der Membrana elastica interna, die
Mediafliche von der Membrana elastica interna und Membrana elastica externa. Zur
Flachenbestimmung wurden zusétzlich die Senkrechten ( Strecken D-G ) der Tunica intima (
Neointima ) und der Tunica media gemessen. Diese Senkrechten wurden durch den
definierten Gesichtsfeldausschnitt im Bild bestimmt.

Die anschlieBende Flichenbestimmung erfolgte fiir die Tunica intima ( Neointima ) anhand
der Formel ((A+B)/2)*((E+D)/2), analog dazu die der Tunica media nach der Formel
((B+C)/2)*((F+G)/2).

Das Verhiltnis von Neointima und Media wurde fiir jedes Tier berechnet.
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Die Anzahl der atherosklerotischen Lésionen wurde in allen fiinf Serienschnitten bestimmt,
ihre Anzahl addiert, sowie die durch sie bedeckte Endothelfliche planimetrisch bestimmt und
ins Verhéltnis zum Endothelumfang gesetzt und in Prozent ausgedriickt.

Abbildung 6 veranschaulicht den oben beschriebenen Vorgang der planimetrischen

Bestimmung der atherosklerotischen Lasionen sowie der Intima- und Mediafliche.

Abbildung 6. Darstellung der definierten Quadranten zur Planimetrie. Linie A markiert das Endothel, Linie B
zeigt die Membrana elastica interna, Linie C entspricht der Membrana elastica externa. Die Linien D und E
stellen die Senkrechte zwischen dem Endothel und der Tunica Intima dar, korrespondierend dazu markieren die

Linien F und G die Senkrechte zwischen Membrana elastica interna und externa. Originalvergroferung 40x und

400x. (Langheinrich. 1999).

3.9. Immunhistochemie

Mit Hilfe der Immunhistochemie lassen sich in Geweben und in Zellen eine Vielzahl von
Zielstrukturen (sog. Antigene) spezifisch nachweisen. Dies geschieht mit spezifischen
Antikorpern, die  mit  Fluoreszenzfarbstoff, = Enzymen, partikulirem  Material

(z.B.Goldpartikel) oder mit radioaktiven Isotopen markiert sind.
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Durch Kombination mehrer Verfahren lassen sich auch durch Doppelmarkierungen mehrere
Antigene auf/ in der gleichen Zelle mit verschiedenen Farben realisieren.

Substanzen, die im Organismus eine Immunreaktion hervorrufen konnen, werden als
Antigene bezeichnet ( Proteine, Oligopeptide, Polysacharide, Lipide ), ihre Gegenspieler als
Antikorper.

Immunglobuline, zu deren Gruppe auch die Antikorper gehoren, werden im Rahmen der
humoralen Immunantwort von aktivierten B-Lymphozyten ( Plasmazellen ) als spezifische
Immunreaktion auf antigene Stimuli gebildet.

Sie werden hinsichtlich ihrer GroB3e, ihres Gewichts, ihrer Struktur und Funktion in 5 Klassen
eingeteilt: [gG, IgA, IgM, IgD, IgE ( geordnet nach abnehmender Qauntitét im Plasma ).
Antikorperlosungen, die bei immunhistochemischen Farbungen eingesetzt werden, enthalten

vorwiegend Antikorper vom Typ IgG.

Polyklonale Antikérper sind natiirliche Gemische der Antikorper, die im Zuge der
Immunreaktion gegen die verschiedenen Determinanten der Antigene von den jeweiligen B-
Lymphozyten bzw. Plasmazellen gebildet werden. Zur Immunisierung sollte daher ein
Antigen in moglichst reiner Form vorliegen. Das am hiufigsten zur Produktion polyklonaler
Antikorper genutzte Tier ist das Kaninchen. Geeignete Sera lassen sich aber auch von Ziege,
Schaf, Pferd, Schwein oder Meerschweinchen gewinnen. Jedes Tier besitzt allerdings eine
Reihe spontan entstandener Antikorper, die Storfaktoren bei den immunologischen
Reaktionen darstellen konnen.

Der Nachteil der polyklonalen Antikoérper besteht hauptsdchlich in ihrem breiten
Reaktionsspektrum, welches zu Kreuzreaktionen fithren kann ( d.h. Bindung der Antikorper
an verschiedene Antigene, die das gleiche oder dhnliche strukturelle Epitope haben ).

Aus diesem Grund werden fiir immunhistochemische Férbereaktionen bevorzugt
monoklonale Antikérper verwendet, die als Vorteile die Moglichkeit eines praktisch
unbegrenzten Nachschubs, eine hohe Standardisierung und eine hohe sowie strenge Spezifitét
aufweisen.

Der Sichtbarmachung von gewebsgebundenen Antigen-Antikorper-Komplexen dienen
verschiedene Markersubstanzen. Als Enzym findet hier z.B. die alkalische Phosphatase
Anwendung. Hierbei wird ein farbloses Chromogen in ein farbiges Enzymprodukt
umgewandelt.

Enzyme konnen die 10.000 — 1000.000 fache Menge an Substat pro Minute umsetzen, so dass
die Methode eine hohe Empfindlichkeit erreicht.
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Wihrend des Fiarbeverfahrens bindet ein unkonjugierter Primérantikdrper an das Antigen.
Anschliefend wird ein zweiter, enzymgekoppelter Antikdrper, der gegen das Fc-Fragment des
Primérantikdrper ( hier jetzt als Antigen wirkend ) gerichtet ist, aufgetragen.

Es folgt die Substrat-Chromogenreaktion.

Das Verfahren ist flexibler als die direkte Methode ( enzymmarkierter Antikorper reagiert
direkt mit dem gewebsantigen ), da eine Vielzahl von Primédrantikdrpern aus einer Spezies mit
den gleich markierten Zweit-Antikdrpern kombiniert werden konnen.

Die Methode ist ebenfalls um ein vielfaches empfindlicher, da mehrere Zweit-Antikorper (=
mehr Emzymmolekiile) an einen Primdrantikérper binden konnen, was in einer
Signalverstirkung sichtbar wird.

Als unerwiinschte Reaktion kann eine Kreuzreaktion der Zweit-Antikérper mit endogenen
Immunglogulinen auftreten, die aber durch Vorinkubation mit vorabsorbierenden Antiseren
ausgeschaltet werden kann.

Um die Empfindlichkeit der Methode weiter zu erhohen, besteht die Moglichkeit, zusétzlich
nach der Inkubation mit dem ersten enzymgebundenen Antikdrper eine weitere Inkubation
mit einem zweiten enzymgebundenen Antikdrper durchzufiihren, der seinerseits gegen den
ersten gerichtet ist. Diese sog. Sekundir-und Tertidrantikorper sind jeweils mit den gleichen
Enzymen gekoppelt.

Bei der von uns angewandten APAAP-Methode bestehen die Immunkomplexe aus alkalischer
Phosphatase und anti-alkalischer Phosphatase. Je zwei Molekiile sind an einen Antikorper
gebunden.

Enzym-Immunkomplex-Methoden gehéren zu den empfindlichsten immunhistochemischen
Techniken. Sie unterstiitzen die natiirliche Affinitdit von Antikérpern gegeniiber ihrem
Antigen durch Einsatz stabiler Immunkomplexe anstelle der relativ unsanften chemischen
Konjugation. Sie zeichnen sich durch bessere Sensitivitit gegeniiber den anderen Methoden
hauptsdchlich durch groBere Anzahl an Enzymmolekiilen, die pro Gewebsantigen zur

Verfiigung stehen, aus.

3.10. Immunhistochemische Farbungen
Bei allen immunhistochemischen Farbungen wurde nach der gleichen Methode und in der

gleichen Reihenfolge verfahren.
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Férbeprotokoll:

1. Die Priparate wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und anschlieBend 10 min in
100% Aceton einer Fixation unterzogen.

2. Zum Nachweis der Spezifitit wurde bei jeder Farbung eine Negativkontrolle
durchgefiihrt.

3. Inkubation der Préparate mit Mauseserum (Verdiinnung 1:50 mit RPMI) fiir 20 min,
anschlieBend einmalige Spililung mit Tris-Waschpuffer.

4. Inkubation der Priparate mit dem Primarantikérper (Verdiinnung 1:100 mit RPMI) fiir
40 min, anschlieend zweimalige Spiilung mit Tris- Waschpuffer.

(die Negativkontrolle wird mit RPMI mitgefiihrt).

5. Inkubation der Pridparate mit dem Dualsystem-Verbindungsantikdrper (Verdiinnung
1:500 mit RPMI) fiir 20 min, anschlieBend zweimalige Spiilung mit Tris-Waschpuffer.

6. Inkubation der Priparate mit dem Dualsystem-Briickenantikorper (Verdiinnung 1:400
mit RPMI) fiir 20 min, anschlieend zweimalige Spiilung mit Tris-Waschpuffer.

7. Inkubation der Praparate mit dem Dualsystem-APAAP-Komplex (Verdiinnung 1:50
mit RPMI) fiir 20 min,anschlieBend dreimalige Spiilung mit Leitungswasser.

8. Férbereaktion des Dualsystem-APAAP-Komplexes in Neufuchsin-Entwicklerldsung
tiber 25 min unter stindiger Bewegung der Fliissigkeit, anschliefend einmalige
Spiilung mit Leitungswasser.

9. Gegenfiarbung der Préparate in Hémalaun fiir 10 sek., anschlieBend dreimalige
Spiilung mit Leitungswasser iiber insgesamt 10 min.

10. Nach Trocknen der Pridparate mit Zellstoff folgt deren Eindeckung auf 45°C

erwarmter Glyceringelatine.

Die Quantifizierung der Farbeintensitdten wurde anhand einer Skala von 1-4 ausgewertet:

Intensitdt 1: keine Farbung
Intensitdt 2: leichte Farbung
Intensitét 3: mittlere Farbung

Intensitét 4: starke Farbung
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3.11. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der gesammelten Daten wurde in Zusammenarbeit mit dem
Institut fiir medizinische Informatik der Justus-Liebig-Universitit GieBen vorgenommen.

Alle Ergebnisse sind Angaben in Mittelwert und SD (Standardabweichung). Die Ergebnisse
wurden analysiert durch 2-fache Varianzanalyse fiir unabhédngige Stichproben mit
wiederholten Messungen und 1-facher Varianzanalyse mit Anschlusstest nach Scheffe.
Unterschiede in der Expression von ICAM-1 und VCAM-1 wurden analysiert durch 1-fache
Varianzanalyse.

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
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4. Ergebnisse

4.1. Korpergewicht

Das Korpergewicht der Tiere wurde zu Beginn der Versuche und nach Toétung der Tiere nach
einer Versuchsdauer von 14 Wochen bestimmt.

Zu Versuchsbeginn bestand kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Gewichts
zwischen den drei Gruppen (Gruppe A: 22,23 + 1,4; B: 20,78 = 1,6; C: 23,01 £0,8).

Im Verlauf des Versuchszeitraumes zeigten die Tiere der verschiedenen Gruppen eine
unterschiedliche Gewichtsentwicklung, so dass zu Versuchsende das durchschnittliche
Korpergewicht in Gruppe C um 18% hoher lang als im Vergleich zum durchschnittlichen
Gewicht in Gruppe A (Kontrollgruppe ohne 3-Deazaadenosin) [Tabelle 2].

Betrachtet man die Differenz des Korpergewichts von Versuchsbeginn bis zu Versuchsende
in den jeweiligen Gruppen, so ergibt sich ein signifikanter Unterschied mit p<0,001 zwischen

den Gruppen A (5,35 £ 1,96) und C (9,49 + 2,27).

Gewicht (g) Tag 0 Gewicht (g) Tag 98

Gruppe A

2223+ 14 27,58 £1,8
(Standard-Diét)
Gruppe B

20,78 £ 1,6 26,92 £2,0
(Standard-Diét + Smg)
Gruppe C

23,01 +0,8 32,50 +2,7

(Western-Diét + 10mg)

Tabelle 2. Die Gewichtsentwicklung der apoE”™ Mause verliduft wihrend des Versuchszeitraumes in allen drei
Gruppen gleich und zeigt nach 14 Wochen keinen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen.

Alle Angaben sind Mittelwerte und SD.

4.2 Blutwerte

Die Tiere der Gruppe C (Western-Didt + 10mg) zeigten bei Versuchsende im Vergleich zur
Kontrollgruppe A (Standard-Didt) erhohte Serumwerte an Cholesterin, Triglyceriden und
LDL.

So war das Cholesterin bei Tieren der Gruppe C um das 2,6-fache, das LDL um das 2,1-fache
und die Triglyceride ebenfalls um das 2,1-fache hoher als in der Kontrollgruppe A. Ebenso
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wiesen Tiere der Gruppe B (Standard-Diidt + S5mg) 2,7-fach hohere Triglyceridwerte als Tiere
der Gruppe A auf [Tabelle 3].

Cholesterin (mg/dl) LDL (mg/dl) Triglyceride(mg/dl)
Gruppe A 407,40 + 99,66 260,80 + 99,89 61,80 + 33,73
(Standard-Diét)
Gruppe B
(Standard-Diit + 5mg) 334,60 + 32,32 238,00 +£43,26 166,20 £ 29,41
Gruppe C
1070,60 £ 106,64 560,40 + 83,93 128,00 £ 28,66

(Western-Diét + 10mg)

Tabelle 3. Uberblick iiber die Blutfettwerte in den verschiedenen Gruppen. Deutlich erkennbar sind signifikant
erhohte Werte in der Gruppe C (p < 0,01). Alle Angaben sind Mittelwerte und SD.

Die Anzahl der Leukozyten/Lymphozyten zeigt in den verschiedenen Gruppen einen

unterschiedlichen Verlauf. Gruppe C wies im Vergleich deutlich verminderte Werte auf.
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Gruppe A Gruppe B Gruppe C
(Standard-Diit) (Standard-D.+5mg) (Western-D+10mg)

Leukozyten 5660.00 £ 1529.05 6280.00 +2413.92 3850.00 £1132.48

Lymphozyten  4260.00 + 1158.88 4840.00 +2093.56 2825.00 + 816.62

B-Lymphozyten 3145.40 £971.16 3512.20 £ 1598.88 1745.00 £ 451.03

T-Lymphozyten 1374.60 £ 306.80 1327.80 £499.02 1080.00 £ 456.29

Tabelle 4. Leuko-/Lymphozytenwerte in den Gruppen A-C. FEine signifikante Reduktion der
Leukozyten/Lymphozyten finden sich in Gruppe C (p < 0,01). Alle Angaben sind Mittelwerte und SD.

4.3 Quantifizierung atherosklerotischer Lasionen

Die Planimetrie wurde an Serienschnitten der Aorta bis 280um distal der Aortenklappe nach
vorangegangener Himalaun- und Scharlachfarbung wie in 3.6 beschrieben durchgefiihrt.
Anhand dieser computergestiitzen Aufnahmen wurde die Plaqueentwicklung und das
Plaqueausmal3 nach 14 Wochen beurteilt, ebenso wurde mit dem gleichen Verfahren die
Flachenzunahme von Intima und Media bestimmt.

Hinsichtlich der Anzahl der in 14 Wochen entstandenen Plaques zeigte sich ein signifikanter
Unterschied im Vergleich zwischen den Tieren der Kontrollgruppe A und der Gruppen B und
C. Die Anzahl der Plaques pro Serienschnitt in Gruppe A betrug pro Tier 4,50 £ 1,05, unter 3-
Deazaadenosin in der Gruppe B 2,25 + 0,46" und in der Gruppe C 2,13 + 0,64 (* p<0,0001).
Die von Plaques bedeckte Oberfliche betrug in Gruppe A 36,4% des Endothels, das
entspricht einer Flache von 467,17 um? + 153,63 in Gruppe A. Vergleichsweise geringer war
die von Plaques bedeckte Fliche in den Gruppen, die mit 3-Deazaadenosin behandelt wurden.
Hier betrug sie 188,25 um? + 56,31 (Gruppe B) und 192,5 um? £+ 29,94 (Gruppe C) bzw.
15,5% und 16,4% der Endothelflache.
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Gruppe A Gruppe B Gruppe C
(Standard-Didt)  (Standard-Didt+5mg) (Western-Diédt+10mg)
Endotheliale
) ) 1242,33 + 94,67 1216,50 + 93,87 1216,25 + 66,45
Oberflache (um-)
Bedeckte
) ) 467,17 £ 153,63 188,25 + 56,31 198,25 +£29,94
Endothelflache (um?)
%-Anteil der
36,43 £ 23,56 15,46 + 4,39 16,35 + 2,60

bedeckten Flache

Tabelle 5. Unterschiede in den Gruppen der mit 3-Deazaadenosin behandelten Tieren im Vergleich zur

Kontrollgruppe sind statistisch signifikant (p<0,0001). Die Angaben sind Mittelwerte und SD.

Unter der Behandlung mit 3-Deazaadenosin konnte eine deutliche Reduktion sowohl der
Anzahl der Plaques als auch der durch die Plaques bedeckte Endothelfliche festgestellt
werden.

Die Flichen der Tunica intima und die der Tunica media wurden wie in 3.7 planimetrisch
bestimmt.

Es zeigte sich kein wesentlicher Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen hinsichtlich
des Verhiltnisses von Tunica intima zu Tunica media.

Dies zeigt, dass 3-Deazaadenosin die Zunahme der GefiBwanddicke, die normalerweise als
Folge des Wachstums der glatten GefdBmuskelzellen in atherosklerotischen Léasionen
beobachtet werden kann, in unserem Modell sowohl unter Standard-Didt als auch unter

cholesterinreicher Western-Diat verhindern konnte.
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Abbildung 7. Das durchschnittliche Tunica intima-media Verhdltnis war in den mit 3-Deazaadenosin
behandelten Gruppen deutlich niedriger als in der Kontrollgruppe A (p < 0,01). Alle Angaben sind Mittelwerte
und SD.
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Abbildung 8. Atherosklerotische Plaques der Gruppe A (A, B), Gruppe B (C,D) sowie der Gruppe C (E,F).
Originalvergroflerung 40x (A,C,D) und 100x (B,D,F). Tiere ohne c*Ado zeigten eine deutliche Zunahme

atherosklerotischer Lasionen im Vergleich zu Tieren ohne c3Ado.

4.4 Expression der Adhasionsmolekile ICAM-1 und VCAM-1

In den mit 3- Deazaadenosin behandelten Gruppen B und C zeigte sich eine signifikant
(p<0,001) verminderte Expression der Adhdsionsmolekiile VCAM-1 (2,69 + 0,23 und 3,00 £
0,45) im Vergleich zur Kontrollgruppe A (3,52 £ 0,51).

Im Vergleich lagen in Gruppe B die Werte um 31% und in Gruppe C um 17% unter den
Werten in Gruppe A.

Ahnlich verhielt sich die nachweisbare Expression des Adhisionsmolekiils ICAM-1. In

Gruppe A 3,15 £ 0,73 im Vergleich zu 2,65 £ 0,23 in Gruppe B und 2,73 £+ 0,2 in Gruppe C.
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In Gruppe B und C zeigte sich somit eine signifikante Hemmung der endothelialen

Expression von ICAM-1 von 19 %, bzw. 15% im Vergleich zur Kontrollgruppe A.

Abbildung 9. 3-Deazaadenosin vermindert die immunhistochemisch nachweisbare Expression von ICAM-1 am
aortalen Endothel. Immunoreaktive Farbung bei Tieren unter Standard Diét (A und B), unter Standard Diét und
3-Deazaadenosin (C und D) und unter Western Didt und 3-Deazaadenosin (E und F). Originalvergroferung 40x

(A, C, E) und 100x (B, D, F).
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Abbildung 10. 3-Deazaadenosin verhindert die immunhistochemische nachweisbare Expression von VCAM-1
am Endothel. Typische Féarbung der Aorta bei Tieren unter Standard Didt (A und B), keine nachweisbare
Féarbung bei Tieren unter Standard Didt und 3-Deazaadenosin (C und D) und unter Western Didt und 3-

Deazaadenosin (E und F). OriginalvergroBBerung 40x (A, C, E) und 100x (B, D, F).
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5. Diskussion

Nach dem heutigen Verstindnis der Pathogenese der Atherosklerose spielen akute und
chronische Entziindungsprozesse der Gefdlwand eine entscheidende Rolle, die iiber eine
Vielzahl bekannter und unbekannter Faktoren unterhalten wird. Eine Kaskade humoraler und
zelluldrer Faktoren fiihrt zu einem Entziindungsprozess der GefaBBwand, die in drei Phasen
unterteilt werden kann: 1. eine friihe Phase der Endothel- und Thrombozytenaktivierung
sowie Monozytenrekrutierung, 2. eine intermedidre Phase der Migration und Proliferation
glatter GefaBmuskelzellen und 3. eine chronische/spite Phase mit Deposition extrazelluldrer
Matrix in die GefdBwand. Letztendlich miinden alle Prozesse in den Verlust der endothelialen
Integritét, die zu einer Migration und Proliferation glatter GefaBmuskelzellen in die sich
bildende Neointima mit begleitender Synthetisierung extrazelluldrer Matrix fiihrt.

Trotz intensiver Fortschritte in der Forschung und stetig wachsender Erkenntnisse beziiglich
der Pathogenese der Atherosklerose ist es bis jetzt noch nicht gelungen, wirksame und
effektive Strategien zur Pravention und Behandlung dieser Erkrankung zu entwickeln.
3-Deazaadenosin ist ein Adenosinanalogon mit immunmodulatorischer und anti-
inflammatorischer Wirkung, dessen Wirkung nicht iiber Adenosinrezeptoren vermittelt wird
(NAGEH ET AL. 1997; AKSAMITT ET AL. 1982; GARCIA-GASTRO ET AL. 1983;
MEDZIHRADSKY ET AL. 1984).

Es besitzt die Féhigkeit eine Vielzahl zelluldrer Funktionen zu inhibieren, wozu die
Neutrophilen- und Monozyten-Chemotaxis (CHIANG ET AL. 1979; AKSAMITT ET AL.
1982,1983; ZIMMERMANN ET AL. 1979) und die Monozytenphagozytose (LEONARD ET
AL. 1978) zdhlen.

Durch  verschiedene  Studien ist die  Substanz als Inhibitor  zahlreicher
Transmethylierungsreaktionen bekannt, die existentiell fiir drei Chemokin vermittelte
Funktionen der Monozyten/Makrophagen sind: hierzu zdhlen 1. die Chemotaxis, 2. die
stimulierte Freisetzung von Arachidonsdure aus Membranphospholipiden und 3. die
Superoxid-Produktion.

Ebenfalls inhibitorisch wirkt diese Substanz auf die Thrombin stimulierte Produktion von
PDGF und die ELAM-1 vermittelte Adhdsion von Monozyten an humanen aortalen
Endothelzellen (SHANKAR ET AL. 1992).

Des Weiteren konnte eine Wirkung auf die Produktion von TNF-o und Interleukin 1f in
RAW 264.7 Zellen festgestellt werden (JEONG ET AL. 1999). Es konnte gezeigt werden,
dass 3-Deazaadenosin den nukledren Faktor k B (NFkB) zu modulieren vermag (JEONG ET
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AL. 1999). NFkB ist fiir die Transkription einer Vielzahl von Proteinen zustindig, u.a. fiir die
Expression von ICAM-1 und VCAM-1. In vitro Untersuchungen haben eine Reduktion der
TNF-o induzierten Adhision neutrophiler Leukozyten an das Endothel bei gleichzeitiger
Hemmung der ICAM-1 Expression gezeigt (JURGENSEN ET AL. 1990; MEDZIHRADSKY
ET AL. 1984; DOSQUET ET AL. 1992).

In Ubereinstimmung mit der Literatur (NAKASHIMA ET AL. 1994) waren wir in der Lage,
reproduzierbar atherosklerotische Plaques im apoE'/ " Maus Modell zu induzieren, die nach
einem Versuchszeitraum von 14 Wochen 36% der Endotheloberfldche der Aorta einnahmen.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass 3-Deazaadenosin die Entstehung
atherosklerotischer Lisionen reduziert und die Inzidenz der Plaques an der endothelialen
Oberfldche senkt. Unter 3-Deazaadenosin konnten wir eine signifikante (p<0.001) Reduktion
der atherosklerotischen Lésionen auf 15% (Standard-Didt ) bzw. 16% (atherogene Didt) im
Vergleich zur Kontrollgruppe beobachten, bei der die Plaques 36% der Endotheloberfldche
bedeckten.

Diese Ergebnisse werden durch vorangegangene Studien unterstiitzt, die sowohl bei
C57BL/6J Miusen als auch bei apoE”~ Miusen eine anti-atherosklerotische Wirkung des 3-
Deazaadenosins nachweisen konnten (WALKER ET AL. 1999; LANGHEINRICH ET AL.
2003).

Mit der vorliegenden Studie konnte zudem erstmals gezeigt werden, dass 3-Deazaadenosin
auch bei nicht atherogener Erndhrung eine deutliche Hemmung auf die Entstehung
atherosklerotischer Lisionen zeigt.

Ebenso konnten wir in der vorliegenden Arbeit die Einflussnahme des Adenosinanalogons 3-
Deazaadenosin auf die endotheliale Expression der Adhdsionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-
1 nachweisen.

In immunhistochemischen Firbungen konnte eine deutlich verminderte, fiir VCAM-1
signifikante (p<0.001), Reduktion der Expression der Adhédsionsmolekiile auf der
endothelialen Oberfliche nachgewiesen werden. Thre Prasenz auf der Endotheloberfliche lief3
sich um 19% (Standard-Diét) bzw. 31% (Western-Didt) im Vergleich zur Kontrollgruppe
senken.

Ergdnzende Untersuchungen konnten zeigen, dass 3-Deazaadenosin die ICAM-1 und VCAM-
I mRNA Bildung nach laser-gestiitztem Zellpicking hemmt. Untersucht wurden sowohl
endotheliale als auch intimale Cellcluster. Analog konnte in einer Studie von Langheinrich et

al. im apoE” Maus Modell gezeigt werden, dass 3-Deazaadenosin auch die mRNA-
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Expression der Antigene fiir I[CAM-1 und VCAM-1 signifikant (p<0.001 bzw. p<0.01)
reduzieren kann (LANGHEINRICH ET AL. 2003). Diese Ergebnisse werden von anderen
puplizierten Studien gestiitzt, in denen ein Eingreifen des 3-Deazaadenosins in den
regulativen Ablauf der Transkription vermutet wird, da hier verminderte mRNA-Spiegel
nachweisbar waren (JEONG ET AL. 1996). Denkbar wire die Hemmung der Expression iiber
eine verminderte Transcription des NF«B, der u.a. die Aktivitit der Gene fiir [CAM-1 und
VCAM-1 reguliert. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass die NFxB Transcription durch
3-Deazaadenosin inhibiert werden kann (JEONG ET AL. 1999).

Wie andere Arbeitsgruppen auch, beobachteten wir in unserer Studie, dass im Tiermodell der
apoE'/ " Maus unter cholesterinreicher Erndhrung vermehrt atherosklerotische Lésionen
entstehen, die mit einer erhohten Expression der Adhdsionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1
einhergehen (POSTON ET AL. 1992; DAVIES ET AL. 1993; LI ET AL. 1993; QIAO ET
AL. 1994; TRUSKEY ET AL.1999).

In einer 1998 veroffentlichten Studie wurde nachgewiesen, dass ICAM-1 und VCAM-1 in
atherosklerotischen Friihldsionen vermehrt vom Endothel exprimiert werden (NAKASHIMA
ET AL. 1998). Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit den Ergebnissen unserer Studie.
Die Adhédsion von Monozyten an das GefaBendothel stellt einen der ersten Schritte in der
Pathogenese der atherosklerotischer Léasionen dar (GERRITY ET AL. 1981; ROSS ET AL.
1984; ROSS ET AL.1986), der durch eine anschlieBende Migration der Monozyten in die
Subintima und den daraus resultierenden ersten morphologisch nachweisbaren
Veranderungen, den sogenannten ,.fatty streaks®, gekennzeichnet ist (CYBULSKY ET AL.
1991; ROSS ET AL. 1993; ENTMAN ET AL. 1993; RICHARDSON ET AL. 1994).

Durch die endotheliale Expression der Adhésionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1,
(CYBULSKY ET AL. 1991; LI ET AL. 1993), wird die Diapedese der Monozyten eingeleitet
(CYBULSKY ET AL. 1991; VAN DER WAAL ET AL. 1992; POSTON ET AL. 1992;
DAVIES ET AL. 1993; LI ET AL. 1993; QIAO ET AL. 1994).

Takahashi und Mitarbeiter konnten in einer Studie zeigen, dass die Interaktion zwischen
Monozyten und dem Endothel im normalem Zustand von LFA-1 und ICAM-1, in einem mit
IL-1B stimulierten Zustand von LFA-1, ICAM-1 und VCAM-1 vermittelt wird
(TAKAHASHI ET AL. 1994).

VCAM-1 ist ein induzierbares Molekiil, das nachgewiesenermallen die endotheliale Adhision
von Monozyten und T-Lymphozyten vermittelt und somit im Anfangsstadium der
Atherosklerose eine bedeutende Rolle spielt (CYBULSKY ET AL. 1991; VAN DER WAL
ET AL. 1992; DOSQUET ET AL. 1992; DAVIES ET AL. 1993; O’BRIEN ET AL. 1993).
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Auch fiir ICAM-1 konnte in Studien eine erhéhte Immunoreaktivitit auf der Oberfldche von
atherosklerotischen Lésionen in arteriellen Gefdflen nachgewiesen werden (POSTON ET AL.
1992).

Manka et al. berichteten, dass die Expression fiir [CAM-1 und VCAM-1 auf Endothelzellen,
Makrophagen und GefdBmuskelzellen gerade nach einer einsetzenden endothelialen
Dysfunktion eine erhebliche Steigerung erfahrt (MANKA ET AL. 1999).

In neueren Studien konnte gezeigt werden, dass die Expression von ICAM-1 und VCAM-1
im neovaskularisierten Teil des Plaques zweimal hoher ist als im Bereich des luminalen
arteriellen Gefdllendothels und dass die Expression mit zunehmender Dichte an im Plaque
befindlichen T-Lymphozyten ansteigt.

Des Weiteren zeigte sich, dass VCAM-1 in die Rekrutierung der Blutmonozyten an
atherosklerotische Lésionen involviert ist (HUO ET AL. 2001; CYBULSKY ET AL. 2001).
So stabilisiert VCAM-1 den Vorgang des ,,Rollings* der Leukozyten und flihrt somit zu einer
verldngerten Transitzeit der Monozyten am Endothel bei apoE'/ " Miusen (RAMOS ET AL.
1999).

Diese Erkenntnisse liefern zwar keinen konsekutiven Beweis fiir einen kausalen
Zusammenhang zwischen der Expression von Adhdsionsmolekiilen und der Entwicklung
frither atherosklerotischer Léasionen, werden aber durch die Tatsache, dass sich eine
verminderte endotheliale Expression von Adhisionsmolekiilen in vielen Studien als protektiv
erwiesen hat (VAN DER WAAL ET AL. 1992; O’BRIEN ET AL. 1993), weiter unterstiitzt.
So konnte gezeigt werden, dass die Inzidenz atherosklerotischer Lasionen bei Méusen, die
zuvor mit Antikérpern, sowohl mit monoklonalen gegen ICAM-1 (PATEL ET AL. 1998) als
auch mit polyklonalem Immunglobulin, behandelt wurden (NICOLETTI ET AL. 1998),
geringer war.

Auch in Studien, die mit der genetischen Variante der ICAM-1 Knockout-Maus arbeiteten
konnte eine Reduktion der Inzidenz der Atherosklerose nachgewiesen werden (NAGEH ET
AL. 1997; BOURDILLON ET AL. 2000).

Ebenso wiesen Collins et al in einer Studie bei apoE” Miusen und ICAM-1 defizienten
Maiusen eine signifikant verminderte Anzahl an atherosklerotischen Lasionen im Vergleich zu
apo E”/ICAM-1"" Miusen nach (COLLINS ET AL. 2000).

Die Ergebnisse unserer Studie stehen im Einklang mit der Literatur und stiitzen die
Hypothese, dass ein direkter Zusammenhang zwischen der Expression der
Adhéasionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 und der Entstehung atherosklerotischer

Frithldsionen besteht.
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Fiir die Entstehung atherosklerotischer Friihldsionen ist die Makrophagenchemotaxis und —
phagozytose, die fiir die chemotaktischen Eigenschaften der Monozyten und Makrophagen
verantwortlich ist, unerldsslich (GARCIA-GASTRO ET AL. 1983; SUNG ET AL. 1985;
ZIMMERMANN ET AL. 1984)- ein Vorgang, der nachweislich von 3-Deazaadenosin in
Zellkulturen gehemmt werden konnte (AKSAMITT ET AL. 1982; NAGEH ET AL. 1997).
Auch andere pro-atherogene Vorgidnge, die in der Pathogenese der Atherosklerose eine
bedeutende Rolle spielen, werden von 3-Deazaadenosin glinstig beeinflusst. So inhibiert das
Adenosinanalogon in vitro die Thromboplastinbildung, die thrombininduzierte Bildung von
PDGF und die Expression von Interleukin-2 (MEDZIHRADSKY ET AL. 1984).
Homocystein ist als unabhingiger Risikofaktor der Atherosklerose in zahlreichen Studien
identifiziert worden (UELAND ET AL. 1989; WELCH ET AL. 1998).

Die Tatsache, dass 3-Deazaadenosin das Enzym S-Adenosyl-Homocystein-Hydrolase, das die
Umwandlung von S-Adenosyl-Homocystein zu Homocystein katalysiert, hemmt und als
Inhibitor zahlreicher Transmethylierungsreaktionen bekannt ist, stellt einen weiteren
Zusammenhang zwischen der Pathogenese der Atherosklerose und dc*Ado dar.

In vorangegangenen Studien konnte sowohl bei C57BL/6 Méusen als auch bei apoE” Mausen
unter vergleichbaren Bedingungen wie bei der vorliegenden Studie eine Erhohung der
Homocystein-Spiegel im Plasma unter cholesterinreicher Erndhrung nachgewiesen werden,
die unter der Behandlung mit 3-Deazaadenosin signifikant gesenkt werden konnte (WALKER
ET AL. 1999; LANGHEINRICH ET AL. 2003).

Auch die Beteiligung von T- und B- Lymphozyten an der Pathogenese der Atherosklerose
wird zunehmend in der Literatur diskutiert.

In der vorliegenden Studie fanden sich in Gruppe B (Standard Didt + 3-Deazaadenosin)
gleichbleibende Lymphozytenwerte im Vergleich zur Kontrollgruppe, wéhrend in der Gruppe
mit cholesterinreicher Western Diidt + 3-Deazaadenosin (Gruppe C) eine deutlich verminderte
Anzahl an T- und B-Lymphozyten festgestellt wurde.

In Bezug auf den Nachweis atherosklerotischer Lésionen stellten wir fest, dass in Gruppe B
bei konstanter Lymphozytenzahl im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikante
Reduktion der atherosklerotischen Lédsionen ebenfalls im Vergleich zur Kontrollgruppe
bestand.

Im Gegensatz dazu zeigte sich in Gruppe C gleichermalen eine signifikante (p<0,001)
Reduktion der Lymphozytenzahl sowie auch eine signifikante (p<0,001) Reduktion der

atherosklerotischen Lasionen.
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Diese widerspriichlichen Ergebnisse finden sich auch in der Literatur, in der die Beteiligung
der Lymphozyten an der Pathogenese der Atherosklerose kontrovers diskutiert wird.

So beschrieben Laurat et al., dass eine Downregulation von T-Helfer Zellen zu einer
Verminderung der atherosklerotischen Lisionen bei apoE " Miusen fithrte (LAURAT ET AL.
2001). Diese Ergebnisse stimmen mit denen unserer Studie iiberein.

Des Weiteren zeigten einige Studien, dass sich T-Lymphozyten in atherosklerotischen
Lésionen in aktivierten Zustand befinden und die Gen Expression in benachbarten Zellen
beeinflussen. So konnten CD 4" Zellen gemeinsamen mit CD 25, einem Marker der T-Zell
Aktivierung, in humanen atherosklerotischen Lisionen sowie in denen von apoE defizienter
Maiuse nachgewiesen werden (ZHOU ET AL. 1996). Hansson et al wiesen Interferon y in
atherosklerotischen Lisionen nach, was ebenfalls fiir ein Vorliegen von aktivierten T-Zellen
spricht (HANSSON ET AL. 1989). Deshalb wird angenommen, dass T-Lymphozyten eine
aktive Rolle im Prozess der Entstehung von atherosklerotischen Lasionen spielen.

Im Gegensatz zu den bisher genannten Studien zeigten Daugherty und Mitarbeiter, dass die
Abwesenheit von T-Lymphozyten keinen Einfluss auf das Ausmal von atherosklerotischen
Lisionen hat (DAUGHERTY ET AL. 1997). Auch aus einer Studie mit apoE "und RAG-1 7"
Maiusen wurde geschlossen, dass T- und B-Lymphozyten eine untergeordnete Rolle bei der
Pathogenese von atherosklerotischen Plaques spielen (DANSKY ET AL. 1997).

Weitere Arbeiten zeigen jedoch auch eine protektive Funktion der Lymphozyten. Dass die
Immunisierung von B-Lymphozyten mit oxidiertem LDL vor der Bildung von
atherosklerotischen Lasionen schiitzt, zeigten Palinski et al. Die Autoren berichten von einem
LDL Rezeptor defizienten Kaninchenmodell, in dem durch Immunisierung der Kaninchen mit
homologem, Malondialdehyd- modifiziertem LDL, ein Anstieg des Antikorpertiters gegen
oxidiertes LDL mit einer Reduktion der atherosklerotischen Lisionen um 30% einhergeht
(PALINSKI ET AL. 1995).

Jiingste Ergebnisse zeigen, dass die Proliferation und Migration glatter GefaBmuskelzellen in
vitro durch die Applikation von c3Ado dosisabhidngig reduziert wird (Sedding DG,
Langheinrich AC. Circ Res. In revision). Die Hemmung der Proliferation und Migration
humaner glatter GefdBmuskelzellen war begleitet von einer gesteigerten Expression der
Zyklin- Kinase- Inhibitoren pZIWAFU “Plund p27Kip ! einer verminderten Expression der G1/S-
Phase Zykline und einer Hypophosphorylierung des Retinoblastom- Genproduktes. Des
weiteren zeigte sich in der FACS-Analyse propidiumjodidgefdarbter Zellen ein
Zellzyklusarrest in der GO/ G1- Phase des Zellzyklus. Diese Effekte waren weder durch eine

gesteigerte Apoptoserate noch durch eine erhohte Toxizitit dieser Substanz bedingt.
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Die Applikation von c3Ado fiihrte iiber die Hemmung der SAH-Hydrolase zu einer
verminderten Aktivitit der Isoprenylcystein- Carboxyl- Methyltransferase. Dies hemmt den
letzten  Schritt der posttranslationalen Modifikationen der Ras-Proteine, die
Carboxylmethylierung. Die Translokalisation von Ras an die Plasmamembran und dessen
nachfolgende Aktivierung ist somit nicht mehr mdglich. Folge ist eine Hemmung der Ras-
abhingigen Signaltransduktionswege. Entsprechend dieser Ergebnisse zeigten weitere
Western blot Analysen eine dosisabhidngige Abnahme der FCS- induzierten ERK und Akt-
Phosphorylierung. Durch die Uberexpression eines konstitutiv aktiven Ras- Mutanten konnte
dabei die Effekte von c3Ado auf die Proliferation glatter GefdBmuskelzellen aufgehoben
werden.

Diese weiterfiihrenden Arbeiten zum Wirkmechanismus von 3-Deazaadenosin unterstiitzen
die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten der anti-atherosklerotischen Eigenschaften

von 3-Deazaadenosin.
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6. Zusammenfassung

6.1 Deutsch

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die anti-atherogenen Effekte von 3-Deazaadenosin im
Tiermodell bei apoE” Mausen im Hinblick auf die Ausbildung atherosklerotischer Plaques
und die Expression der Adhdsionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 unter Beriicksichtigung
verschiedener Erndhrungsformen zu untersuchen.

Wir waren in der Lage, die anti-atherogene Effekte des 3-Deazaadenosins sowohl unter
Standard-Erndhrung als auch unter cholesterinreicher Western-Diét nachzuweisen.

In der Kontrollgruppe entwickelten apoE”~ Miuse atherosklerotische Plaques, die die
Endotheloberfldche zu 36% bedeckten.

Unter oraler Applikation von 3-Deazaadenosin konnten wir eine Reduktion
atherosklerotischer Lasionen um 15% (Standard-Erndhrung) bzw. 16% (Western-Diét)
erreichen. Dies entspricht einer signifikanten Reduktion (p<0,001) der von Plaques bedeckten
Endothelfliche.

Die Reduktion atherosklerotischer Lasionen ging mit einer Hemmung der endothelialen
Expression der zelluldren Adhésionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 einher, deren Prisenz
auf der Endotheloberfliche um 17% (Standard-Erndhrung) bzw. 31% (Western-Diét) im
Vergleich zur Kontrollgruppe vermindert war. Dies entspricht einer deutlichen, fiir VCAM-1
signifikanten (p<0,001) Reduktion der Expression dieser Adhésionsmolekiile auf der
endothelialen Oberfldache (2,69 + 0,23 versus 3,52 £ 0,51).

Aus den vorliegenden Ergebnissen kann geschlossen werden, dass 3-Deazaadenosin in vivo
zu einer Hemmung der endothelialen Expression der Adhdsionsmolekiile ICAM-1 und
VCAM-1 gefiihrt hat.

Ob die Hemmung der Entwicklung atherosklerotischer Lésionen auf die verminderte
Expression der Adhésionsmolekiile alleine, oder aber auf synergistische Effekte
immunmodulatorischer und antiinflammatorischer Prozesse zuriickzufiihren ist, muss in

weiteren Studien untersucht werden.
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6.2 Englisch

Aim of the presented study was to investigate the anti-atherogenic effects of 3-deazaadenosin
in an apoE” mouse model with regard to the growth of atherosclerotic lesions and the
expression of cellular adhesion molecules ICAM-1 and VCAM-1.

Considering different diets, we established the anti-atherogenic effects of 3-deazaadenosin in
standard-diet as well as in cholesterol enriched western-diet.

In the control group (standard-diet without 3-deazaadenosin), apoE”~ mice developed
atherosclerotic lesions covering the endothelial surface in part of 36%. With oral application
of 3-deazaadenosin we found a significant reduction (p< 0,001) of atherosclerotic lesions of
15% (standard-diet) respective 16% in western-diet.

The expression of the endothelial adhesion molecules ICAM-1 and VCAM-1 was reduced as
well. The decrease of their endothelial surface covering was significant for VCAM-1 (p<
0,001). We found a 17% reduction for standard-diet and a 31% for western-diet in comparison
to the control group.

In conclusion, 3-deazaadenosin was leading to an inhibition of the expression of the adhesion

molecules ICAM-1 and VCAM-1 in vivo.
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10. Verwendete Reagenzien

- Dualsystem-APAAP-Komplex: Dianova GmbH, Hamburg; Katalog-Nr.: M 800

- Dualsystem-Briickenantikérper: Dianova GmbH, Hamburg; Lot-Nr.: 48581, Katalog-
Nr.: 315-005-003

- Dualsystem-Verbindungantikdrper: Dainova GmbH, Hamburg; Lot-Nr.: 48081, Katalog-
Nr.: 212-005-082

- Glyceringelatine: gebrauchsfertig; Firma Sigma, Lot-Nr.: 105H6052, Katalog-Nr.: GG1

- Himalaunldsung nach Mayer: gebrauchsfertig; Firma Merck, Lot-Nr.: 10054, Katalog-
Nr.: 9249

- MaAuseserum: Dianova GmbH, Hamburg; Lot-Nr.: 47274, Katalog-Nr.: 015-000-001

- Neufuchsin-Entwicklerlosung: eigens hergestellt;

Die Entwicklerlosung wird in drei verschiedenen Glédsern A, B, C angesetzt.

Ansatz Glas A:

- 66 ml Tris-Entwicklungspuffer werden vermischt mit

- 23,25 ml AMPD-Levamisol-Losung

Ansatz Glas B:
- 46,5 mg Naphthol-As-Bi-Phosphat werden geldst in
- 562,5 pl N,N-Dimethylformamid

Ansatz Glas C:

- 19,2 mg Na-Nitrit werden gelost in
- 480 pl aqua dest
die entstandene 4%-ige Na-Nitritldsung wird versetzt mit

- 187,5 ul 5%-iger Neufuchsinlosung

Nach Ferstigstellung der einzelnen Losungen wird zunichst der Ansatz aus Glas A in den
Ansatz aus Glas B gegeben und vermischt. Anschlieend wird zu Losung A+B der Ansatz aus
Glas C gemischt. Der pH-Wert der entstandenen Entwicklerlosung wird mit 2 M HCL auf pH
8,7 titriert. Nach einer Reaktionzeit von 2 min wird die Losung filtriert und ist anschlieBend

fertig zum Gebrauch.
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o Tris-Entwicklungspuffer: 4,9 g Tris-Base ( Firma USB;Lot-Nr.:100909, Katalog-Nr.:

US75825)
e 1,5 g Tris-HCL ( Firma USB; Lot-Nr.: 100804,Katalog-Nr.: 22676 )
e 87gNaCl (FirmaRoth; Art.-Nr.: 3957.1)
e 1 laquadest
e AMPD-Levamisol-Losung: 25 mg Levamisol ( Firma Sigma )
e 15,5ml0,2 M 2-Amino-2-methyl-1,3- propandiol ( Firma Merck )
e Naphthol-As-Bi-Phosphat ( Firma Sigma; Lot-Nr.: 65H5049, Kat.-Nr.: 2250
e N, N-Dimethylformamid ( Firma Sigma; Lot-Nr.: 104H0096, Kat-Nr.: 4254
e Na-Nitrit ( Firma Sigma; Lot-Nr.: 85H0936, Kat.-Nr.: S2252)

e 5%-ige Neufuchsinlosung ( Firma Fluka, Lot.-Nr.: 335351/1995, Kat.-Nr.: 72200 )

Primérantikorper:
ICAM-1: Dianova GmbH, Hamburg; Lot.-Nr.: 13168HCO5L, Kat.-Nr.: CBL 1316
VCAM-1: Firma Serotec Ltd, Lot.-Nr.: 130031H, Kat.-Nr.: MCA 1229

RMPI: gebrauchsfertig; Firma GIBCO BRL; Lot-Nr.: 13A0456, Kat.-Nr.: 21875-
034

Scharlachrotlosung ( Ansatz ): 0,25 g Scharlachrot ( Firma Riedel-de Haen; Lot-
Nr.: 52280, Kat.-Nr.: 32698 ) werden in 70%-igem Ethylalkohol,der auf 60°C
erhitzt wird, gelost und anschlieBend iiber 24 Std. bei 70°C im Brutschrank
inkubiert. Fiir die Benutzung muss die Losung auf Zimmertemperatur abgekiihlt
sein.

tissue tek: Miles Inc. Elkhart, In USA

Tris-Waschpuffer ( Ansatz fiir 10 1): 9,0 g Tris-Base werden mit 68,5 g Tris-HCL
und 87,5 g NaCl vermischt und mit 10 1 aqua dest zu einer Stammldsung
verdiinnt. Der pH-Wert der Stammlésung wird mit 2 M HCL auf den pH 7,5
titriert.
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