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1. Einleitung

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts erkannte Herrick den kausalen Zusammenhang von
Herzinfarkt und Verschlu3 einer Koronararterie. Mit den wachsenden Moglichkeiten zur
Wiedereroffnung des verschlossenen Gefilles kam man in den 60er und 70er Jahren (z.B.

durch wesentliche Beitrige von Braunwald und Kloner "****’

) zu der Erkenntnis, dass die
Reperfusion benefizielle Effekte auf die Myokardfunktion bei Postinfarktpatienten hat. Heute
stellt die Reperfusion den Goldstandard der Infarkttherapie dar. Neuere Studien zeigen, dass
die Reperfusion, unabhéngig von der Zeitdauer der Ischdmie, dem dauerhaften Verschluf3 der
Koronararterie vorzuzichen ist °™7. Seit den friihen 60er Jahren gibt es jedoch Hinweise
darauf, dass die Reperfusion neben dem erwiesenen Nutzen auch zellschddigende Einfliisse
auf das Myokard hat 77*7**°' Dijese Auswirkungen sind heute als sogenannter
Reperfusionsschaden weitestgehend anerkannt.

Die Mechanismen dieser postischdmischen Prozesse sind noch nicht bis ins Detail verstanden.
Sie beinhalten ein zumeist unspezifisches inflammatorisches Geschehen sowie die Reaktionen
von Blut-, Endothel-, und Herzmuskelzellen auf den Wechsel von niedriger zu hoher
Sauerstoffspannung °'. Experimentell sind die Auswirkungen der Ischimie von den
schidlichen Effekten der Reperfusion schwer zu trennen, da die Reperfusion eine vorherige
Minderperfusion voraussetzt. Dennoch beschreibt man postischdmische strukturelle und
funktionelle Verdnderungen in unterschiedlich differenzierten Geweben wie zum Beispiel in
Herzmuskel, Skelettmuskel, Gehirn, Leber und Intestinum. Am Herzen ist die Erforschung
der Hintergriinde des Reperfusionsschadens aus verschiedenen Griinden von besonderem
Interesse: zundchst haben koronare Gefaferkrankungen und ischdmische Herzkrankheiten

groBe demographische Bedeutung ',

Desweiteren  gehoren  Techniken  der
Wiedereroffnung von verschlossenen Gefialen wie Lysetherapie, PTCA oder Bypass-

Operation zum klinischen Standard.



Die  Existenz  des | Wirkungsweise Wirkstoff Literaturverweis

Verringerung des | B-Blocker 118,198,146,108
Reperfusionsschadens Sauerstoffbedarfs

Herzglykoside 197,119
wurde  lange  Zeit Nitroglycerin 74,14
o Verbesserung des | Erhohung des | 120
kontrovers  diskutiert. | gayerstoffangebots | arteriellen pPO,
IABP 117,103,101
In den 70er Jahren ["Apooiope Glucose-Insulin-K'- | 121,181

Energiegewinnung | Infusion

beschreiben = Reimer Hypertone  Glucose- | 121

Infusion

und Jennings erstmals  [.r 01

einen Zusammenhang zwischen Dauer der Ischdmie und GroBe des resultierenden Infarkts '*°.
Sie beobachten eine Ausbreitung des nekrotischen Gebiets von endokardial nach epikardial
und bezeichnen diese Beobachtung als ,,Wave-front-phenomenon®. Der Reperfusion
schreiben diese Autoren folgende Wirkungen zu: die Bewahrung der noch lebenden
Myozyten im Bereich der area at risk sowie den schnelleren Ablauf einer postischdmischen
Entziindungsreaktion mit schnellerer Abrdumreaktion der irreversibel geschiadigten
Myozyten. Auf der Suche nach dem Beweis des Reperfusionsschadens versuchen Kloner und
Mitarbeiter eine Endothelschiddigung als Voraussetzung einer myokardialen postischdmischen
Schiadigung nachzuweisen, jedoch schlieft die Arbeitsgruppe noch 1980 aus ihren
Beobachtungen, dass der Herzmuskelzellschaden dem Endothelzellschaden immer
vorausgehe, und damit eine gestorte Endothelfunktion nicht zur myokardialen Nekrose
beitragen konne .

Ungeachtet des fehlenden Nachweises des Reperfusionsschadens werden in den 70er Jahren
verschiedene Protokolle zur Reduktion der Infarktgrofe im reperfundierten Myokard erprobt.
Dabei handelt es sich jedoch durchweg um Versuche, die Bilanz energiereicher Substrate zu
verbessern (s. Tabelle 1).

Erst zu Beginn der 80er Jahre zeichnet sich eine Wende in der wissenschaftlichen Meinung

ab. Hearse beschreibt eine Reduktion des Endothelzellschadens und des Myozytenschadens



679671 und sauerstoffreier *’ Losung im Vergleich zu

durch Reperfusion mit kalzium-
physiologischem Perfusat. Damit wird erstmals die Reperfusion mit physiologischem Perfusat
als potentiell schidlich erkannt. Braunwald und Kloner bezeichnen 1985 die myokardiale
Reperfusion als ,,zweischneidiges Schwert“ **. Bulkley und Roberts duBern erstmals die

Vermutung, dass sich eine antiinflammatorische Therapie zu Beginn der Reperfusion positiv

auf die Myokardfunktion auswirken konnte™.

1.1.Einteilung des Reperfusionsschadens

Der Reperfusionsschaden beruht zum einen auf myozytiren Reaktionen wie

1,64
,6 ,83,68’ zum

Kalziumeinstrom, Zellodem, Verlagerung des Redoxpotentials und Kontrakturen
anderen auf vaskuldren Verdnderungen mit Aktivierung und Rekrutierung von Leukozyten. In
dieser Arbeit soll die vaskuldre Komponente des Reperfusionsschadens untersucht werden.
Dabei kommt dem Endothel eine besondere Bedeutung zu.

Ichikawa und Mitarbeiter konnten 1997 als eine der ersten Arbeitsgruppen zeigen, dass die
Rekrutierung von Leukozyten in der Reperfusion zweigipflig ist '°. In Zusammenhang mit
beiden Gipfeln der Leukozytenadhésion stehen pathophysiologische Prozesse, die funktionell
und zeitlich voneinander abgegrenzt werden konnen und als akute bzw. subakute Phase der

92,94

Reperfusion bezeichnet werden Diese Einteilung liegt der vorliegenden Arbeit zu

Grunde und soll im Folgenden kurz beschrieben werden.

1.2 Akute Phase der Endothelaktivierung

Pober beschreibt 1980 die akute Endothelaktivierung als quantitative Veridnderung von
Oberflichenstrukturen mit Verinderung der Zellfunktionen *. Wichtige Endothelaktivatoren
in der Reperfusion sind Sauerstoffradikale, sinkende NO-Produktion, Interleukine und

Mediatoren (TNFa) '*.



In Hypoxie, vor allem aber in der Reperfusion werden von Endothelzellen Sauerstoffrafikale
freigesetzt. Verantwortlich hierfiir sind eine Dysfunktion der mitochondrialen Atmungskette
und die Uberlastung beziehungsweise die niedrige Aktivitit von radikalabbauenden Enzymen
(SOD, Katalase), ein Mangel an Radikalfingern (NO, GSH) sowie der verdnderte
Redoxstatus der Endothelzelle durch vermehrte anaerobe Energiegewinnung. Auch aktivierte
Leukozyten setzen Sauerstoffradikale frei. Sauerstoffradikale aktivieren ihrerseits beide
Zellfamilien und tragen somit zum Ablauf einer inflammatorischen Reaktion bei. Durch

Reaktion mit ungesittigten Membranfetten und Membranproteinen schiadigen sie die Zellen

199,23

durch Verdnderung der Membranstabilitit und fordern die adhisiven Eigenschaften von

Leukozyten ''***. Sie kénnen den Transkriptionsfaktor NFkB aktivieren und sind somit an

147

der Initiation der subakuten Phase der Reperfusion beteiligt *'. Durch Applikation der

radikalabbauenden Enzyme Superoxiddismutase und Katalase im reperfundierten Hundeherz

148t sich die InfarktgroBe verringern *.

Stickoxid (NO) ist wichtiger intrinsischer Radikalfinger und der stirkste intrinsische

135 113,135

Vasodilatator Sauerstoffradikale senken jedoch die Produktion von NO

Endothelabhidngige Vasodilatatoren nutzen NO als direkt gefdBmuskelrelaxierenden second

messenger "4 Die Drosselung der NO-Produktion wirkt somit direkt und indirekt

vasokonstringierend '*. Zusitzlich erhdhen Endothelzellen in der Reperfusion die Produktion
von Endothelin-1, das stark vasokonstriktorisch wirkt, auf das 2-fache gegeniiber der

Ischimie °°. Die sinkende NO-Konzentration fordert die Priisentation von

186,135

Adhisionsmolekiilen auf neutrophilen Granulozyten und die Aktivierung und

. 186,88,135,165
Degranulation von Leukozyten ™" ™",

In der Reperfusion setzen Endothelzellen verschiedene inflammatorische Mediatoren frei,
darunter IL-6 und IL-8, wichtige Chemoattraktoren fiir polymorphkernige Neutrophile

=777 Interleukin-6 konnte in Versuchen am Kaninchen- bzw. Hundeherz die Priasentation



von ICAM-1 auf der Oberfliche von Endothelzellen und Myozyten bewirken **°'. Durch
Blutentnahmen aus dem Aortenbulbus und dem Koronarsinus bei Patienten mit PTCA nach
Myokardinfarkt konnte eine Freisetzung dieser Interleukine mit Beginn der Reperfusion auch
beim Menschen festgestellt werden '*°. Zentrale Wirkung der von Endothelzellen in der
Reperfusion freigesetzten Mediatoren ist die Rekrutierung und Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten. Darin gleicht die Funktion der Mediatoren der des Komplementsystems. Im
Gegensatz zum Komplementsystem werden jedoch die meisten Chemo- und Zytokine in der

90

Lymphe des Herzens erst mit Einsetzen der Reperfusion gefunden Weitere,

leukozytenaktivierende Endothelzellmediatoren sind der plattchenaktivierende Faktor (PAF)

und der Vasokonstriktor Endothelin-1 ¢,

1.3 Leukozytenadhision

Wihrend der Reperfusion adhirieren Leukozyten an postkapilliren Venolen. Es kommt zur
Migration von aktivierten Leukozyten, die im Myokard zur Schadigung der Herzmuskelzellen
durch ,,oxidativen burst” und Proteolyse beitragen. Boyle beschreibt das Endothel in der
Reperfusion als ,,Regulator und die Leukozyten als ,,Effektor ** des Reperfusionsschadens.
Seccombe bezeichnet neutrophile Granulozyten als maB3geblichen Ausléser des myokardialen

. 161
Reperfusionsschadens ¢

. Die Bedeutung adhérierender und migrierender Leukozyten fiir den
Reperfusionsschaden 146t sich durch verschiedene experimentelle Strategien darlegen und ist

heute allgemein anerkannt '**%'%_ Voraussetzung fiir die Migration aktivierter Leukozyten in

das Myokard ist das Rollen und schlieBlich die Adhésion an aktivierten Endothelzellen.

1.3.1 Rollen
Durch Stromungsverhéltnisse, Interaktionen zwischen Erythrozyten und Leukozyten und

Geldrollenbildung der Erythrozyten befinden sich die Leukozyten in den postkapilldren



Venolen hauptséchlich im Marginalstrom '°°. Die Leukozyten-Endothelzellinteraktion beginnt
mit dem rezeptorvermittelten Abbremsen der Leukozyten am Endothel, wobei als
Adhisionsmolekiile v.a. die Gruppe der Selektine mit P- und E-Selektin auf Endothelzellen
und L-Selektin auf Leukozyten dient '**>>?*. Die Wirkungen der verschiedenen Selektine sind
wahrscheinlich in groflen Teilen identisch, Unterschiede bestehen vor allem im Zeitverlauf,
im Ort und in der Regulation der Prisentation '°*'®. Die Gegenrezeptoren von Selektinen
sind noch nicht endgiiltig aufgeklart. Experimente mit anti-Selektin-Antikdrpern konnten fiir
jedes Selektin nachweisen, dass die Blockade von Selektinen die Leukozytenadhdsion und —

. . . 200,81,114
migration verringert 0081.114.53

1.3.2 Sticking

Das Rollen der Leukozyten am Endothel ist ein reversibler Vorgang, der nicht direkt zur
Migration fiihrt. Das Sticking bedeutet dagegen das feste Anhaften der Leukozyten mit
nachfolgender Migration. Auf endothelialer Seite findet sich dabei ICAM-1 als wichtigstes
Adhéasionsmolekiil. Die leukozytiren Gegenrezeptoren sind die CDI18- oder B,-Integrine
LFA-1 (CD11a/CD18), MAC-1 (CD11b/CD18) und P150,95 (CD11¢/CD18). MAC-1 und
P150,95 wird vor allem von Granulozyten und Monozyten sowohl konstitutiv exprimiert als
auch in Granula gespeichert und kann bei Aktivierung sofort prisentiert werden **, LFA-1
wird von allen Leukozyten prisentiert und muB vor Prisentation neu synthetisiert werden *.
Wahrend MAC-1 maligebend ist fiir das leukozytire ,Sticking™, scheint die
Leukozytenmigration hauptsichlich durch LFA-1 ermdglicht zu werden ',

Interessanterweise kann die Bindung zwischen B(2-Integrinen und ICAM-1 durch
verschiedene Faktoren, wie beispielsweise divalente Katione, Zytokine und C5a, moduliert
werden *®. Diese Steigerung der Rezeptoraffinitit der Integrine wird von manchen Autoren als

Aktivierung der Integrine bezeichnet. Fibrinogen besitzt als Briickenmolekiil zwischen



ICAM-1 und B2-Integrinen eine entscheidende adhisionsverstirkende Wirkung °*'%.

Patienten mit Leukocyte adhesion deficiency typ 1 (LAD I), einem autosomal-rezessiv
vererbten = CDI18-Defekt, zeigen eine verminderte Leukozyteninfiltration und

Inflammationsreaktion in entziindetem Gewebe ',

1.4 Subakute Phase der Endothelaktivierung

Wenngleich die Abldufe der Leukozytenmigration und —infiltration in der subakuten Phase
denen in der akuten Phase der Reperfusion entsprechen, unterscheiden sich jedoch die
Mechanismen, die zur Leukozytenaktivierung und zur Prasentation von Adhdsionsmolekiilen
filhren, mafgeblich voneinander. Wie bereits dargestellt, regulieren Transkriptionsfaktoren
durch die Induktion der de-novo-Proteinsynthese die subakute Phase der Reperfusion.

Flynn et al. konnten am Hundemodell zeigen, dass eine antiadhésive Therapie in den ersten
24 Stunden der Reperfusion benefizielle Effekte gegeniiber einer antiadhdsiven Bolustherapie
mit Beginn der Reperfusion hat . Diese Daten untermauern das Modell des zweiphasigen
Ablaufs der Reperfusion und bestdtigen die subakute Phase der Reperfusion als moglichen
therapeutischen Angriffspunkt.

Bisherige klinische Studien zur Therapie des Reperfusionsschadens beschrinken sich auf die
Blockade der akuten Phase der Reperfusion. Allerdings konnten dabei die vielversprechenden
tierexperimentellen Ergebnisse am Menschen nicht nachvollzogen werden *’. Dies mag
unter anderem daran liegen, dass die meisten tierexperimentellen Arbeiten im Gegensatz zur
zitierten Arbeit Flynns oder der hier vorliegenden Arbeit die subakute Phase des
Reperfusionsschadens aufgrund zu kurzer Reperfusionszeiten nicht berlicksichtigen. Eine
Beteiligung an der subakuten Phase der Reperfusion konnte fiir die Transkriptionsfaktoren
NFxB, AP-1 und Stat-1 nachgewiesen werden, von denen NFxB in dieser Studie ndher

untersucht werden soll.



1.4.1 Bedeutung von NFxB

Da man erkannt hat, dass die Reperfusion ein inflammatorisches Geschehen ist, lassen sich
aus der Inflammationspathologie Riickschliisse auf die Vorgidnge des Reperfusionsschadens
ziechen. NFxB ist als ubiquitdrer, proinflammatorischer Transkriptionsfaktor bei vielen
Krankheiten bekannt. Tabelle 2 2° gibt einen Uberblick iiber die in der Reperfusion wichtigen
und von NFxB regulierten Faktoren. PAF, Tissue-factor und Plasminogen-Activator
regulieren die prokoagulatorische Aktivitit des Endothels und NF«B-regulierte
Adhisionsmolekiile sind an der Leukozyten-Endothelinteraktion beteiligt. Die genannten
Zytokine sind an der Reperfusionsreaktion beteiligt und verschiedene Enzyme beeinflussen
den zelluldren Redoxstatus. Dieses Wirkungsspektrum ermoglicht es NFkB, auf wesentliche
Elemente des Reperfusionsschadens EinfluB zu nehmen. Daraus erwichst die zentrale

Position von NFkB in der subakuten Phase der Reperfusion. Boyle und Mitarbeiter nennen

NF«B das ,,ideale therapeutische Ziel, |Blutgerinnung PAF-Rezeptor
Tissue Factor
um den  endothelzell-vermittelten Plasminogen-Aktivator
” Adhésionsmolekiile E-Selektin
Reperfusionsschaden zu blockieren* =. VCAM-1
. . ICAM-1
Vor diesem Hintergrund haben CD11b
o . . Enzyme INOS
Morishita und Mitarbeiter 1997 COX2
erstmals die Rolle von NFkB in der Lipoxygenase
Lysozyme
Reperfusion des Herzens hinterfragt. - NADPH Oxidoreduktase
Zytokine TNFa
Dabei konnten sie durch NFxB- IL-1,IL-2,IL-6,IL-8,IL-
12,1L-2-Rezeptor
Hemmung die InfarktgroBe signifikant . MC}_)'I -
Akute-Phase-Proteine | Angiotensinogen
reduzieren '*2. Die Rolle von NFkB in SAA — i
LPS-binding protein
der subakuten Phase der Reperfusion C4b binding protein
CRP
ist Gegenstand derzeitiger Forschung. | Tabelle2




Bisher ist bekannt, dass NFxB in der subakuten Phase aktiviert ist und eine zentrale Funktion
einnimmt. Als Zeitverlauf der Aktivierung von NF«kB in der Reperfusion konnten Kupatt und
Mitarbeiter 1997 zeigen, dass NFkB nach 30 Minuten bis einer Stunde Reoxygenierung in der
Endothelzellkultur maximal aktiviert ist, und die Aktivitdt danach wieder langsam nachldsst
*In in vivo Versuchen findet man diese Aktivierungskurve etwas verspitet wieder. Hier
zeigte sich das Aktivitdtsmaximum nach 3 Stunden Reperfusion, bis etwa 6 Stunden ein
Anhalten der Aktivitit auf hohem Niveau, dann bis etwa 24 Stunden nach Einsetzen der
Reperfusion ein kontinuierlicher Abfall der NFkB-Aktivierung ».

Der Transkriptionsfaktor NFkB wird durch verschiedene Mediatoren aktiviert, die in der
Isch@mie/Reperfusion intrazellulir oder interstitiell vorhanden sind: TNFa. '** aus aktivierten

Leukozyten und Endothelzellen, IL-1 34 yor allem aus aktivierten Endothelzellen, freie

107,29,94 127

Sauerstoffradikale , oxidativer StreB '°7 und a-adrenerge Stimulation . In
mikrovaskuldren Koronarendothelzellen von Ratten konnten Kupatt und Mitarbeiter fiir H,O»
eine direkt NFkB-aktivierende Wirkung im electrophoretic mobility shift assay (EMSA)
nachweisen. Diese Aktivierung von NFkB fiihrte auf Proteinebene zu einer Expression des
kB-abhingigen Adhésionsmolekiils ICAM-1 **. Umgekehrt zeigten sie, dass der NO-Donator
SNAP die NFkB-Aktivierung verringern kann **. Die sinkende NO-Produktion in der
Reperfusion (s. oben) ist damit ein weiterer Faktor in der Aktivierung von NFxB *43%123:16930,
Sauerstoffradikale aktivieren NFxB, allerdings wird der genaue Mechanismus und die
Bedeutung von Sauerstoffradikalen in der Aktivierung von NFxB durch andere Mediatoren
kontrovers diskutiert. Wéhrend bisher Sauerstoffradikale meist als second messenger in der

Aktivierungskaskade angesehen wurden *2*'®, konnten nun Bowie und O’Neill zeigen, dass

Sauerstoffradikale direkt oder iiber Bildung von Lipidperoxiden NFxB aktivieren kénnen, und



bei NFxB-Aktivierung  durch andere Substanzen meist modulatorische Funktionen

einnehmen *°.

1.4.2 Struktur von NFxB

NF«kB setzt sich als Hetero- oder Homodimer aus den kB-Proteinen p50, p52, p100, p105,
p65=RelA, RelB und c-Rel zusammen. Dabei sind verschiedene Zusammenstellungen
moglich, wobei die Kombinationen p50/p65 und p52/p65 weitaus die hédufigsten sind. Alle
kB-Proteine bestehen aus zwei immunglobulindhnlichen Doménen, die {iber 10 Aminoséduren
miteinander verbunden sind, und verfiigen iiber eine n-terminale homologe Rel-Doméne, die

die DNA-Bindungsregion beinhaltet '

. Die DNA-Bindungsstelle von p50 erkennt die
Sequenz 5'-GGGAG-3" und die von p65 die Sequenz 5'-TTCC-3" *'. Da p50 5-wirts von
p65 am Promotor andockt, ergibt sich fiir das p5S0p65 Heterodimer die Bindungssequenz 5'-
GGGAGNTTCC-3". Die allgemeine kB-Bindungsstruktur aller Homo- und Heterodimere von
NFkB lautet 5-GGGRNNYYCC-3" *'*® (R=Purin, N=Nukleotid, Y=Pyrimidin). Relativ zur

Liange der erkannten Basensequenz besitzt NFkB eine besonders hohe Affinitit zu DNA
183187 Wahrscheinlich sind hierfiir kooperative Effekte zwischen den beiden Untereinheiten

und zusitzliche Affinititen zum Ribose-Phosphatgeriist verantwortlich .

1.4.3 Aktivierung von NFkB

Inaktiv liegt NFkB im Zytosol an ein Mitglied der Gruppe der IkBs (Inhibitor-kB) gebunden
vor. Dies bedeckt die DNA-Bindungsstelle der beiden Untereinheiten und verhindert den
Transport von NFxB in den Zellkern. Unter den IkBs unterscheidet man IkBa bis IkBe und
Bel-3 19:20.191

Veschiedene Autoren konnten eine Aktivierung von NFxB in der Reperfusion sowohl am

Tiermodell **'*' als auch nach kardioplegischem Arrest am menschlichen Herz '°
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nachweisen. Die Aktivierung von NFxB

NIK,MEKK1,
betrifft nicht nur bereits vorhandenes, MAP3K
inhibiertes NFxkB-Protein, sondern schlief3t Ji Proteasom

auch die Neusynthese seiner

2 Dies bewirkt

Untereinheiten mit ein
eine Verstirkung der Aktivierung. Zur

Aktivierung von NFxB-Heterodimeren

mull der Inhibitor IkB durch zweifache

Phosphorylierung an Ser32 und Ser36

) . . Abbildung 1. Aktivierung von NFkB
abdissoziieren. Der phosphorylierte IkB

wird dann an Lysinresten zweifach ubiquitiniert und in Proteasomen abgebaut *°.
Experimenteller Austausch der Serinreste durch Threonin oder Alanin verhindert den Abbau

von IkB

. Die Phosphorylierung von IkB kann durch verschiedene unspezifische
Proteinkinasen (PK A, PK C, PK R) bewirkt werden, oder durch die IkB-spezifischen 1xB-
Kinasen oder IKKs. IKKa, wesentlicher Faktor in der Aktivierungskaskade von NFxB, wurde

208, und DiDonato *' beschrieben. Inzwischen sind verschiedene IKKs

erstmals von Zandi
bekannt ', die selbst durch verschiedene Kinasen durch Phosphorylierung aktiviert werden
(NFxB-induzierende Kinase NIK ', MEKK! aus MAP3K-Familie *°). In jiingster Zeit
wurde IKKi entdeckt, die direkt durch TNFo und IL-1 induzierbar ist '®.

Verschiedenste Signaltransduktionen, deren Ablauf zumeist noch nicht bekannt ist, miinden
auf Hohe der IKKs in die Aktivierungskaskade des NFxB ein. Nach der Phosphorylierung
und Dissoziation von IkB wird das nun freie NFkB-Heterodimer dann {iber Strukturen des

Zytoskeletts in den Zellkern transportiert, und bindet mit seiner jeweiligen DNA-

Bindungsdoméne an kB-abhangige Promotoren, wodurch diese aktiviert werden.
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Die Aktivierung von NFkB fiihrt nicht zur Expression eines gleichbleibenden Repertoires an
Genen, vielmehr ist die Art der exprimierten Gene sowohl von der Art des aktivierten Homo-

oder Heterodimers und der aktivierenden Signalkaskade abhingig ' '°'2*°

. Derzeit geht man
davon aus, dass IKKoa Gene fiir strukturellen Umbau (remodeling) und IKKRB
inflammatorische Gene exprimiert '*'. Die Variabilitit sowohl in der Genexpression als auch
in den Mechanismen der Aktivierung laBt vermuten, dass nicht alle Zellen die gleichen

Aktivationsmuster  benutzen, sondern  differenzierte = Gewebe auf  bestimmte

Aktivierungskaskaden und kB-abhingige Gene spezialisiert sind '°.

1.5 CD18-Blockade und NFkB-Inhibition in der Reperfusion

In der hier vorliegenden Studie verglichen wir die Inhibition von NFxB in der subakuten
Phase der Reperfusion mit der Blockade der Leukozytenadhision in der akuten Phase der
Reperfusion beziiglich der funktionellen und strukturellen Auswirkungen auf das
reperfundierte Schweineherz. Zur Blockade der Leukozytenadhision verwendeten wir einen
CD18-Antikorper. Die Inhibition von NFkB erfolgte mittels Transfektion von Decoy-

Oligodesoxynukleotiden.

1.5.1 CD18-Blockade

Monoklonale anti-CD18-Antikdrper reduzieren im Tiermodell die Leukozyteninfiltration des

Myokards, verkleinern die Infarktgrofe *'*

und steigern den BlutfluB im reperfundierten
Myokard "' Die meisten Autoren beschreiben auch eine bessere Erhaltung der
linksventrikuldren Pumpfunktion durch Gabe eines CD18-Antikorpers in der Reperfusion
+112 Palazzo und Mitarbeiter konnten in vivo die InfarktgréBe nach 30 Minuten Ischimie und

120 Minuten Reperfusion von 45% des ischdmischen Areals bei der Wildtypmaus auf 19%

des ischdmischen Areals bei der CD18-Knock-out-Maus senken '**. Vergleichbare Ergebnisse
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beschreibt Arai flir anti-CD18-Antikérper anhand von Studien mit 90 Minuten Ischdmie und

48 Stunden Reperfusion am Hund *.

1.5.2 Decoy-Strategie

Zur Blockade von NFkB verwendeten wir in der hier vorliegenden Arbeit sense-
Oligodesoxynukleotide. Dieses auch Decoy-Strategie genannte Verfahren reicht zuriick auf
Zamecnik und Stephenson, die erstmals 1978 Oligodesoxynukleotide gegen die reverse

207 . . . .
. Sie konnten im infizierten

Transkriptase des Rous-Sarkoma-Virus einsetzten
Hithnerembryo die Aktivitdit der reversen Transkriptase um 99% reduzieren, ohne
zytotoxische Effekte zu beobachten. 1997 wendeten Sawa und Morishita erstmals die Decoy-
Strategie am Herzen an "°"**"*!. Sense-Oligodesoxynukleotide sind kurze DNA-Sequenzen,
die aufgrund ihrer Basenabfolge spezifisch bestimmte DNA-Bindungsproteine im Zytosol
binden konnen, bevor diese im Zellkern an chromosomale DNA binden und beispielsweise

als Transkriptionsfaktoren aktiv werden '’

. Sense-Oligodesoxynukleotide gegen NFkB
enthalten die Basensequenz von kB-bindenden Promotoren, binden aktiviertes NFkB und
blockieren auf diese Weise dessen transkriptionsaktivierende Wirkung.

Die Wirksamkeit von cis-Decoys gegen NFxB konnten wir in Vorversuchen in der EC-Kultur
nachweisen. Die Expression eines kB-abhidngigen Reportergens konnte unter TNFa-
Stimulation mittels NFkB-Decoys von >300% auf 125% des Ausgangswertes gesenkt werden
% Andere Autoren beschrieben nach Stimulation von HUVECs und Koronar-endothelzellen
von Ratten durch TNFa nach Gabe von NFkB-Decoys eine verringerte Produktion von IL-8,
IL-6 und SICAM (um 40%, 45%, bzw 50%) '**. Morishita und Mitarbeiter konnten die kB-
abhingige Reportergenexpression in HUVECs unter TNFa-Stimulation, dhnlich unseren

132

Vorversuchen, von 286% auf 155% mit NFxB-Decoys reduzieren °°. Im Rahmen der

gleichen Studie wurde die Wirkung von NFxB-Decoys in vivo am Rattenherz untersucht.
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Nach Ischdmie/Reperfusion konnten NFxB-Decoys die InfarktgroBe dosisabhéingig
signifikant reduzieren: unbehandelte Tiere zeigten eine InfarktgroBe von 29% des
ischdmischen Areals, nach Transfektion von 5uM, 10uM und 15uM NF«B-Decoy betrug die
InfarktgroBe 23%, 22% und 21% des Ischidmiegebiets. Scrambled-Decoys, also cis-
Oligonukleotide mit verdnderter non-sense-DNA-Sequenz konnten keine Verringerung der
InfarktgroBe gegeniiber den unbehandelten Tieren erreichen '*%. Andere in vivo-Versuche am
Rattenherz konnten zeigen, dass die Transfektion von NFxB-Decoys vor Ischdmie und
Reperfusion die linksventrikuldre Funktion des Herzens wihrend der Reperfusion beziiglich
der Parameter arterieller Mitteldruck und koronarer Blutflu$3 signifikant gegeniiber scrambled-
transfizierten Herzen verbessert. Gleichzeitig waren sowohl die Leukozyteninfiltration als

auch die IL-8-Produktion verringert >’

1.6 Fragestellungen

Folgende Fragestellungen wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht:
1. Hat die Blockade der subakuten Phase der Reperfusion mit NFxB-Decoys
benefizielle Effekte auf Myokardstruktur und —funktion?
2. Lassen sich durch die Kombination von CD18-Blockade und NF«xB-Inhibition

additive Effekte erzielen?
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2. Material

Im Folgenden ist bei gekauften Materialien der Hersteller jeweils in Klammern angegeben.
Wenn nicht anders beschrieben, wurden die Reagenzien bei Sigma, Taufkirchen, BRD
gekauft. Die verwendeten Verbrauchsmaterialien wie Punktionsnadeln, Katheter,
Elektrolytlosungen, Bestecke, Schleusen etc. entsprechen der Ausstattung des
Herzkatheterlabors des Universititsklinikums GroBhadern der LMU Miinchen zum Zeitpunkt
der Versuche und stammen somit mehrheitlich von Sarstedt, Niimbrecht, BRD. Die

verwendeten Katheter wurden von der Firma Cordis, Miami, USA bezogen.

2.1 Decoy-Oligodesoxynucleotide

In unseren Versuchen verwendeten wir Doppelstrang-Decoys mit folgenden Basensequenzen:

5 AGT TGA GGG GACTTT CCC AGG C3* und

5¢ GCC TGG GAA AGT CCC CTC AACT 3° (MWG, Ebersberg, BRD).
Als Kontrolle fiir die NFkB-inhibierenden Oligodesoxynukleotide wurden nonsense-
Oligodesoxynukleotide mit verdnderter (scrambled-) DNA-Sequenz appliziert. Die
nichtbindenden Kontroll-Oligodesoxynukleotide waren wie folgt konstruiert:

5¢TTG CCG TAC CTG ACT TAG CC 3¢ und

5 GGC TAA GTC AGG TAC GGC AA 3° (MWG, Ebersberg, BRD).
Die Decoys wurden bei MWG, Ebersberg, BRD gekauft. Wéhrend eines Versuchs wurden
insgesamt 75nmol der jeweiligen Oligodesoxynukleotid-sequenz von vendser Seite aus iiber 5
Minuten appliziert. Die Transfektion erfolgte mit Hilfe von selektiver, druckregulierter

Retroinfusion von Liposomen (s. 3.5).
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2.2 Liposomale Transfektion

Zur Transfektion der Oligodesoxynukleotide verwendeten wir den kommerziellen Effectene-
Liposomen-Kit von Qiagen (Hilden, BRD). Die Priparation der Vektoren erfolgte nach dem
in den  Herstellerangaben  enthaltenen  Protokoll. = Dabei  wurden  75nmol
Oligodesoxynukleotide in 8ml destilliertem Wasser gelost, 20ml EC-Puffer (Qiagen, Hilden,
BRD) hinzugefiigt und 2min geschiittelt. 800ul Enhancer (Qiagen, Hilden, BRD) wurden
dazupipettiert und nach Smin Inkubationszeit bei Raumtemperatur mit Iml Effectene (Qiagen,
Hilden, BRD) verschiittelt.

Zum Nachweis der Transfektion verwendeten wir bei 2 Tieren eine Oligodesoxynukleotid-
sequenz, die an ihrem 5°-Ende mit Digoxygenin beziechungsweise AMCA markiert war. An
das Digoxygenin war Rhodamin als Fluoreszenzfarbstoff gebunden. Die so markierten
Decoy-Oligodesoxynukleotide wurden ebenfalls bei MWG, Ebersberg, BRD gekauft. Die
Beurteilung der Transfektion erfolgte fluoreszenzmikroskopisch. Im Bereich der groBen
GefaBe (50-100um) stellten sich die Digoxygenin-markierten Decoys nach Transfektion ohne
tiberméBige Autofluoreszenz des Hintergrundes dar, im Bereich der kleinen Gefale (10-
20um) war die Autofluoreszenz im Rotbereich jedoch sehr hoch, sodass wir fiir die

Darstellung der Transfektion in diesem Bereich AMCA-markierte Decoys verwendeten.

2.3 Anti-CD18-Antikorper

Zur Inhibition der Leukozytenadhédsion an aktivierten Endothelzellen sind anti-CD18-

4, 184, 114 1.
. Fur das

Antikorper in anderen Tiermodellen bereits vielfach beschrieben worden
Schweinemodell wihlten wir IB4 (ATCC, Manassas, USA) als blockierenden anti-CD18-
Antikdrper. Die Bindung dieses Maus-anti-Mensch-Antikorpers an Zellen vom Schwein ist in

der Literatur beschrieben und in dieser Studie mittels Durchflulzytometrie nachvollzogen.

Als Kontrollantikorper diente der nicht-blockierende Antikorper 11H6 (ATCC, Manassas
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USA), der ebenfalls CD18-spezifisch ist. Auch fiir 11H6 konnte die Bindung von CDI18
durchfluBzytometrisch bestétigt werden.

Dazu entnahmen wir vor und nach Antikorperapplikation vendses Blut, zentrifugierten die
Leukozytenfraktion ab und applizierten einen FITC-markierten CD18-Kontrollantikorper
(DAKO, Heidelberg, Deutschland) zur Bindung an freie CD18-Molekiile. Abbildung 2 zeigt
exemplarisch bei einem Tier die Ergebnisse der Antikérperbindung zunichst eines Isotypen,
dann des Kontrollantikdrpers und schlieBlich der CD18-Antikorper 11H6 und 1B4. Sowohl
11H6 als auch IB4 konnten die Bindung des Kontrollantikorpers kompetitiv hemmen. Dies
bestdtigt die Bindung von 11H6 und IB4 an CD18.

Um die Bindung von IB4 an CD18 im Schweinemodell zu bestétigen und um in etwa eine
Vorstellung des Wirkkurvenverlaufs des Maus-anti-Mensch-Antikdrpers IB4 am Schwein zu
bekommen, bestimmten wir anhand eines exemplarischen Tieres die Bindung von IB4 an
CD18-Rezeptoren in vivo. Dazu wurden nach dem von uns verwendeten Protokoll 30mg IB4
systemisch intravends verabreicht, und dem Tier einmal direkt vor IB4-Injektion, eine halbe
Stunde nach Injektion und dann stiindlich {iber einen Zeitraum von vier Stunden
periphervends Blut abgenommen. Die Leukozyten wurden in der Zentrifuge aus dem
Entnahmeblut separiert und im Durchflulzytometer untersucht. Der Zeitverlauf des 1B4
wurde durchfluzytometrisch bestimmt durch die Verdringung des FITC-markierten
Kontrollantikorpers (DAKO, Heidelberg, Deutschland) von der CD18-Untereinheit der [32-
Integrine. 30 Minuten nach Injektion waren die CD18-Bindungsstellen nahezu vollstindig mit
IB4 abgesittigt (geringe Bindung des FITC-markierten CD18-Kontrollantikdrpers), im
weiteren Verlauf dissoziierte IB4 mehr und mehr ab (schrittweise zunehmende Bindung des
FITC-markierten CD18-Kontrollantikdrpers), und 4 Stunden nach Injektion waren 50% der
CD18-Bindungsstellen wieder frei (50% Bindung der Kontrollantikdrper)(Abbildung 3). Wir

konnten somit die Wirkung des Maus-anti-Mensch-Antikorpers IB4 am Schwein bestitigen
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und daher in unseren Versuchen von einer effektiven CD18-Blockade durch IB4 ausgehen.
Aufgrund dieses exemplarischen Versuchs gehen wir von einer Wirkdauer im Stundenbereich
aus.

11H6 und IB4 wurden je nach Protokoll wéihrend der Ischdmie {iber 20 Minuten systemisch
intravends in einer Menge von 30mg infundiert.

Da in der Literatur fiir IB4 blutdrucksenkende Wirkungen beschrieben sind '**, iiberwachten

wir wihrend der Versuche dauerhaft Blutdruck und Herzfrequenz.
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Abbildung 2. DurchfluBzytometrische Kontrolle der Bindung von IB4 und 11H6 an CD18
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3. Versuchsdurchfithrung und Protokolle

3.1 Gruppeneinteilung

Zur Bearbeitung der Fragestellungen arbeiteten wir mit Deutschen Landschweinen als
Grofitiermodell. In der vorliegenden Studie wurden die Versuchstiere einer von folgenden
Gruppen zugeordnet: 1. Kontrollgruppe ohne Wirkstoffapplikation. Wir infundierten 11H6, es
erfolgte keine Applikation von Decoys. 2. Applikation des blockierenden CD18-Antikorper
IB4 und scrambled-Decoys, 3. Applikation von NFkB-Decoys und 11H6, 4. Applikation von
IB4 und NFkB-Decoys. Bei allen Versuchsgruppen wurde nach 7 Tagen (je n=8) die
Reperfusion beendet und es wurden die postischdmischen Daten erhoben. In den Gruppen 1, 3

und 4 fiihrten wir zusdtzlich Versuche mit 24 Stunden Reperfusion durch (mit je n=5)

(Tabelle3).
1. Kontrollgruppe 2.1B4
Applikation von 11H6 Applikation von IB4 und scrambled-Decoys
n=8 fiir 7d, n=5 fiir 24h n=8 fiir 7d
3. NFkB 4. 1B4 und NFkB

Applikation von 11H6 und NFkB-Decoys Applikation von IB4 und NFkB-Decoys
n=38 fiir 7d, n=5 fiir 24h n=38 fiir 7d, n=5 fiir 24h

Tabelle 3. Gruppeneinteilung

Das Korpergewicht der Versuchstiere war in allen Gruppen vergleichbar und lag zwischen
20kg und 25kg.

Die Ausfallsrate am ersten Versuchstag betrug 27,5%, am zweiten Versuchstag konnten in
6% der Tiere aufgrund frithzeitigen Versterbens nicht alle Daten erhoben werden. Die
Ausfallsraten waren in den einzelnen Versuchsgruppen vergleichbar. In die Datenauswertung
und in die oben angegebenen Gruppenstirken gehen nur diejenigen Tiere ein, bei denen die
Versuche zu Ende gefiihrt werden und alle Daten erhoben werden konnten. Den hier
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aufgezeigten Daten liegen also Gruppenstidrken von n=8 (fiir 7d Reperfusion) bzw n=5 (fiir
24h Reperfusion) zugrunde, sofern nicht anders angegeben. Beim
fluoreszenzmikroskopischen Nachweis der Transfektion und beim Nachweis der NF«B-
Bindungsaktivitét fiihrten wir exemplarische Experimente durch. Wenn Tiere vor Beendigung
beider Versuchstage verstarben, wurden die bereits erhobenen Daten dieser Tiere nicht fiir die

Auswertung verwendet und werden daher in dieser Arbeit nicht aufgefiihrt.

3.2 Versuchs- und MeBprotokoll

Das Versuchsprotokoll umfafite zwei Eingriffe: am Tag 1 wurden zunéchst der endsystolische
linksventrikuldre Druck ESP, der linksventrikuldre enddiastolische Druck LVEDP sowie die
minimale und maximale Druckentwicklung iiber die Zeit dP/dtyaymin als praischdmische
Daten der linksventrikuliren Hdamodynamik erhoben. Es folgten 60 Minuten Ischémie,
wiahrend iiber 20 Minuten je nach Gruppe der Kontroll- oder der blockierende CD18-
Antikorper systemisch intravends infundiert wurde. In den letzten 5 Minuten Ischédmie
erfolgte die Transfektion der NFkB-Decoys oder der scrambled Decoys als Kontrolle
(Abbildung 4). Nach Beendigung der Narkose wurden die Tiere zuriick in den Tierstall
gebracht. Der zweite Eingriff erfolgte nach 24 Stunden beziehungsweise 7 Tagen. Zunéichst
wurden wieder die Messungen der linksventrikuldren Himodynamik durchgefiihrt, und somit
die Vergleichswerte nach Reperfusion bestimmt. Es folgte die Ermittlung der myokardialen
Segmentldngenverkiirzung als Parameter der regionalen Myokardfunktion (Sonomikrometrie)
und Explantation des Herzens zur Infarktgrofenbestimmung und Probengewinnung
(Abbildung 5). Angiographische Kontrollen zur Darstellung des Blut-/Perfusatflusses oder der
Lage der Katheter erfolgten mit lomeprol-Rontgenkontrastmittel (Iomeron® entspr. 350mg

Iod/ml, Alpana, Konstanz).
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Arterielle und Venose Schleuse

Baseline-Messungen LVP, LVEDP, dLVP

0 min
Lj Beginn der Ischédmie distal des 1.
S Diagonalastes der LAD
i Wihrend Ischdmie i.v. Infusion des Anti-
= CD18-Antikoroers IB4 (ie nach Gruooe)
© 55 min
f 60 min 5 Minuten SSR mit Liposomengabe

Ischédmie Ende, SSR Stop
Reperfusion

Abbildung 4. Schema des Versuchsprotokolls am Tag 1

Arterielle und Vendse Schleuse

Messung von Herzfrequenz, RR, ESP, LVEDP,
dP/dtmax, dP/dtmin

Mediane Sternotomie

Messung der lokalen Myokardfunktion mit und
ohne Pacing

Explantation, Herzanfarbung, Gewebeentnahme

v
Abbildung 5. Schema des Versuchsprotokolls am Tag 2

3.3. Narkose und Uberwachung

Die Tiere wurden an jedem Tag eines Versuchseingriffs niichtern gehalten.
Zur Einleitung der Narkose wurde das jeweilige Tier von den anderen in der gewohnten

Umgebung des Tierstalls getrennt. Zur Sedierung wurden 10 mg/kg KG Azaperon (Stresnil®,
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Janssen-Cilag, Neuss, BRD), 20 mg/kg KG Ketamin (Ketamin 50 Curamed, CuraMED
Pharma, Karlsruhe, BRD) und 0,5mg Atropinsulfat (Atropinsulfat Braun, B. Braun,
Melsungen, BRD) retroaurikulér in die Nackenmuskulatur injiziert. Das Tier wurde gewogen
und zur Weiterfilhrung der Narkose in den Versuchsraum gebracht. Wir sicherten einen
intravendsen Zugang iiber eine subkutane Ohrvene, und sedierten weiter mit 0,2-0,4mg/kg
KG Midazolam (Dormicum®, Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen, Schweiz) und 0,75
mg/kg KG Piritramid (Dipidolor®, Janssen Neuss, BRD) i.v. zur endotrachealen Intubation
mit einem 7,0mm oder 7,5mm Tubus. Das Tier wurde in Riickenlage fixiert und maschinell
beatmet (ServoVentilator 900B, Draeger, Liibeck, BRD). Zur Einstellung und Kontrolle des
notwendigen Atemminutenvolumens wurden in regelméfBigen Abstinden die Blutgase
gemessen. Folgende Margen wurden verwandt:

Arterieller pH 7,36-7,44

Arterieller pCO; 36-44 mmHg

Arterieller pO, 100-180 mmHg
Zur Kontrolle des Wasser- und Elektrolythaushalts wurden mit der arteriellen Blutgasanalyse
jeweils die Elektrolyte K*, Na', und Ca®" bestimmt und gegebenenfalls durch Anpassung des
Infusionsvolumens und Zugabe von fehlenden Elektrolytdquivalenten ad Infusionem in

folgenden Bereichen gehalten:

K* 4.5-5,5 mM
Ca*" 0,95-1,15 mM
Na* 138-150 mM.

Wihrend der Versuche wurde die Narkose durch Inhalation von Enflurane (Ethrane®, Abbott,
Wiesbaden, BRD), 0,8-1,5% Beimischung, und Lachgas, 50%-65% Beimischung wihrend

Sauerstoftbeatmung (35%-50%) aufrechterhalten.
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Jeder Versuch wurde iiberwacht durch permanentes EKG-Monitoring (Theracard 361d,
Siemens) und durch Ableitung der arteriellen Druckkurve {iber eine 9F-Schleuse in einer A.
carotis communis. Uber diese Schleuse wurde auch der Ballonkatheter zur Durchfiihrung der
Ischdmie und der Miller-tip-Katheter fiir die Messung der linksventrikuldren Himodynamik
in die LAD beziehungsweise in den linken Ventrikel eingefiihrt und Blut fiir die
Blutgasiiberwachung entnommen. Eine 11F-Schleuse in der V. jugularis externa diente als
Zugang fiir Infusionen und den Retroinfusionskatheter zur Transfektion der Decoys (s. unten).
Nach jedem Eingriff erhielt jedes Versuchstier als Infektionsprophylaxe eine intravendse
Antibiose mit 1g Ceftriaxon (Rocephin®, LaRoche). Bei allen Kathetermallnahmen erhielten
die Tiere eine Vollantikoagulation mit initial 400 IE Heparin pro kg Korpergewicht, und nach
jeder vollen Stunde einem Bolus von 5000 IE Heparin i.v.. In der Reperfusion wurde nicht
standardmiBig eine antiarrhythmische Medikation verabreicht, in Einzelfillen, wie zum
Beispiel bei Auftreten von Salven ventrikuldrer Extrasystolen, mit Magnesium ad Infusionem
durchgefiihrt. Nach einer halben Stunde Reperfusion wurden die Schleusen gezogen, die
Operationswunde chirurgisch verschlossen und das Tier bei ausreichender Spontanatmung

extubiert und in den Tierstall gebracht.

3.4 Durchfiihrung der Ischimie

Die Ischdmie wurde fiir 60 Minuten durchgefiihrt durch komplette Ballonokklusion der LAD
distal ihres ersten Diagonalasts. Wir verwendeten dazu einen PTCA-Angioplastiekatheter
(Viva, 2,5-3,0 * 12mm), der auf einen Druck von 4 atm inflatiert wurde. Das Sistieren des
Blutflusses stromabwérts vom PTCA-Ballon zeigte sich in einer Kontrollangiographie. Nach
60 Minuten Ischdmie wurde der PTCA-Ballon deflatiert und entfernt, die ungehinderte

Reperfusion des Stromgebiets der LAD angiographisch kontrolliert.
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3.5 Selektive druckregulierte synchronisierte Absaugung und Retroinfusion (SSR)

Die effektive und selektive Transfektion von Endothelzellen ist einer der mallgeblichen
Parameter bei der Decoy-Strategie. Um in situ nach Verschlul der Koronararterie eine
effektive und selektive liposomale Transfektion erreichen zu koénnen, applizierten wir das
Transfektat von vendser Seite in das ischdmische Myokardareal, mit Hilfe der
druckregulierten Retroinfusion.

Die Methode der selektiven druckregulierten synchronisierten Absaugung und Retroinfusion
(SSR) wurde von Boekstegers und Mitarbeitern entwickelt und 1990 erstmals vorgestellt .
Die SSR-Maschine wurde von Boekstegers et al. in Zusammenarbeit mit ProMed Technology
Consult, Modling, Osterreich konstruiert und von ProMed vertrieben. Die SSR-Katheter
wurden bei CLIMT Claassen industrie management trading GmbH, Graz, Osterreich
erworben.

Urspriinglich eine Alternative zur bis dahin bekannten synchronisierten Retroperfusion (SRP)
wurde die SSR entwickelt zur Myokardperfusion mit arteriellem Blut von vendser Seite bei
arterieller Stenose oder VerschluB im Rahmen beispielsweise von Hochrisiko-
Herzkatheterpatienten '° und zur Moglichkeit der retrograden Medikamentenapplikation '**.
Die Methode der SSR soll im Folgenden kurz beschrieben werden.

Ein 4lumiger, modifizierter Swan-Ganz-Katheter wird hierfiir in der AIV plaziert. Ein Lumen
dient dabei der Infusion, eines der Absaugung, das dritte der Druckmessung in der AIV und
das vierte der Ballonin-/deflation (s. Abbildung 6). Die Retroinfusion ist pulsatil und erfolgt
EKG-gesteuert in der Diastole. Mit Beginn der Retroinfusion wird zunichst die AIV durch
Balloninflation okkludiert. Bei jedem Zyklus wird zunédchst abgesaugt, sodass die AIV und
die erreichten Seitendste moglichst blut-/infusatfrei sind. Das Retroinfusat wird unter
kontinuierlicher Druckmessung infundiert, bis der zuvor ermittelte AIV-Verschlussdruck um

20mmHg tiberschritten wird. Wahrend der Systole wird dann das Retroinfusat abgesaugt, und
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der Zyklus beginnt von Neuem. Die Druckregulation des Gerits verhindert bei der Infusion
das Uberschreiten eines jeweils individuell ermittelten AIV-Maximaldrucks. Nach

Beendigung der Retroinfusion wird der Ballon wieder entblockt.

Infusion

Absaugung

Drucksensor

Abbildung 6. SSR-Katheter mit 3 endstédndigen Lumina plus Ballon

Zur Durchfithrung der Retroinfusion wurde der SSR-Katheter {iber die vendse 11F-Schleuse
in den vendsen Schenkel des Perfusionsgebietes der LAD plaziert. Zur korrekten Plazierung
des SSR-Kathers wurde zunéchst der Sinus coronarius mit einem 7F Cournand-Katheter unter
Rontgenkontrolle aufgesucht. Da beim Schwein, im Gegensatz zum Menschen, die V. azygos
in den Sinus coronarius miindet, mufite zunichst mit Hilfe von Kontrastmitteldarstellung in
der Angiographie der Abgang der V. coronaria sinistra von der Miindung der V. azygos
unterschieden werden. Darauthin wurde {iber den Fiihrungskatheter ein 18er Draht
(Roadrunner) in die Vena coronaria sinistra eingefiihrt und unter Rontgenkontrolle in die V.
interventricularis anterior (AIV) vorgeschoben. Nach Entfernen des Cournandkatheters
konnte dann der vierlumige SSR-Katheter liber den plazierten Draht in die AIV eingefiihrt
werden. Der SSR-Katheter war dann korrekt positioniert, wenn seine Spitze am Beginn des
interventrikuldren Verlaufs der AIV endete. Um eine vendse Stauung des myokardialen
Blutflusses durch den Katheter auszuschlieBen, wurde an eines der vier Lumina des SSR-

Katheters eine Druckmessung angeschlossen, an der eventuelle stauungsbedingte
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Drucksteigerungen abgelesen werden konnen. Als zusétzliche Absicherung wurde der Ballon
an der Spitze des SSR-Katheters fiir 30 Sekunden inflatiert, und die AIV somit gestaut. Stieg
der Druck bei Beginn der Stauung an und fiel nach Ablassen des Ballons wieder auf
Ausgangswerte zurlick, so konnte eine Beeintrdchtigung des Blutflusses ausgeschlossen
werden.

Wir iberpriiften die korrekte Lage des SSR-Katheters angiographisch mittels
Kontrastmittelinjektion direkt vor Beginn der Retroinfusion. Bei abgelassenem Ballon zeigte
sich eine schnelle Auswaschung des Kontrastmittels in orthograder Richtung, es stellten sich
AIV und vereinzelt erstgradige FEinmiindungen dar. Bei okkludierter AIV und
Kontrastmittelinjektion war kein orthograder BlutabfluB mehr nachweisbar. Im
Drainagegebiet der AIV waren kleine, distale Venen kontrastiert und die Verweildauer des
Kontrastmittels ist auf durchschnittlich 8-10 Sekunden angestiegen. Dieser Wert deckt sich
mit frilheren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe, die fiir die retrograde Injektion von
Kontrastmittel in ein ischdmisches Myokardareal bei verschlossenem SSR-Katheter eine
durchschnittliche Verweildauer von 9,5+ 2,5 Sekunden ergeben haben 17,

Fir die Versuche der vorliegenden Studie retroinfundierten wir gepulst mit 35
Infusionszyklen pro Minute. Der mittlere Infusiondruck wurde 20mmHg iiber dem
VerschluBdruck der AIV bei offener LAD eingestellt. Nach Beendigung der Retroinfusion
saugten wir iber 30 Sekunden das Perfusat aus der AIV ab.

In unseren Versuchen retroinfundierten wir am Ende der Ischdmie iiber 5 Minuten Liposomen
mit NFkB-blockierenden oder scrambled Decoys im Nebenschlul zur Retroinfusion von
37°C warmer, 0,9%iger Kochsalzlosung bei einem Perfusatfluf von 20ml/min. In der
Kontrollgruppe wurde die Retroinfusion von isotoner Kochsalzlosung auf gleiche Weise

durchgefiihrt, jedoch ohne Beimischung der Vektoren.
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Wihrend der Retroinfusion wurde der FluB3 in der AIV nochmals angiographisch kontrolliert.
Dazu injizierten wir einen Kontrastmittelbolus von 5ml in die Zuleitung des SSR-Katheters,
der mit dem Perfusat mittransportiert wurde. Angiographisch zeigte sich deutlich eine
Kontrastmittelsdule, die die AIV von distal nach proximal durchwanderte, und sich
schlieBlich in die Verzweigungen kleinerer Venen aufteilte. Orthograder Flul im vendsen

System der AIV war wihrend der Retroinfusion angiographisch nicht nachweisbar.

3.6 Regionale Myokardfunktion

Die Messung der regionalen Herzfunktion ist

geeignet, verschiedene Kontraktilititen an Diastole
unterschiedlichen Orten des Myokards

abzuleiten. In der vorliegenden Studie wurden

bei jedem Versuchtstier die unterschiedlichen MeBkristalle Systole

Kontraktilitdten im Bereich des Infarktareals,

Myokard

der ,,Area at risk und einer Kontrollregion
Abbildung 7. Sonomikrometrie: In der Systole

. . dh ich die Ult hallkristalle einander.
im Versorgungsbereich des Ramus et steidie Litraschalikristatio ciandet

circumflexus der linken Koronararterie gemessen. Die Bestimmung der regionalen
Myokardfunktion erfolgte mittels Sonomikrometrie ® (Hugo Sachs Elektronik-Harvard
Apparatus GmbH, March-Hugstetten, BRD). Diese Methode beruht auf der Messung von
Ultraschall-Laufzeiten im Myokard. Dazu werden zwei piezoelektrische Kristalle in das
Myokard implantiert, von denen eines mit einer Frequenz von 5SMHz Ultraschallimpulse
aussendet, das andere diese Impulse als Empfinger registriert und an das
Sonomikrometriegerit weiterleitet. Dieses berechnet anhand der Laufzeit zwischen Sender-
und Empféngersignal und der Schallgeschwindigkeit im Myokard (im Wasser) den Abstand

der beiden Kristalle zueinander und damit die aktuelle Segmentlinge des zwischen den
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Kristallen befindlichen Myokards. Zur Darstellung und Registrierung der Daten ist die
Sonomikrometrie mit einem Rechner verbunden. Die prozentuale Segmentlingenverkiirzung
wurde berechnet nach der Formel:
SS=(EDL-ESL)/EDL*100

SS: Segment shortening

EDL: enddiastolische Lénge

ESL: Endsystolische Lange.
Zur Implantation der Sonomikrometriekristalle unterzogen wir die Tiere einer medianen
Sternotomie mit Eréffnung des Pericards. Jedes Versuchstier erhielt vor Beginn der
Sternotomie 1ml Piritramid (Dipidolor®, Janssen, Neuss, BRD) zur Analgesie. Als néchstes
implantierten wir Sonomikrometriekristalle in den Herzmuskel. Die Kristallpaare wurden
nach standardisiertem Protokoll in das subendokardiale Myokard implantiert. Zur Messung
der Kontraktilitdit im Bereich der Area at risk implantierten wir ein Kristallpaar 1cm distal
und lcm lateral der LAD-Okklusion in der Wand des linken Ventrikels subendokardial. Die
Kontraktilitdt im Infarktbereich wurde subendokardial im linksventrikuldren Apexbereich
gemessen. Die Bestimmung der Kontraktilitdit eines nichtischdmischen und
nichtreperfundierten Kontrollbereichs erfolgte durch Implantation von
Sonomikrometriekristallen im Perfusionsgebiet des Ramus circumflexus, 3cm linkslateral des
Hauptstamms, 1cm unterhalb des RCX. Wir ermittelten die regionale Myokardfunktion bei
Eigenfrequenz und unter Schrittmacherstimulation bei Frequenzen von 100, 120 und 150
Schldgen pro Minute. Die Schrittmacherelektrode wurde dabei im rechten Atrium plaziert.
Die Datenerhebung begann 5 Minuten nach Kristallimplantation, die Herzfrequenz wurde

nach jeweils 30 Sekunden gesteigert.
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3.7 Linksventrikuldre Himodynamik

Wir bestimmten praischdmisch und nach dem Ende der Reperfusion mit Hilfe eines Miller-tip
Druckkatheters die Parameter linksventrikuldrer endsystolischer Druck (ESP),
linksventrikuldrer enddiastolischer Druck (LVEDP), maximales Druckgefille in der Diastole
dP/dtmin und maximaler Druckanstieg in der Systole dP/dTmax zur Charakterisierung der
Druckverhiltnisse des linken Ventrikels. Der Katheter wurde iiber die arterielle Schleuse in

den linken Ventrikel vorgeschoben.

3.8 InfarktgroBenbestimmung

Die Quantifizierung des linksventrikuldren Infarkts erfolgte durch post-mortem Farbung mit
Tetrazoliumrot-Vitalitits- und Methylenblau-Exklusionsfarbung. Dabei wurde zunichst in
situ die LAD in Hohe der Infarktokklusion mittels Umstechung gefal3t und iiber einen
Tourniquet zugezogen. Durch intraventrikuldre Injektion von 20ml Methylenblau wurde der
nichtischdmische Kontrollbereich angefarbt. 10 Herzaktionen nach Methylenblauinjektion
wurde das Herz durch intraventrikuldre Injektion von KCI arretiert und exzidiert. Wir
lockerten den Tourniquet und kaniilierten die LAD so, dass die Spitze einer Kaniile gerade
distal der Okklusion zum Liegen kam und ligierten das Gefal3 iiber der Kaniile an der Stelle
der Infarktokklusion. Unter permanenter Kontrolle des Injektionsdrucks injizierten wir
Tetrazoliumrot (150mg ad 15ml PBS) in den Bereich der Ischdmie/Reperfusion. Wir hielten
den Injektionsdruck innerhalb der Grenzen von 80mmHg bis 100mmHg, um eine artifizielle
Ausweitung der Area at risk zu vermeiden. Der Anteil der AAR, der sich nicht durch den
Vitalitdtsmarker Tetrazoliumrot farben lieB3, wurde zum avitalen Gewebe, also Infarktgewebe
gerechnet. Der prozentuale Anteil des Infarkts an der AAR wurde als quantitativer Parameter

fiir das Ausmal des Ischdmie/Reperfusionsschadens verwendet.
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AnschlieBend wurde das Herz vom Apex ausgehend in vier Icm dicke Scheiben geschnitten.
Wir photographierten die jeweils proximale Schnittfliche mit einer Digitalkamera und
werteten die Bilder computerunterstiitzt aus (SigmaScan). Dabei wurde jeweils die Grof3e der
angeschnittenen Infarktflache, die Groe der AAR, und die GroBe des Kontrollgebiets
bestimmt und zueinander in Verhiltnis gesetzt.

Um mogliche Unschirfen der Messung zu erfassen, setzten wir zu Beginn der
InfarktgroBenauswertung die ermittelte Fliche der Area at Risk zur ermittelten Flache des
gesamten linken Ventrikels ins Verhéltnis. Dabei fanden wir zwischen den Versuchsgruppen

keinen Unterschied des prozentualen Anteils der Area at Risk am linken Ventrikel (s. 4.7).

3.9 DNA-Bindungskapazitit von NFxB

Wir untersuchten die DNA-Bindungsfahigkeit von NFkB nach Transfektion mit Decoys im
Vergleich zur nichttransfizierten Kontrolle nach einer Stunde, 24 Stunden und nach 7 Tagen
Reperfusion im electrophoretic mobility shift assay (EMSA) an jeweils einem exemplarischen
Tier. Wir orientierten uns dabei am von Schreck und Baeuerle verwendeten Protokoll '*.
Gewebeproben von circa 200mg werden dabei fiir 20 Minuten mit einem Triton X 100
Lysepuffer (Merck, Darmstadt, BRD) auf Eis inkubiert. Die Abtrennung nichtlytischer
Strukturproteine erfolgt durch Filterung des Lysats durch eine Polyamid-Gaze mit einer
Porengrofle von 100um. Zur Differenzierung der Kernfraktion von der Zytosolfraktion wird
das Filtrat zentrifugiert. Als Bezugsgrofe fir die absolute NFxB-Aktivitit dient die
Proteinmenge im Zytosol bzw. im Zellkern, die aus der Zell- bzw. Kernphase nach
Zentrifugation mit dem PIERCE-Proteinkit (Pierce, Rockford, Illinois, USA) bestimmt wird.
Insgesamt wird das Volumenidquivalent von 10pg Protein aus der Zell- und Kernphase

abpipettiert und geshiftet. Als DNA-Sonde fiir NFkB (MWG Ebersberg, BRD) diente uns die

von Schreck und Béuerle 1994 beschriebene Konsensussequenz des kB-Promotors '*°. Pro
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Shift verwendeten wir 0,4nmol doppelstringige DNA, an deren Ende ein 32P-y-ATP mit einer
Polymerase angefiigt wurde. Die Elektrophorese lauft fiir 2 Stunden bei 250V in einem
Polyacrylamidgel. Die DNA-Bindung wird nach 4 Stunden Belichtung densitometrisch
ausgewertet.

Zur Kontrolle der Spezifitit liberpriiften wir bei jeder Elektrophorese die Bindung der DNA-
Sonde fiir NFkB in Kompetition mit einer nicht markierten Sonde (spezifische Kompetition)
(MWG, Ebersberg, BRD) und einer Sonde, bei der die Basensequenz von NFkB verdndert

wurde (unspezifische Kompetition) (MWG, Ebersberg, BRD).

3.10. Untersuchung der Leukozyteninfiltration

Als einfach untersuchbaren Marker der leukozytdren Infiltration stellten Bradley et al 1982
die Myeloperoxidase vor *'. Diese Oxidoreduktase ist Teil der unspezifischen Abwehr von
granulozytdren Leukozyten und Monozyten bei Sédugetieren. Unsere MeBmethode der
Myeloperoxidase geht auf Beschreibungen von Xia und Zweier (1997) zuriick 2. Nach
Erstellen einer Standardkurve aus Blut und Bestimmung des Leerwerts des Gewebelysats
wurde die Myeloperoxidaseaktivitit im Infarktareal und im postischdmischen, nicht
infarzierten Areal bestimmt. Tiefgefrorene Myokardproben wurden zunichst pulverisiert,
aufgetaut, und in 3ml 50mM Kaliumphosphatpuffer (pH=6,0) mit 0,5% Hexadecyltrimethyl-
ammoniumbromid (HTAB, Sigma, Deisenhofen, BRD) suspendiert und homogenisiert. Nach
dreimaligem Ultraschallbad, Einfrieren und Wiederauftauen wurde die Suspension bei 4000g
ultrazentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. Die Indikatorreaktion wurde mit 0,1ml
Probensuspension durchgefiihrt und gestartet nach Zugabe von 2,9ml 50mM Phosphatpuffer
mit 0,53mM O-Dianisidine und 0,15mM H,0O,. Die Myeloperoxidaseaktivitit wurde

spektrophoretisch bestimmt bei 460nm.
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3.11. Apoptosemessung

Um den EinfluB der Apoptose auf unsere Ergebnisse zu untersuchen, erfafiten wir die
Apoptoserate im Bereich der Area at risk und des Infarkts histologisch mit Hilfe der TUNEL-
Farbung und computerunterstiitzter Auswertung (KS 400 Software, Zeiss, Oberkocken,
BRD).
Sum dicke Schnitte wurden zundchst mit 4%igem Paraformaldehyd fixiert und fiir 15
Minuten in 1%igem H,O; inkubiert. Zur Markierung der freien DNA-Enden inkubierten wir
die Schnitte mit terminaler Transferase (LaRoche, Mannheim, BRD) und biotinmarkiertem
TdT-Mix (LaRoche, Mannheim, BRD) fiir 30 Minuten. Die alkalische Phosphatase wurde in
einstiindiger Inkubation {iber eine Avidin-Biotin-Bindung an die biotinmarkierten DNA-
Enden angehingt (DAKO, California, USA). Die Féarbung der apoptotischen Kerne erfolgte
mit Fuchsin-Farbelosung (Fuchsin-Substrat-Chromogen, DAKO, California, USA) iiber 5
Minuten, die nichtapoptotischen Kerne wurden mit Hdmatoxylin (Merck, Mannheim, BRD)
gegengefarbt.
Wir untersuchten die Apoptoserate bei 4 Tieren der Kontrollgruppe und 7 Tieren der
kombiniert behandelten Tiere nach 7 Tagen Reperfusion, bei weiteren 4 Tieren je der
Kontroll- und kombiniert behandelten Gruppe nach 24 Stunden Reperfusion jeweils im
Bereich des Infarkts, der Area at Risk und des Kontrollgebiets. Im Durchschnitt wurden pro
Bereich und Tier etwa 2500 Kerne ausgezdhlt. Die Anzahl der blauen Kerne ermittelte die
Software automatisch. Dafiir programmierten wir ein Makro, dessen korrekte Funktion in
Vorversuchen {iberpriift wurde.  Die apoptotischen Kerne wurden von denselben
Gesichtsfeldern per Hand nachgezéhlt. Das Arbeitsprinzips des Makros soll hier in Kiirze
beschrieben werden:

1. Vor jeder Sitzung wird zum Ausgleich beleuchtungsbedingter Farbdifferenzen ein

Weillabgleich durchgefiihrt.
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2. Jedes Gesichtsfeld wird automatisch auf eine standardisierte, mittlere Helligkeit
von 180 (auf einer Skala von 0 bis 255) eingestellt.

3. Bereiche unterschiedlicher Hintergrundausleuchtung oder Zytoplasmadichte
(durch ungleichméBige Belichtung, Farbung oder Schnittdicke) werden auf gleiche
Helligkeit gebracht.

4. Das hinsichtlich Farbskala, Helligkeit und Ausleuchtung standardisierte Bild wird
als Basis der Auswertung gespeichert.

5. Das Standardbild wird mit sich selbst addiert, sodass der Kontrast zwischen
Kernen und Zytoplasma verstirkt wird, und nur noch Kerne und besonders dunkle
Zytoplasmastellen sichtbar sind.

6. Rot- und Blauanteil des Bildes werden einzeln extrahiert und verstiarkt, und der
Rotanteil vom Blauanteil subtrahiert, sodass die roten Kerne nicht mitgezéhlt
werden.

7. Als blauer Kern wird akzeptiert, was eine Férbeintensitit von mindestens 60 (auf
einer Skala von 0 bis 255), eine Fliche von mindestens 30 Pixeln und ein

Verhéltnis von grofitem zu kleinstem Durchmesser von mindestens 0,2 aufweist.

3.12.Statistische Auswertung

Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert £SEM (standard error of mean). Die statistische
Analyse erfolgte mittels einfacher Varianzanalyse (ANOVA). Wenn hierbei ein signifikanter
Effekt erreicht wurde, filhrten wir zwischen den Gruppen zum Vergleich Student-Newman-

Keul’s-Tests durch (SPSS Statistik Programm). Das Signifikanzniveau betrigt P<0,05.
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4. Ergebnisse

4.1 Monitoring wahrend Infarkt und friiher Reperfusion

Wahrend der Versuche wurde der systolische arterielle Blutdruck kontinuierlich Gber die A.
carotis communis gemessen und Uberwacht. Die Herzfrequenzen wurden am EKG abgelesen.
Die durchschnittlichen Veranderungen der Herzfrequenz und des Blutdrucks aller
Versuchsgruppen wahrend des ersten Versuchstags sind in Abbildung 8 zusammengestelit.
Die Zeit (in Minuten) bezeichnet die Dauer der Ischamie (0 bis 60 Minuten) und die Dauer
der Reperfusion (60 bis 25 Minuten).

Man erkennt einen Kkontinuierlichen Blutdruckabfall mit Beginn der Ischdmie wvon
durchschnittlich 94,5mmHg auf 80,7mmHg. Wéhrend der Dauer der Ischamie blieb hingegen
die Herzfrequenz relativ konstant und zeigte erst gegen Ende der Ischdmie einen Trend zu
hoheren Pulsfrequenzen (89,5bpm bei Ischdmiebeginn, 95,8bpm nach 60 Minuten Ischamie).
Mit Einsetzen der Reperfusion stieg die Herzfrequenz sprunghaft an von 95,8bpm auf
117,1bpm nach 2 Minuten Reperfusion und erreichte ein Maximum von 124,4bpm nach 5
Minuten Reperfusion. Im EKG waren bei allen Tieren wahrend der ersten Minuten der
Reperfusionsphase tachykarde Rhythmusstdrungen zu erkennen. Minimale systolische
Drucke von durchschnittlich 78,6 mmHg waren nach 2 Minuten Reperfusion erreicht. Die
postischdamische Druckkurve zeigte bei jedem Versuchstier starke rhythmusbedingte
Schwankungen.

Fur IB4 sind blutdrucksenkende Nebenwirkungen beschrieben, die wir aus
Vergleichbarkeitsgriinden bei der Datenerhebung vermeiden wollten. Aus diesem Grunde
infundierten wir den Antikorper langsam Uber insgesamt 20 Minuten wahrend der Ischamie.
Abbildung 9 zeigt den Verlauf der Herzfrequenz und der Blutdrucke in Abhé&ngigkeit der

Applikation von IB4. Die Darstellung sowohl der Drucke als auch der Herzfrequenz zeigt
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keine IB4-bedingten Verdnderungen hinsichtlich dieser beiden Parameter, sodass
hamodynamische Nebenwirkungen des Antikorpers bei der Datenerhebung ausgeschlossen

werden kdnnen.

RR und HF in Ischamie/Reperfusion

130

60

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 2 5 7 10 15 20 25

—5-RR —a—HF

Abbildung 8. x-Achse: Zeit (min) Ischdmie. Ab 60min Zeit (min)
Reperfusion. y-Achse: RR in mmHg/HF in bpm.

RR und HF der Gruppen mit bzw. ohne IB4
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Abbildung 9. x-Achse: Zeit (min) Ischdmie. Ab 60min Zeit (min)
Reperfusion. y-Achse: RR in mmHg/HF in bpm.
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4.2 Hamodynamik vor Ischdmie und nach 7 Tagen Reperfusion

Beziglich der Herzfrequenz und des LVEDPs konnten wir in den einzelnen Gruppen nach 7
Tagen Reperfusion keine Verdnderung im Vergleich zur prdischamischen Messung
feststellen. Wahrend der endsystolische linksventrikuldre Druck in der Kontrollgruppe nach
der Reperfusion deutlich gemindert war, blieb er in den anderen Gruppen gegeniber der
praischdmischen Messung konstant. Eine vergleichbare Entwicklung zeigt die maximale
systolische Druckentwicklung dP/dtma. In  der Kontrollgruppe fiel die systolische
Druckentwicklung nach 7 Tagen Reperfusion deutlich ab, in den behandelten Gruppen
zeigten sich keine signifikante Verénderung der linksventrikuldren Druckentwicklung.
Ahnlich der maximalen Drucksteigerung in der Systole erkennt man bei der
linksventrikuldren diastolischen Druckminderung in der Kontrollgruppe einen Trend zu
geringerem diastolischen Druckgefélle nach der Reperfusion im Vergleich zum Vorwert

(Tabelle 4).

4.3 Transfektion der NFkB-Decoys

Ziel der Transfektion waren in unseren Versuchen die Endothelzellen der Venen und
(postkapillaren) Venolen im Bereich der AAR. Es stellte sich die Frage, ob mittels
Retroinfusion in die distale AIV Endothelzellen der mikrovaskuldren Strombahn erreicht und
erfolgreich transfiziert werden konnen. Ferner sollte (berpriift werden, ob neben
Endothelzellen mdglicherweise auch Kardiomyozyten oder Stromazellen, die nicht Ziel der
Transfektion sind, mittransfiziert wurden. Daher verwendeten wir bei 2 exemplarischen
Tieren mit Digoxygenin-Rhodamin bzw mit AMCA markierte Decoys (MWG, Ebersberg,
BRD) und untersuchten Schnitte aus der AAR und einem nichttransfizierten Kontrollareal
fluoreszenzmikroskopisch nach 24 Stunden. Abbildung 10 zeigt représentative Schnitte.

Abbildung 10a zeigt etwa 12-20um groRe GefaBe im Bereich der AAR im Querschnitt.
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GroRere GefaRe (50-100pum) der AAR sind in Abbildung 10b ldngs geschnitten dargestellt.
Man erkennt eine deutliche, relativ homogene Transfektion der Endothelien nach 24 Stunden
im bereich kleiner und prékapillarer Venolen. Im nicht retroinfundierten Kontrollgebiet
erkennt man fluoreszenzmikroskopisch leichte Hintergrundaktivitat, jedoch keine
Transfektion (Abbildung 10c,d). Transfizierte Herzmuskelzellen oder interstitielle Zellen
stellen sich nicht dar. Wie unter 2.2. beschrieben, war bei hoher VergroRerung die
Autofluoreszenz nach Digoxygenin-Rhodamin-Farbung stark, sodass wir zur Beurteilung der

kleineren GefalRe AMCA-markierte Decoys verwendeten.

Abbildung 10a-d. AMCA- (a) bzw. Digoxygenin-Rhodamin- (b,c,d)
markierte Decoys im Bereich der AAR (a,b) bzw. im nichtischdmischen
Kontrollareal (c,d) nach 24h Reperfusion. Man erkennt deutliche Trans-
fektion der grofRen und kleinen GefaRe im Bereich der AAR (a,b), nicht
iedoch im nichttransfizierten Kontrollareal (c.d).

37



Herzfrequenz |ESP LVEDP dP/dt max dP/dt min

pra 7d pra 7d pra 7d Pra 7d pra 7d
Kontrolle 73+4 | 78+3 | 83+3 | 72+3*|11,8+0,8|13,4+0,6 | 928+64 | 825+53* | -1012+97 | -750+79
1B4 66+4 | 65+5 | 80+2 | 80+3 |11,8+0,6|12,5+1,2| 918+71 | 869+79 | -971+45 | -872+63
Decoys T4+7 | 7143 | 7744 | 76+4 |10,1+1,0|11,0+0,8| 854+63 | 901+40 | -926+69 | -863+54
IB4+Decoys | 755 | 71+3 | 80+4 | 80+2 |13,7+0,8|14,0+0,7 | 1006+89 | 1072+81 | -1108+73 |-1020+108

Tabelle 4. Hdmodynamik vor (prd) und 7 Tage nach (7d) Ischdmie und Reperfusion. *=p<0,05 gegeniber pra

4.4 DNA-Bindungskapazitat von NFkB nach Decoy-Transfektion

Sowohl im infarzierten Gebiet als auch in der Area at risk konnte die kombinierte Therapie
mit 1B4 und NFkB-Decoys die DNA-Bindungskapazitdit von NFkB bis mindestens 24
Stunden nach Beginn der Reperfusion reduzieren. Nach einer Stunde Reperfusion zeigte sich
in der Area at risk und im Infarktbereich eine Zunahme der NFxB-Aktivitat auf das 2,5fache
des Kontrollareals. Diese konnte durch die Behandlung mit NFkB-Decoys und I1B4 nahezu
vollstandig verhindert werden. Nach 24 Stunden Reperfusion war im Infarktgebiet der
unbehandelten Tiere die durchschnittliche NFxB-Aktivitdt 9,7fach so groB wie im
nichtischamischen Kontrollareal nach 24 Stunden Reperfusion und lieR sich durch IB4 und
NF«B-Decoys auf eine 5,4fache Aktivitatssteigerung reduzieren. In der AAR konnte nach 24
Stunden Reperfusion der gleiche Effekt beobachtet werden: in der Kontrollgruppe war die
NFxB-Bindungsaktivitat dasl13,6fache, in der behandelten Gruppe das 7,8fache der
nichtischamischen Kontrolle.

Nach 7 Tagen Reperfusion ist die NFkB-Bindungsaktivitat wieder auf das 2,3fache (Infarkt)
beziehungsweise 1,9fache (Area at risk) zurlickgegangen.

Diese Daten wurden exemplarisch anhand jeweils eines Tieres erhoben.
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Abbildung 11. DNA-Bindungsaktivitat von NFkB nach kombinierter Therapie
und bei nichtbehandelten Kontrolltieren. Werte als représentativer Verlauf von
von n=3 (n=1 pro Gruppe) Experimenten.

4.5 Leukozyteninfiltration

Die Ergebnisse des Myeloperoxidaseassays (Abbildung 12 und 13) zeigen eine deutliche
leukozytére Infiltration des Myokards nach 24 Stunden Reperfusion, die im Infarktareal auch
noch nach 7 Tagen nachweisbar ist. Nach 24 Stunden Reperfusion konnten NFxB-Decoys
alleine und in Kombination mit 1B4 die Leukozyteninfiltration gegeniiber der unbehandelten
Gruppe verringern, wobei die kombinierte Therapie einen deutlicheren Effekt zeigte als
NFkB-Blockade alleine. Nach 7 Tagen Reperfusion ist die Leukozyteninfiltration im
Infarktbereich gegeniiber den Daten nach 24 Stunden Reperfusion signifikant
zurlickgegangen, gegentber der nichtischd&mischen Kontrolle aber noch deutlich vorhanden.

Alleinige NFxB-Blockade zeigte noch nach 7 Tagen Reperfusion gegenuber der
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unbehandelten Kontrolle einen Trend zu geringerer leukozytarer Infiltration, das Signifikanz-
niveau wird mit der kombinierten Therapie erreicht.

Im Bereich der Area at risk zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der
Leukozyteninfiltration zwischen den verschiedenen Gruppen oder zwischen den Zeitpunkten

der jeweiligen Messung.

4.6 InfarktgroRe

Wir betrachteten in unseren Experimenten die InfarktgréRe in Prozent des postischdmischen
Gebiets nach 24 Stunden und nach 7 Tagen Reperfusion. Die Daten wurden ermittelt als
arithmetisches Mittel der InfarktgroBen von 4 aufeinanderfolgenden Transversalschnitten
eines jeweiligen Herzens. Die Ausdehnung der Area at risk im Verhéltnis zum gesamten
linken Ventrikel war in allen Versuchsgruppen vergleichbar (Abbildungen 15, 17). In der
Kontrollgruppe betrug die InfarktgroRe nach 24 Stunden Reperfusion 58+5% der Area at risk.
Die InfarktgroRe sank auf 38+5% nach alleiniger Decoyapplikation. Bei den kombiniert
behandelten Tieren erkennt man einen Trend zu weiter reduzierten InfarktgréRen, gegeniber
alleiniger NFkB-Blockade konnte jedoch durch zusatzliche Gabe von 1B4 kein signifikanter
Unterschied erreicht werden (33+3%) (Abbildung 14).

Auch nach 7 Tagen Reperfusion war die GroRRe der Area at risk im Verhaltnis zum gesamten
linken Ventrikel in allen Gruppen vergleichbar (Abbildung 17). Die Kontrolltiere zeigten eine
Infarktausdehnung von 49+5%. Interessanterweise konnten die beiden Einzeltherapien IB4
alleine und NFxB-Decoys alleine die InfarktgroRe auf vergleichbare Werte verringern
(36+3% NFxB-Blockade, 37+4% IB4) (Abbildung 16). Im Gegensatz zu den Messungen
nach 24 Stunden Reperfusion zeigten sich nach 7 Tagen Reperfusion additive Effekte der

beiden Einzeltherapien: die Kombination von NFkB-Blockade und CD18-Inhibition mit 1B4
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konnte die InfarktgrélRe verglichen mit beiden Einzeltherapien signifikant auf 26+2%

verringern (Abbildung 16).
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Abbildung 12. PMN-Infiltration pro mg Gewebe in der Area at risk
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Abbildung 13. PMN-Infiltration pro mg Gewebe im Infarktbereich
* - p<0,05 gegeniiber nichtischdmischer Kontrolle

# - p<0,05 gegenuber Kontrolle 24 Stunden

+ - p<0,05 gegeniiber 24 Stunden Reperfusion derselben Gruppe

§ - p<0,05 gegeniiber Kontrollen nach 7 Tagen Reperfusion

41



Infarkt/AAR (%)
w b O
o O O

RN
o O

0

Kontrolle

NF kB ODN

NF kB ODN + IB4

Abbildung 14. Verhaltnis von Infarktgroe zur GroRe der Area at risk (AAR) nach 24 Stunden
Reperfusion. Die Werte wurden gemittelt aus den Daten von 4 aufeinanderfolgenden
Transversalschnitten. n=9 pro Gruppe. # signifikant gegentber nichtbehandelter Kontrolle
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Abbildung 15. Grolie der Area at risk (AAR) nach Anfarbung mit Tetrazoliumrot im
Verhéltnis zum gesamten linken Ventrikel nach 24 Stunden Reperfusion. n=9 pro Gruppe.
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Abbildung 16. Verhaltnis von Infarktgréie zur GroRe der Area at risk (AAR) nach 7 Tagen
Reperfusion. Die Werte wurden gemittelt aus den Daten von 4 aufeinanderfolgenden
Transversalschnitten. # signifikant gegeniiber nichtbehandelter Kontrolle. * signifikant
gegeniber Einzeltherapie.
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Abbildung 17. GroRe der Area at risk (AAR) nach Anférbung mit Tetrazoliumrot im
Verhdltnis zum gesamten linken Ventrikel nach 7 Tagen Reperfusion.
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Abbildung 18. Infarktgrofien im Verhéltnis zur Area at risk (AAR) im Verlauf von apikal in

Richtung basal.
Abbildung 18 ergibt AufschluB tber die InfarktgroRen in den einzelnen Scheiben. Scheibe 4
liegt direkt distal der Okklusion wéhrend des Infarkts und ist die Scheibe, die von allen am
néchsten an der Herzbasis liegt. Alle Angaben beziehen sich wieder auf die in jeder
Schnittebene ermittelte Area at risk und sind in Prozent angegeben. Unabhdngig von der
Versuchsgruppe zeigt sich eine VergrolRerung des infarzierten Gebietes im Verlauf von
Scheibe 4 in Richtung Apex. Dieser Befund entspricht dem anatomischen Versorgungsgebiet

der Koronararterien.

4.7 Regionale Myokardfunktion

Bei der Beurteilung der regionalen Myokardfunktion wurden die sonomikrometrisch
bestimmten Segmentlangenverkirzungen des Infarktgebiets und der Area at risk jeweils zu
einem nichtischamischen Kontrollareal ins Verhaltnis gesetzt. Die Ergebnisse sind jeweils in
Prozent angegeben. Abbildung 19 zeigt zunéchst die myokardiale Segmentverkiirzung aus der

nichtinfarzierten Area at risk nach 7 Tagen Reperfusion. Bei Eigenfrequenz erkennt man
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keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen, jedoch féllt die
Kontraktilitdt in der Kontrollgruppe ab einer Herzfrequenz von 120 bpm stark ab,
wohingegen die Tiere mit Kombinationstherapie bei einer Herzfrequenz von 150 noch 94%
der Kontraktion beibehalten konnten (signifikant gegenlber der Kontrolle). In der
Kontrollgruppe nimmt die Kontraktilitdit im Verlauf der Frequenzsteigerung von
Eigenfrequenz auf 150bpm um insgesamt 29% ab, in der kombiniert behandelten Gruppe
blieb die Kontraktilitdt bei 150bpm unverdndert gegeniiber derjenigen bei Eigenfrequenz.
Dies deutet darauf hin, daB sich die behandelten Tiere eine Funktionsreserve erhalten
konnten, die bei den nichtbehandelten Tieren stark reduziert ist. Die Einzeltherapien mit 1B4
oder Decoy alleine bewegen sich bezuglich der Kontraktilitat im Bereich der AAR im
Mittelfeld.

Im Infarktgebiet (Abbildung 20) ist die Kontraktilitat in jeder Gruppe gegenuber der Area at
risk um mehr als 50% gesunken. Wahrend die kombinierte Blockade von CD18 und NF«B
bei Eigenfrequenz 44,4% der Kontraktilitat erhalten konnte, waren es ohne Therapie nur
22,5%. Man erkennt, dafl die Kontraktilitit in der Kontrollgruppe bei zunehmender
Herzfrequenz stark absinkt, und bei Frequenzen von 150 bpm in systolische
Segmentverlangerung Ubergeht. Dieses sogenannte bulging ist ein bekanntes Phdnomen
infarzierten Gewebes und kommt zustande durch den ansteigenden intraventrikuldren Druck
und die Kontraktion des benachbarten Gewebes. Es ist Ausdruck einer passiven
Gefligedilatation ~ und  steht  moglicherweise  in  Zusammenhang  mit  der
Ventrikelaneurysmabildung nach Infarkt. In den behandelten Gruppen konnte das bulging
nicht beobachtet werden. Bei Zunahme der Herzfrequenz von Eigenfrequenz auf 150 bpm
sank die Kontraktilitat in der Kontrollgruppe somit um insgesamt 116%, in der kombiniert

behandelten Gruppe um 27,5%.
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Abbildung 19. Regionale Myokardfunktion in der Area at risk. * signifikant
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Abbildung 20. Regionale Myokardfunktion im Infarkt. n=5 pro Gruppe.
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4.8 Apoptose

Um einerseits die Beteiligung des programmierten Zelltods an der Reperfusion darzustellen
und andererseits die Auswirkungen der NFkB-Decoys auf die Apoptoserate zu ermitteln,
fihrten wir, wie bereits beschrieben, im Infarktbereich und in der Area at risk nach 24
Stunden und nach 7 Tagen Reperfusion eine TUNEL-Farbung durch. Die Daten zeigen, dass
NF«B-Decoys im Gegensatz zu manchen Beschreibungen anderer Autoren weder im Infarkt
noch im vitalen postischdmischen Gewebe nach 24 Stunden oder 7 Tagen Reperfusion die
Apoptoserate erhéhen. Interessanterweise konnte die Applikation von NFkB-Decoys nach 24
Stunden Reperfusion die Anzahl der apoptotischen Zellen sowohl im Infarkt als auch in der
Area at risk signifikant reduzieren, dieser antiapoptotische Effekt der Behandlung laRt sich

nach 7 Tagen Reperfusion nicht mehr nachweisen.
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Abbildung 21. TUNEL-positive Zellen in Gewebeproben nach Behandlung mit Decoys und 1B4 verglichen mit
nichtbehandelten Kontrollen. # signifikant gegenliber Kontrolle desselben Zeitraums.

47



5. Diskussion

5.1.Auswahl des Tiermodells

Zur Bearbeitung der Fragestellungen wahlten wir ein in-vivo Schweinemodell, das wir dem
haufig verwendeten Hundemodell aus folgenden Griinden vorzogen.

Die Anatomie und GefaBstruktur vom Schweineherz weist eine groRere Ahnlichkeit zum
Menschen auf als beispielsweise die des Hundeherzens. Ein wesentlicher Parameter dabei ist
das AusmaR der arteriellen Kollateralisierung, das besonderen EinfluR auf die Uberlebens-

133,45,192

und Funktionsfahigkeit des Myokards bei regionaler Ischamie hat und somit bei

Versuchen der Ischamie/Reperfusion eine wichtige Rolle spielt *. Schweineherzen sind im

48,133,45

Vergleich zu Hundeherzen nur geringgradig kollateralisiert Bei komplettem

VerschluB einer Koronararterie verbleibt beim Schwein und beim Mensch ein kollateraler
RestblutfluR von etwa 1,5%, im Gegensatz zu bis zu 37% beim Hundeherz 6719154128 pja
Kollateralperfusion beim Hund ist im Ischdmiegebiet nicht homogen verteilt, sondern
vorwiegend im Randbereich und in subepikardialen Myokardschichten. Dies fihrt
morphologisch zu subendokardialen Infarkten mit Inseln intakter Myozyten und
unregelmaRiger Begrenzung des Infarkts, im Gegensatz zu transmuralen, klar begrenzten
Infarktgebieten im Schweinemodel] 196454128,

In Vergleichsstudien zwischen Hund und Schwein zeigte Schweinemyokard nach zwei
Stunden Ischamie und 5 Stunden Reperfusion eine relativ gut abgrenzbare, homogene,
transmurale und erhebliche Infarktzone, wéhrend Hunde subendokardiale Infarkzonen mit
geringer Ausdehnung aufwiesen . Beim Schwein zeigen sich Myokardnekrosen bereits

nach 45-90 Minuten Ischamie 3912845

, wohingegen die Zeitspanne bis zum nekrotischen
Zelltod beim Hund etwa 3-6 Stunden betragt “>'%. Diese hohere Ischamieempfindlichkeit des

Schweins verringert das Risiko, aufgrund schwacher oder wechselnder Starke der Ischdmie
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falsche Ergebnisse zu erhalten. In Studien zum Vergleich verschiedener Tiermodelle konnten
unter anderem Warltier und Mitarbeiter zeigen, dass AusmaRl und Verlauf der
Kollateralisierung beim Hund von Tier zu Tier deutlich stérker als beim Schwein variieren
167.1% Somit erreicht man bei gleichem Versuchsprotokoll im Schweinemodell eine hohere
Reproduzierbarkeit der InfarktgroRen *.

Unterschiede bestehen auch in der Pathophysiologie. Das Hundeherz zeigt weitaus
deutlichere Effekte des ,,stunnings* und des ,preconditionings® als das Schweineherz %2
Beziiglich der Ubertragbarkeit des Schweinemodells auf den Menschen bestehen
Unterschiede aufgrund der fehlenden Atherosklerose. Die Atherosklerose erschwert vor allem
den vaskuldaren Gentransfer. Tierexperimente mit atherosklerotisch  veranderten
Koronargefdlen zeigen eine deutlich geringere Transfektionsrate als gesunde
Herzkranzarterien >%®°°. Neointima, intimale Hyperplasie und die in Arterien vorhandene
Lamina elastica interna erschweren die Transfektion . Andererseits ist das GroRtiermodell
von den GroRenverhaltnissen und der Interventionstechnik dem Patienten ahnlich. Insofern

konnen effektive Transfektionsstrategien von hier aus relativ leicht auf den Menschen

ubertragen werden.

5.2.Transfektion

5.2.1. Zielsetzungen und Probleme der Transfektion

Im Gegensatz zum Kileintiermodell besteht im Grof3tiermodell das Problem, die Vektoren
moglichst gerichtet in ein Zielareal zu applizieren, um trotz des groflen potentiellen
Verteilungsvolumens eine biologisch wirksame Transfektion zu erreichen. Dazu sind im
Groltiermodell besondere Applikationsverfahren notwendig. Ziel bei der Auswahl des
Applikationsverfahrens und der Vektoren ist eine moglichst hohe Transfektionsrate im

Zielgebiet (Effektivitat) und eine mdoglichst niedrige Transfektionrate mit geringen

49



Nebenwirkungen auBerhalb des Zielgebiets (Selektivitat). Bei nicht selektiver, systemischer
Applikation beispielsweise durch direkte intravendse Gabe von Oligodesoxynukleotiden
erreichen durch den hohen first-pass-Effekt und die Dilution im Plasma nur 1% die
Koronarien ®2. Ausreichende Zielsteuerung ohne Vektor wie die intrakoronare Injektion freier
Oligodesoxynukleotide fuhrt unter in vivo Verhaltnissen durch die kurze Verweildauer der
DNA-Fragmente in der koronaren Strombahn ebenfalls nur zu unzureichender Transfektion.

In  Experimenten mit Transfektion von Oligodesoxynukleotiden konnen die
Oligodesoxynukleotide in Liposomen verpackt werden *” " 132 _iposome sind kommerziell
verfiighbar beziehungsweise aus Lipidbestandteilen herstellbar. Bei der Transfektion
veschmelzen sie entweder mit der Membran der Zielzelle, wodurch die zu transfizierenden
DNA-Fragmente freigegeben werden, oder werden endozytotisch aufgenommen *°. Die
transfizierten Nukleotide werden im Zytosol freigesetzt, sodass sich bei Anwendung fir die
Decoy-Strategie die Oligodesoxynukleotide bereits an ihrem Wirkort befinden. Liposomen
konnen mit vergleichsweise grof3en Mengen zu transfizierender Nukleotide beladen werden.
Anders als beim funktionellen Gentransfer steht bei der Decoy-Strategie nicht die langzeitige
Genexpression im Vordergrund, sondern die kurzzeitige, effektive Einschleusung einer
wirksamen Menge an Oligodesoxynukleotiden. Obgleich man im funktionellen Gentransfer
die Halbwertszeit der liposomal transfizierten Gene generell als kurzer einstuft als die der
viral transfizierten, spielt fur die Wirkungsdauer der Decoys vor allem die Struktur der
Oligodesoxynukleotide eine entscheidende Rolle (s. 5.3). Neuere Studien werfen den
Verdacht auf, dass eine zu langdauernde antiinflammatorische Therapie in der Reperfusion
schadliche Effekte haben kann (s. 5.5.3). Somit stellt die kurze Wirkdauer liposomal
transfizierter Nukleotide wahrscheinlich keine Einschrankung der Liposomen fiir die Decoy-

Strategie dar.
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Virale Vektoren (z.B. Adenoviren) gehéren aufgrund der hohen Effizienz zu den im
funktionellen Gentransfer am haufigsten verwendeten Vektoren %170°417° 1m Allgemeinen
erreichen Adenoviren eine hohere Transfektionsrate und eine langere Aktivitat der
transfizierten Gene als Liposomen 8038202 g hej der Herstellung der Vektoren die zu
transfizierenden Genkonstrukte in das virale Genom eingebaut werden missen, kdénnen
jedoch nur geringe Mengen DNA transportiert werden. Das virale Genom wird in den
Zellkern eingeschleust und von Polymerasen abgelesen. Dies ist jedoch nicht Ziel der Decoy-
Strategie, da die Decoys nicht als Matrize fir die Proteinproduktion dienen. Beim
adenoviralem Gentransfer werden neben Endothelzellen weitaus mehr Kardiomyozyten
mittransfiziert als bei liposomalem Gentransfer. Ziel unserer Versuche war jedoch die
vaskulare Komponente des Reperfusionsschadens, und nicht die kardiomyozytére. AuBerdem
laRt sich durch Mit-Transfektion adenoviraler Gene eine Immunreaktion gegen transfizierte
Zellen nicht vermeiden ***"**¥ Im Gegensatz zum viralen ist beim liposomalen Gentransfer
eine vektorinduzierte immunologische Reaktion bei angemessener Dosierung ausgeschlossen,
wenngleich bei hoher Dosierung toxische Wirkungen auf Endothelzellen auftreten kdnnen
175,156.

Trotz der Unterschiede zwischen funktionellem Gentransfer und Decoy-Applikation sind die
aus dem funktionellen Gentransfer bekannten Applikationsverfahren zum grof3en Teil auf den
Transfer von Decoy-Oligodesoxynukleotiden (bertragbar und sollen im Folgenden

gegeneinander abgewogen werden.

5.2.2. Gentransfer nach arterieller Ligatur

Ein wesentlicher Parameter fiir die erfolgreiche Transfektion ist die Kontaktzeit zwischen

102,27

Vektor und Zielzelle . Unter anderem zeigten Caplen und Mitarbeiter, dass die

Transfektionsrate mit zunehmender Dauer der Inkubationszeit von Liposomen und Zielzellen
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ansteigt %’

. Unsere Arbeitsgruppe konnte die Bedeutung der Transfektionszeit fur den
liposomalen Decoy-Transfer in einer Versuchsreihe mit mikrovaskuldren Endothelzellen in
vitro bestatigen. Wir verwendeten mikrovaskuldre Rattenendothelzellen, in die vorab ein
ICAM-277-Promotor-Luciferase-Konstrukt als Reporter und ein Renillagen als Bezugsgréie
fir die Expressionsaktivitat der Zellen, eingebracht wurden. Zum Nachweis der NFxB-
Aktivitat bestimmten wir das Verhéltnis zwischen Luciferaseaktivitat und Renillaexpression
vor und nach der Stimulation der Endothelzellen mit aktivierten Leukozyten. Anschlielend
transfizierten wir NFxB-Decoys mit Hilfe von Liposomen und ermittelten anhand der
Genexpression die NFxB-Aktivitdt in Abhdngigkeit der Inkubationszeit der Liposomen.
Wéhrend das Verhaltnis zwischen Luciferase und Renilla bei der Transfektion von scrambled-
Decoys bei verschiedenen Inkubationszeiten konstant blieb, zeigte sich eine deutliche

Abhangigkeit der NFkB-Inhibition durch Decoys von der Dauer der Inkubation ber einen

Zeitraum von 48 Stunden (s. Tabelle 5).

NFkB-Decoys Scrambled Decoys
T=12h 55 78
T=24h 47 70
T=36h 40 79
T=48h 37 80

Tabelle 5. Verhéltnis von ICAM-277-abhéngiger Luciferaseexpression zu Renilla-
expression nach unterschiedlichen Inkubationszeiten.

Entsprechend dem normalem BlutfluR ist in vivo die Kontaktzeit von Liposomen und
Endothel kurz. Bei einfacher Infusion der Vektoren in den koronararteriellen Blutflul} konnte

zumeist keine, oder nur in Spuren nachweisbare Transfektion von Endothelzellen festgestellt

170,54,179,137,5,96

werden , auch nicht bei Perfusorinfusion tiber einen langeren Zeitraum *°. Daher

werden verschiedene Verfahren angewendet, um die Kontaktzeit zu verldangern. Eine
effiziente Moglichkeit hierfur besteht darin, ein zu transfizierendes GefalRsegment durch

beidseitige Ligatur vorubergehen zu verschlielen, das Blut zu evakuieren und die Vektoren

zu injizieren 7192 Nach erfolgter Transfektion kann die Vektorenldsung vor
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Wiedererdffnung des GeféaRes zur Verhinderung einer systemischen Dissemination wieder
abgezogen werden. Verschiedene Autoren konnten durch diesen Applikationsweg eine
effiziente Transfektion sowohl von arteriellen als auch von vendsen Endothelzellen in
verschiedenen Tiermodellen nachvollziehen. Newman und Mitarbeiter beschreibt eine
Transfektionsrate von 36% nach 20-mindtiger Inkubation fir femoralarterielle Endothelzellen
im Hasenmodell *¥. Nach AusschluR eines GefaBsegmentes aus dem Blutkreislauf kann
weiterhin  durch Verdnderung des hydrostatischen Drucks im GeféBlumen die
Transfektionsrate verandert werden. Eine Erhohung des Drucks im zu transfizierenden

GefaRabschnitt erhoht die Effizienz der Transfektion 1*°.

5.2.3. Katheterbasierte Verfahren des vaskularen Gentransfers

In der kardiovaskuldren Gentherapie ist ein VerschluB eines Gefélles zur Verlangerung der
Vektorinkubation vielfach nicht mdglich, sodass auf andere Methoden zuriickgegriffen
werden muf. Hierfir wurden vielfach unterschiedliche Kathetersysteme entwickelt, die eine
kontinuierliche  Vektorinfusion in den erhaltenen arteriellen Blutstrom erlauben
(Perfusionskatheter), Vektoren tber mikropordse Ballons oder durch Infusion in einen
gekammerten Raum zwischen Ballon und Endothel in direkten Kontakt mit dem Endothel
bringen, oder tber Mikroinjektionen direkt Vektoren in die GefaBwand injizieren >%. Auf
diese Weise konnen im Bereich des Kontakts zwischen Endothel und Katheter
zufriedenstellende Transfektionsraten erzielt werden '**°. Die lokal vektorapplizierenden
Spezialkatheter sind entwickelt und beschrieben fir die Transfektion kleiner
Endotheloberflachen im Bereich der groRRen epikardialen Arterien in der lokalen Behandlung
von Atherosklerose und Restenose, eine flachendeckende, homogene Transfektion von
mikrovaskuldren Endothelzellen l4Gt sich mit diesen Applikationsverfahren jedoch nicht

erreichen.
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5.2.4. Bisherige Methoden der Decoy-Transfektion

Im Grofstiermodell beschréanken sich derzeit die Erfahrungen mit dem kardiovaskuldren
Gentransfer auf den lokalen arteriellen Gentransfer kurzer Gefalabschnitte grofl3er
Koronararterien. Eine homogene Transfektion der mikrovaskuldren Strombahn erreicht man
derzeit vor allem im Kleintiermodell, wobei die Effizienz der Genubertragung dabei durch
MaRnahmen verbessert wird, die am Grof3tier nicht mdglich, oder nicht auf den Patienten
Ubertragbar sind. Suzuki und Mitarbeiter transfizierten ein M&useherz ex vivo, das sie zur
Datenerhebung und funktionellen Beobachtung einer Empféngermaus heterotop implantierten
7 Dies erméglicht prazise Zielsteuerung der Oligodesoxynukleotide, hohe
Vektorkonzentrationen und durch die artifizielle Koronarperfusion lange intrakoronare
Verweildauern. Auch Sawa und Mitarbeiter transfizierten das isolierte Herz, allerdings unter
kardioplegischem Arrest, und implantierten es nach der Transfektion heterotop **. Eines der
Ziele dieser Arbeit ist es jedoch, die Decoy-Strategie im Hinblick auf eine mdgliche
Anwendung am Patienten im Grof3tiermodell in vivo durchzufiihren. Morishita und
Mitarbeiter arbeiteten zwar in vivo, allerdings mit Rattenherzen, und auf3erdem verabreichten
sie die Decoys direkt vor dem Verschlul3 der Koronararterie, mit dem Ziel, einerseits wahrend
des Stillstands der myokardialen Perfusion eine stehende Perfusatsaule mit transfizierenden
Vektoren in den Koronarien zu erreichen, andererseits durch gleichzeitige Ischdmie die

Permeabilitit des Endothels zu erhohen 2.

Dies ist aufgrund des vorbestehenden
Verschlusses der betroffenen Koronararterie beim Infarktpatienten nicht auf die klinische

Situation Ubertragbar.
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5.2.5. Selektive druckregulierte synchronisierte Absaugung und Retroinfusion

Die Verwendung der selektiven druckregulierten Retroinfusion des Myokards (SSR) ist ein
neuer Ansatz, die Effizienz des Gentransfers zu erhéhen. Folgende Uberlegungen liegen dabei
zugrunde:

Mit Hilfe der SSR kdnnen die Vektoren bei geeigneter Vene selektiv in das Zielareal injiziert
und aus dem Zielareal wieder abgesaugt werden, sodass eine Dissemination in das
Kreislaufsystem reduziert wird. Beim Menschen wie auch beim Schwein wird das
Perfusionsgebiet der LAD von der korrespondierenden AlV drainiert, sodass das ischdmische
Myokard von venoser Seite erreichbar ist. Dies ist wahrend Ischdmie von besonderer
Bedeutung, da in diesem Fall die Vektoren wegen der Geféal3okklusion nicht von arterieller
Seite appliziert werden konnen. Zugleich ist fur die Retroinfusion von Therapeutika die
arterielle Okklusion von Vorteil, da der ventse Einstrom von Tragerlosung und Vektoren
nicht auf Zustrom von arterieller Seite trifft, und somit die Vektoren lokal auf hoher
Konzentration gehalten werden konnen '°. Die Ischdmie kann die Effektivitat der
Transfektion erhdhen (s. oben). Durch VerschluR des vendsen Abstroms mittels Druckballon
kann der Perfusatflu im retroinfundierten Gebiet sehr gering gehalten, und somit die
Kontaktzeit zwischen Vektoren und Endothel stark verlangert werden. Beim direkten
Vergleich zwischen antegrader und retrograder Kontrastmittelinjektion zeigte sich eine
Passagezeit von etwa 1s (antegrad) und etwa 10s (retrograd) durch das Perfusionsgebiet der
LAD *°. Bei retrograder Vektorapplikation wird von venéser Seite transfiziert. K. Ley und
verschiedene andere Autoren konnten zeigen, dass die Adh&sion von Neutrophilen vor allem
an postkapillaren Venolen stattfindet **%. Die Antagonisierung der subakuten endothelialen
Aktivierung ist in diesem GefaRabschnitt besonders interessant, da hier auch die Aktivierung

von NFkB beobachtet wird 1%,
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Unsere Arbeitsgruppe verglich die koronararterielle Vektorapplikation mit und ohne Ischamie
mit der Retroinfusion der Vektoren in vivo am Schweinemodell mit Luciferase als
Reportergen *°. Bei koronararterieller Vektorapplikation ohne Ischamie konnten wir keine
Transfektion nachweisen (56 RLU/mg Protein), bei gleichem Applikationsmodus wahrend 10
minutiger Ischdmie eine leichte, jedoch nicht signifikante Reportergenexpression feststellen
(159 RLU/mg Protein). Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit den Beobachtungen anderer

Autoren 102541793 Dije

selektive  druckregulierte  Retroinfusion  konnte  die
Reportergenexpression gegentber der antegraden Gabe deutlich erhéhen (23425 RLU/mg
Protein). Eine Verdoppelung der Menge an Vektoren (5*10° pfu) und Verdoppelung der
Applikationsdauer bei retrograder Gabe konnte die Transfektionsrate nochmals um den Faktor
2 gegentber Retroinfusion der einfachen Vektormenge erhéhen (55010 RLU/mg Protein).
Proben aus dem nichttransfizierten Kontrollareal zeigten keine Luciferaseaktivitat (61
RLU/mg Protein). Die Reportergenexpression war relativ gleichmaRig auf subepikardiales
und subendokardiales Myokard verteilt. Dies 1aB3t die SchluRfolgerung zu, dass mit der SSR
nicht nur groRe epikardiale Geféal3e, sondern auch die mikrovaskuldre Strombahn erreicht
wird, im Gegensatz zu den beschriebenen anderen Katheterverfahren, die nur eine regionale
oder abschnittsweise Transfektion ermdéglichen (s. 5.2.4). Zur Ermittlung der Selektivitat des
Gentransfers mittels SSR wurden Proben aus retroinfundiertem Myokardareal, nicht-
retroinfundierten Myokardareal, Skelettmuskel, Leber, Lunge und Gehirn entnommen und mit

Hilfe der PCR auf adenovirale DNA untersucht. Mit Ausnahme des retroinfundierten

Myokardareals lieR sich in keiner Gewebeprobe adenovirale DNA nachweisen.

5.2.6. Zusammenfassung

Wahrend der Ischdmie ist die Beeinflussung des Reperfusionsschadens technisch dadurch

behindert, dass der antegrade Zugang in das ischdmische Myokard nicht zur Verfligung steht.
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Andererseits zeigt sich, dass eine Therapie nach Wiederer6ffnung der okkludierten
Koronarien haufig unwirksam ist. Mit der selektiven druckregulierten Retroinfusion wahlten
wir eine katheterbasierte, am Patienten anwendbare Strategie, die erlaubt, in vivo selektiv das
Zielgebiet der Transfektion wéhrend Verschlu® der Koronararterie zu erreichen. Die friheren
Arbeiten unserer Arbeitsgruppe *’ belegen die Effizienz dieses Verfahrens beim adenoviralen
Gentransfer von Reportergenen. Die Homogenitat der Transfektion, die in den Versuchen
erreicht wurde, kann als Indiz dafur gewertet werden, dass die Vektoren mit Hilfe der
selektiven synchronisierten Retroinfusion kleine Geféle erreicht haben. Die vorliegende
Arbeit zeigt durch den Nachweis von fluoreszeierenden Decoys die Transfektion von
Endothelzellen bis in den Bereich kleiner Venolen (s. 4.3). Die Effizienz der Transfektion
zeigt die reduzierte NFkB-Bindungsaktivitidt des Gewebes, die sich auf den Infarktbereich
und die nicht infarzierte Area at risk erstreckt. Beide zusammen stellen das gesamte
ischamische Zielareal dar. Damit konnten wir die selektive druckregulierte Retroinfusion als
geeignetes Applikationsverfahren fiir die Gentransfektion auch im Ischamiemodell etablieren.
Ferner zeigen diese Versuche erstmals die Anwendbarkeit der Decoystrategie im

patientennahen GroRtiermodell.

5.3. Verschiedene Decoyformen und deren Eigenschaften

Wesentlich fir die Wirkung und Pharmakodynamik der Oligodesoxynukleotide sind das
Ribose-Phosphat-Gerust und die Konfiguration, die den Grad der Hydrophilie, die Resistenz
gegeniber Exo- und Endonukleasen sowie die Hydrolysefahigkeit beeinflussen.

Miller und Mitarbeiter stellten 1985 Methylphosphonat-Decoys vor, bei denen ein
Sauerstoffatom an der Phosphatgruppe gegen eine Methylgruppe ausgetauscht wurde. Zwar
kann dadurch die Resistenz gegeniiber Nukleasen erhéht werden, jedoch sind

Methylphosphonat-Decoys an der Phosphatgruppe stereoisomer, mit unterschiedlichen
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Bindungsaffinitaten der Diastereomere gegeniiber DNA *2°. Daher IaBt sich die Aktivitat der
Methylphosphonat-Decoys nur schwer standardisieren. Phosphorothioat-Decoys entstehen
durch Austausch eines Sauerstoffs am Phosphat gegen eine Sulfidgruppe und zeichnen sich
durch besonders hohe Resistenz gegenliber Nukleasen und starke inhibitorische Wirkung aus
123,116.

Weiterhin sind in der Literatur Haarnadel- und Hantelformen von Decoys mit
unterschiedlichen pharmakodynamischen Eigenschaften beschrieben **?°. Wahrscheinlich
werden Hantelformen uber Haarnadelformen, Doppelstrang- und
Einzelstrangoligodesoxynukleotide bis hin zu einzelnen Nukleotiden abgebaut. Dies legen
Versuche zur Abbaukinetik in menschlichem Serum und HeLa-Zellen nahe **%.

Alle hier beschriebenen Modifikationen kdnnen die Wirkungsdauer und Wirkungsstarke der
Oligodesoxynukleotide gegenlber den von uns verwendeten Doppelstrang-ODNs bedeutend
verlangern. Morishita und Mitarbeiter konnten in vivo nach Transfektion von FITC-
markierten NFxB-Phosphorothioat-ODNs bis zu einer Woche nach Transfektion die

132 In unseren Versuchen mit

Phosphorothioat-Decoys im Myokard nachweisen
unmodifizierten Oligodesoxynukleotiden ist dementsprechend von einer deutlich kiirzeren
Wirkungsdauer auszugehen. Dies bestatigt sich in  unseren Ergebnissen der
Gelelektrophorese, die eine Halbwertszeit der Bindungsaktivitat der unmodifizierten NFkB-
Decoys von 24 Stunden zeigen.

Neuere Untersuchungen legen nahe, dass die Blockade von NF«B in der spaten Reperfusion
hemmende Wirkung auf die Infarktheilung und die Narbenbildung hat. Es ist fraglich, ob in

der Ischdmie/Reperfusion eine Verlangerung der NFkB-Blockade (ber eine Zeitspanne von

24 bis 48 Stunden hinaus wiinschenswert ist (s. 5.5.3).
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5.4. Alternativen zur Decoy-Strategie in der Inhibition von NFkB

Aufgrund der vielféltigen Regulationsmechanismen des Transkriptionsfaktors NFkB stehen
neben der Decoy-Strategie verschiedene andere Mdoglichkeiten der Blockade der NFxB-
Aktivierung zur Verfigung. Dazu gehort der Einsatz von Antioxidantien.

Reaktive Sauerstoffspezies konnen direkt NFkB aktivieren, und dementsprechend induzieren
die meisten NFxB-aktivierenden Substanzen oxidativen Stre. Umgekehrt supprimieren
zelluldre Schutzmechanismen gegen oxidativen Stre die NFxB-Aktivitat (vgl. 1.4.1)

147943415847 " |n verschiedenen in vitro- und in vivo-Experimenten konnte die NFkB-

blockierende Wirkung von Antioxidantien nachgewiesen werden 1°813:178.139

. Yang und
Mitarbeiter machten in diesem Zusammenhang die Beobachtung, dass das Redoxpotential der
Zelle die Affinitat von NFxB gegeniiber der DNA verandert ®. Verschiedene Faktoren
beeintrachtigen jedoch den Nutzen der NFkB-Blockade durch Antioxidantien in der
Forschung:

Sauerstoffradikale und NF«B interagieren auf verschiedenen Ebenen *"*°. Sauerstoffradikale
aktivieren NFkB, jedoch beeinflut NFkB seinerseits sowohl die Freisetzung von
Sauerstoffradikalen (durch Induktion von Mediatoren wie TNFa und durch Vermittlung der
Endothel-Leukozyten-Interaktion) als auch deren Abbau. Abgesehen von H,0,, ist fir
Sauerstoffradikale keine direkte NFxB aktivierende Wirkung nachgewiesen. Lipidperoxide,
also die Oxidationsprodukte von Membranlipiden, kénnen an der Aktivierung von NFkB
mitbeteiligt sein *°.

Aufgrund der vielféaltigen Wirkung von reaktiven Sauerstoffspezies beeinflussen

Radikalfanger nicht nur die Aktivierung von NFxB sondern wirken pleiotrop in der

postischdamischen Reperfusion. Da NFxB auch unabhéngig von Sauerstoffradikalen aktiviert
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werden kann, beispielsweise durch die Mediatoren IL-1 und TNFa, ist die Effizienz der
NF«B-Blockade mit Hilfe von Antioxidanzien fraglich.

Hohere Selektivitdt durch direkten Eingriff in die Signalkaskade der NFxB-Aktivierung
erzielt man durch Einschleusen inaktiver Mutanten von TRAF2, TRAF6, NIK oder IKK 344,
Diese Faktoren sind NFkB-nahe Proteine in der Signalkaskade der NFikB-Aktivierung durch
TNFo beziehungsweise IL-1 (vgl. 1.4.3). Inaktive Mutanten dieser Proteine binden das
jeweils vorausgehende Element der Signalkaskade, ohne das Signal weiterzuleiten. Mit diesen
Strategien lassen sich zwar in der Zellkultur gute Ergebnisse erzielen, jedoch sind sie in vivo
kaum anwendbar, da das Wirkprinzip auf der Verdrdngung nativer Proteine basiert und dies
bei dem gegebenen Potential des Gentransfers nicht aussichtsreich erscheint. Zudem
verwenden verschiedene Mediatoren verschiedene Signalkaskaden zur Aktivierung von
NF«B: mittels TRAF2-Mutante konnte zwar die NFkB-Aktivierung durch TNFa, nicht aber
die durch IL-1 blockiert werden "°. Umgekehrt verminderte eine TRAF6-Mutante die NFkB-
Aktivierung durch IL-1, nicht aber durch TNFa. ?. Interessanterweise lie@ sich NF«B in der
TRAF2 defizienten Maus weiterhin durch TNFa aktivieren *®. NIK reguliert direkt die
Aktivitat der IKK und steht somit weiter unten in der Signalkaskade als TRAF2 und TRAF®6.
Die Expression einer NIK-Mutante oder einer IKK-Mutante reduziert zwar die NFxB-
Aktivierung sowohl nach TNFa als auch nach IL-1 %% jedoch kann in der NIK-
defizienten Maus NFxB durch TNFa und IL-1 aktiviert werden *'.

Ein wesentlicher Schritt in der Aktivierung von NFkB ist die Phosphorylierung und
Ubiquitinierung von IxB und schlielflich dessen Abbau im Proteasom. Inhibitoren dieses
Proteasoms kdnnen den Abbau von 1B, und somit die Aktivierung von NFxB verhindern.
Durch ihre Wirkung weit unten in der Signalkaskade geht man davon aus, dass

Proteasominhibitoren die NFxB-Antwort auf verschiedene Stimuli blockieren kann.
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Proteasominhibitoren stellen keine homogene Substanzgruppe dar, sondern sind heterogene
Molekiile mit unterschiedlichen biochemischen Wirkungsweisen 4. Bisher kennt man
keinen selektiven Proteasominhibitor: Lactacystine und deren Vorlaufer 3-Lactone wurden

140,141

entdeckt als Hemmer des Zellzyklus und boromische S&uren, die auf Proteasomen

weitaus starker wirken als beispielsweise Peptidaldehyde, kennt man als Hemmer von

Serinproteasen °*.

Bisherige Proteasominhibitoren wirken also nicht spezifisch auf
Proteasome. Zusétzlich sind Proteasome nicht spezifisch fiir die Aktivierung von NF«xB,
vielmehr spielen sie eine mal3gebliche regulatorische Rolle in der Antigenprozessierung, der
Zellzyklusregulation und der Aktivierung anderer Transkriptionsfaktoren **°!. Die Mehrzahl
der zellularen Proteine werden in Proteasomen abgebaut. Dennoch kénnen in der Zellkultur
sowohl die NFkB-Aktivierung als auch die Expression von NFkB-abhéngigen Proteinen mit
Hilfe von Proteasominhibitoren effektiv inhibiert werden. Erste Ergebnisse aus in vivo-
Studien zeigen die technische Machbarkeit und den antiinflammatorischen Erfolg in Ratte
und Schaf ®**°2  wenngleich die Anwendung in vivo aufgrund der Zytotoxizitat der
Proteasominhibitoren beschrénkt ist.

Die von uns verwendeten Oligodesoxynukleotide binden bereits aktiviertes NFxB und
beeinflussen somit nicht die NFxB-Aktivierung sondern die Genaktivierung durch NFkB.
Damit ist deren Wirkung unabh&ngig von den verschiedenen Signalwegen und Stimuli der
NF«B-Aktivierung, sodass trotz der vielfaltigen, teils unbekannten NFkB-regulierenden
Signalwege eine Blockade erfolgreich moglich ist. Die Interaktion zwischen NFxB-Protein
und Decoy-DNA ist in der Zellkultur selektiv, da sowohl scrambled-Decoys als auch an nur
einem Basenpaar mutierte Oligodesoxynukleotide nicht mit NFkB interagieren und

Promotoren ohne kB-Bindungsstelle nicht mit NFxB-Decoys interagieren (unpublizierte

Daten).
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Neuere Untersuchungen zeigen, dass unterschiedliche Signalkaskaden zur Aktivierung
unterschiedlicher NFkB-Homo- und Heterodimere fiihren ' *%%3% |n ynseren Versuchen
zeigen allerdings Supershift Assays, dass in der myokardialen Reperfusion des Schweins
vorwiegend p50/p65-Heterodimere aktiviert sind, die von den NFkB-Decoys effektiv
inhibiert werden.

Aufgrund ihrer Selektivitat sind lange Zeit fur Oligodesoxynukleotide bei geeigneter
Anwendung keine Nebenwirkungen beschrieben worden. Mdglich ist ein zytotoxischer Effekt
des Phosphothioat-Grundgeriists, der allerdings nur bei starker Uberdosierung eintritt. Jingste
Veroffentlichungen beschreiben in der Zellkultur verstarkte Apoptose von Myozyten nach
Transfektion von NFikB-Decoys oder anderweitiger NFicB-Inhibition *****2* Allerdings ist
die Bedeutung der Apoptose im Reperfusionsschaden und der EinfluB der NFxB-Inhibition

auf die Apoptose noch nicht endgiiltig geklart °%%%878,

5.5. Nebenwirkungen der NFxB-Blockade durch cis-Decoys

5.5.1. Apoptose

Madglicherweise stellt der Einflu? der NFkB-Blockade auf den programmierten Zelltod von
Endothelzellen und Kardiomyozyten eine Einschrankung der Decoy-Strategie in der
Reperfusion dar.

Aus in vitro-Versuchen mit kultivierten Kardiomyozyten ist bekannt, dass die Inhibition von
NF«xB mit Decoys unter Stimulation der Zellen mit TNFo. Apoptose auslésen kann *. Mause,
die fur die p65-Untereinheit von NFkB defizient sind, sterben im Embryonalstadium an
massivem Leberzellzerfall durch programmierten Zelltod *°. In der HUVEC-Zellkultur konnte
eine erhohte Apoptoserate nach NFkB-Inhibition festgestellt werden. Im Gegensatz dazu
stehen Ergebnisse von Matsushita und Mitarbeitern aus Versuchen mit Aortenendothelzellen

in vitro und in vivo: hier zeigte NFxB proapoptotische, und NFkB-Inhibition antiapoptotische
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Effekte 12414884183 Dje Autoren erklaren diese Befunde mit einer verringerten Expression von
Bcl-2 durch die Aktivierung von NFkB. Stimulus der Endothelaktivierung in vitro ist dabei
die Hypoxie/Reoxygenierung, in vivo die Ischdmie/Reperfusion.

Unsere Versuche und die anderer Autoren zeigen am adulten Myokard in vivo im Vergleich
zu einem nicht ischdmischen, nicht reperfundierten Kontrollgebiet eine verstarkte
Apoptoserate im reperfundierten Bereich. In reperfundierten Endothelzellen und Myozyten ist
NFkB aktiviert °°%%  Beziiglich des Zeitverlaufs stimmt die Apoptoserate mit der
Aktivierung von NFxB in der Reperfusion adulter Herzen tiberein %2,

In oben beschriebener Zellkultur neonataler Kardiomyozyten werden die Zellen mit TNFa
stimuliert. Auch Versuche unserer Arbeitsgruppe in der HUVEC-Zellkultur konnten fir
gleichzeitige NFxB-Blockade und TNFa-Stimulation eine erhéhte Apoptoserate zeigen,
alleinige  NFxB-Blockade ohne Applikation von TNFo flihrte jedoch nicht zum
programmierten Zelltod. Die Bedeutung des Zusammenspiels von NF«xB und TNFo
verdeutlichen Versuche mit p65 knock-out beziehungsweise p65/TNFa Doppel-knock-out
Mausen: p65-knock-out Mduse sterben im Embryonalstadium an Leberdystrophie durch
apoptotischen Zerfall von Leberzellen, wohingegen p65/TNFa-Doppel-knock-out Mé&use

tiberleben 12442,

Jeremias und Mitarbeiter konnten zeigen, dass Apoptose in der
Ischamie/Reperfusion zumindest zum Teil von TNFa, TRAIL und FAS-L abhangig ist .

In den hier beschriebenen Versuchen fanden wir eine gesenkte Apoptoserate des Myokards
nach NFkB-Inhibition mit Decoy-Oligodesoxynukleotiden nach 24 Stunden Reperfusion
sowohl im infarzierten, als auch im nicht infarzierten postischdamischen Myokard (s. 4.9.). In
Northern-Blots, die wir mit infarziertem Gewebe von Decoy-behandelten und nicht
behandelten Tieren durchfihrten, fanden wir zwar eine gegeniber einem nichischamischen

Myokardareal erhohte Konzentration von TNFa in der unbehandelten, nicht aber in der

behandelten Gruppe (Daten nicht gezeigt). Der antiapoptotische Effekt auf Myozyten in
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unseren Versuchen lieRe sich somit erklaren durch niedrigere Konzentrationen von TNFa und
mdoglicherweise anderen Todesliganden im Myokard. Durch die Hemmung von NFxB in
Endothelzellen lieR sich sowohl die Produktion von TNFo im Endothel als auch die
Infiltration des Myokards mit Leukozyten, die ihrerseits TNFo sezernieren, senken (vgl. auch
126,127,128).

Wir transfizierten vor allem kardiovaskuldre Endothelzellen und kaum Kardiomyozyten.
Daher konnen unsere Ergebnisse die Frage nach der Bedeutung von myozytarem NF«kB flr
die Apoptose von Myozyten nur bedingt beantworten. Unsere Ergebnisse zeigen jedoch eine
verringerte myozytare Apoptoserate bei gleichzeitig niedrigem Aktivationsniveau von NFxB.
Somit I&Rt sich zundchst feststellen, dass der Einsatz von NFxB-Decoys in der Reperfusion
bei endothelialer Transfektion nicht zur Apoptose von Myozyten beitragt, und die myozytare
Apoptose keine Einschrankung der Decoy-Strategie in vivo darstellt.

Die Blockade von NFkB in Endothelzellen kann somit die Apoptoserate von Myozyten in der
Reperfusion in vivo senken, moglicherweise vermittelt iber eine verminderte Freisetzung von
Todesliganden wie TNFa im Myokard. Um den Einflu von myozytdrem NFxB auf die
Apoptose von Myozyten unabhéngig von der Anwesenheit von TNFa zu untersuchen, sind

jedoch weitere Studien notwendig.

5.5.2 Ventrikelrupturen

In den 70er Jahren wurden verschiedene klinische Studien zur Wirkung von Glukokortikoiden
in der Therapie des akuten Myokardinfarkts durchgefuhrt, mit dem Ziel, durch eine
antiinflammatorische Therapie die Infarkigrofle zu verringern. Allerdings zeigten sich in
derartigen Versuchen sowohl am Patient als auch am Tiermodell eine erhdhte Rate an
Ventrikelrupturen ®**°%, Die Wirkung der Glukokortikoide beruht einerseits auf Induktion von

Genen (ber den Glukokortikoidrezeptor und andererseits auf der Inhibition von
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Transkriptionsfaktoren wie NF«xB oder AP-1 durch direkte Interaktion sowie durch Induktion
von IL-10 und IkBao ****®8, Die Starke der NF«kB-Inhibition durch Glukokortikoide ist bisher
nicht untersucht, jedoch existieren neue Glukokortikoide, die vorrangig zur Inhibition von
NF«B verwendet werden °.

Verschiedene Arbeiten legen nahe, dass der Effekt von Glukokortikoiden auf
infarziert/reperfundiertes Myokard dosis- und zeitabhéngig ist. Niedrige Dosen an
Glukokortikoiden scheinen zwar die InfarktgroRRe zu verringern, hohe Dosen aber scheinen zu
groReren Infarkten, schlechterer Kontraktion, geh&uft ventrikuldren Arrhythmien und
Ausdiinnung der Ventrikelwand mit Entstehung von Ventrikelaneurysmen zu fiihren %3,
Seit langem ist bekannt, dass die Ventrikelwand in der Infarktheilung einem fibrotischen
Umbau unterliegt (remodeling), der wesentlich auf der Wirkung von Metalloproteinasen
beruht. Diese lockern proteolytisch das Geflecht der kollagenen Matrix und erhéhen dadurch
die Gefahr von Ventrikelrupturen. Umgekehrt verhindert die Blockade von uPA oder MMP9
die Ventrikelruptur °. Da die Transkription dieser Proteasen durch NF«B reguliert ist, fihrt
die Inhibition von NF«B eher zu einer Stabilisierung des Ventrikels als zu Ventrikelrupturen.
Madglicherweise beruht die Auslésung von Ventrikelrupturen auf direkter Induktion von
Plasminogenaktivatoren und Metalloproteinasen durch Glukokortikoidrezeptoren, allerdings
ist auch der Zeitpunkt und die Dauer der antiinflammatorischen Therapie fir die Vorgéange

der Reperfusion von Bedeutung.

5.5.3 Léangerfristige NFxB-Inhibition in der Reperfusion

Bei den oben beschriebenen Versuchen mit hochdosierten Glukokortikoiden wurden diese
nicht als einmalige Dosis, sondern (ber einen Zeitraum von mindestens 48 Stunden
verabreicht ®'°%, Nach 2 bis 3 Tagen Reperfusion beginnt die Einwanderung der Monozyten

in das postischamische Gebiet, die Abradumreaktion und Heilung des Infarktes. Fir
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Glukokortikoide sind Stérungen der Wundheilung aus verschiedensten Fachbereichen der
Medizin beschrieben. Die deletdren Effekte der Hochdosis-Glukokortikoide kénnen also auch
darauf beruhen, dass dadurch die Reorganisation und Heilung des Infarkts gestort wird.
Bulkley und Roberts veroffentlichten 1974 den Fallbericht eines Infarktpatienten, der ab 10
Tagen nach dem Akutereignis fir 53 Tage Glukokortikoide einnahm. Am 53. Tag der
Einnahme verstarb er an einem linksventrikuldren Aneurysma. In der Histologie schien der
Infarkt erst 10 bis 14 Tage alt, mit weiten Fl&achen nicht abgeraumter nekrotischer Myozyten,
kaum Bindegewebe und wenig Entziindungszellen. Im Randbereich des Infarkts fand man

25

intramural Fibrinthromben “°. In Tiermodellen konnte man die histologisch verzdgerte

Heilung durch Glukokortikoide nach akutem Myokardinfarkt nachvollziehen *7%%%1%3 Dijes
legt nahe, dass die Entzindungsreaktion in der Reperfusion zunédchst zwar schéadigende
Einfliisse auf den postischamischen Bezirk hat, spater aber zur Infarktheilung fiihrt % 46 93123,
Bereits Stunden bis Tage nach Beginn der Reperfusion beginnt der Abbau der extrazelluldren
Matrix durch Metalloproteinasen aus Leukozyten, Endothel- und Herzmuskelzellen 176374072
Im Herzmuskellysat l&sst sich in dieser Zeit vermehrt mRNA verschiedener Matrix-
Metalloproteinasen (MMP) nachweisen *"®%’. Matrix-Metalloproteinasen bauen das Kollagen-
Grundgerust und alle anderen Bindegewebsstrukturen des Ventrikels teilweise ab, lockern
somit dessen Gefuige und erleichtern die Zellmigration, die ventrikuldre Reorganisation, die
Angiogenese und Infarktheilung "*"®¥"4°  Dadurch ist das erhdhte Risiko von
Ventrikelrupturen in dieser Zeitspanne begriindbar. Interessanterweise entspricht dieser
Zeitraum demjenigen, in dem antientziindliche Therapien benefizielle Effekte in der
Reperfusion aufweisen. In die aufgelockerte Myokardstruktur wandern nach etwa 2 Tagen
Monozyten ein und initiieren die Abrdumreaktion nekrotischer Myozyten, die Angiogenese

und Infarktheilung *"®*®. Nach Tagen bis Wochen wird die Aktivitdt der MMPs durch

endogene Inhibitoren (TIMP-1) reduziert, sodass sich Kollagen anh&uft und die Infarktnarbe
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entsteht 3"*"®. Diese ist durch ortsstandige Myofibroblasten stoffwechselaktiv und durch
Interaktion mit TGF-R und dem Angiotensinsystem hinsichtlich Kollagenauf- und —abbau zu
beeinflussen. In dieser Zeitspanne verlangsamten Glukokortikoide die Infarktheilung und
fuhrten zur Ausdiinnung der Ventrikelwand, Aneurysmaentstehung und Ventrikelruptur *®
63153 Dieser Zeitverlauf der Entziindungsreaktion deckt sich mit den Beobachtungen unserer
Versuche, in denen wir eine maximale Leukozyteninfiltration nach 24 Stunden Reperfusion
feststellten. Am Tag 7 waren nekrotische Myozyten teilweise abgerdumt, die leukozytére
Infiltration weitestgehend reduziert und narbige Umbauten erkennbar. Diese Befunde legen
nahe, dass von einer antientziindlichen Therapie nicht in jedem Stadium der Reperfusion
benefizielle Effekte zu erwarten sind. In akuter und subakuter Phase der Reperfusion erweist
sich die antiinflammatorische Therapie in Tierexperimenten als protektiv, jedoch sind
inflammatorische Zellen fur die Heilungsphase notwendig. Eine zeitlich zu lange Hemmung
der Entziindungsreaktion kann die Ventrikelstruktur schadigen. Die antiinflammatorische
Therapie des Reperfusionsschadens muss also den stadienhaften Ablauf des
Reperfusionsschadens beriicksichtigen 3°3:9192.6:872,25.79.70,46.176,37,40,130

Nach liposomaler Transfektion von einfachen NF«B-Oligodesoxynukleotiden erreichten wir
akut eine effiziente NFxB-Inhibition mit einer biologischen Halbwertszeit von etwa 24
Stunden. Die NFkB-Blockade war somit nach 24 Stunden noch deutlich vorhanden, und wir
gehen davon aus, dass die NFkB-Inhibition spatestens am dritten Tag der Reperfusion
beendet war. Interessanterweise zeigten zwei exemplarische Tiere, die mit den langer
haltbaren  Phosphorothioat-Oligodesoxynukleotiden  transfiziert wurden hinsichtlich
H&modynamik, Infarktgrole und Leukozyteninfiltration schlechtere Ergebnisse als mit
einfachen Decoys transfizierte Tiere (Daten nicht gezeigt). Dies kann auf eine verzdgerte

Heilung durch zu lange Unterdriickung der Entziindungsreaktion zurlickzufuihren sein. Die

kurzfristige Blockade von NFxB durch einfache Ribose-Phosphat-Decoys, wie in unseren
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Versuchen durchgefuhrt, hat wahrscheinlich keinen verzégernden EinfluR auf die
Infarktheilung. Nach 7 Tagen Reperfusion war die Narbenbildung makroskopisch mit allen
anderen Gruppen vergleichbar und die leukozytare Infiltration gegeniber der Kontrolle nicht

erhoht, die Abrdumreaktion also bereits abgeschlossen.

5.6. NFxB-Inhibition und CD18-Blockade

5.6.1. Vergleich beider Strategien

In bisher veroffentlichten Tierstudien zur Inhibition von CD18 in der Reperfusion konnte die
Infarktgrole um 16,5% bis 87,5%, durchschnittlich um 44,5%, und die leukozytare
Infiltration um 57,3% bis 73%, durchschnittlich um 67%, reduziert werden **2*!#  Dijese
Werte liegen niedriger als die bisher erzielten Ergebnisse mit der Inhibition von NFxB "%,
Die Zahlen zeigen jedoch die breite Streuung der Ergebnisse, die auf unterschiedlichen
Tiermodellen, Unterschieden in der Dauer der Reperfusion und nicht zuletzt unterschiedlichen
Antikorpern beruht. Die Dauer der Reperfusion betrug zwischen 3 Stunden und 48 Stunden
und beinhaltete somit die akute Phase der Reperfusion, jedoch ist nach dieser Zeitspanne die
Narbenbildung nicht abgeschlossen und daher die endgltige Infarktgrof3e nicht erreicht.
Beide Strategien wurden bisher noch nicht direkt miteinander verglichen. Durch Blockade
von NFxB konnte bisher am Rattenmodell die InfarktgrolRe um 24,5% gesenkt und die
Leukozyteninfiltration um durchschnittlich 53% reduziert werden ¥, Der Effekt war
dosisabhéngig, sodass mit héherer Dosierung eine Verbesserung der Resultate zu erwarten ist.
Im Gegensatz dazu wurden in oben genannten Studien mit CD18-Blockade Antikdrperdosen
oberhalb der Dosis gewahlt, die bei Wirkungsbeginn eine 99%ige Absattigung der CD18-
Rezeptoren erreicht. Eine verstarkte Wirkung ist somit bei weiterer Steigerung der

Antikdrperdosis nicht zu erwarten.
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In den hier beschriebenen Experimenten fiihrten wir einen direkten Vergleich durch zwischen
CD18-Blockade und NF«B-Inhibition. Auch wir fanden eine Reduktion der Infarktgrofie und
der leukozytéren Infiltration nach CD18- und NFkB-Blockade alleine. Nach 7 Tagen
Reperfusion sank die InfarktgroRe um 26,5% durch Decoy-Applikation und um 24,5% durch
CD18-Blockade, die Leukozyteninfiltration wurde durch beide Einzeltherapien um etwa ein
Drittel gesenkt, dies war jedoch gegeniiber der Kontrolle aufgrund insgesamt niedriger Werte
nicht signifikant . Nach 24 Stunden Reperfusion konnte alleinige Decoy-Applikation die
InfarktgroRe um 34% und die leukozytare Infiltration um 32% signifikant verringern.
Versuche mit alleiniger CD18-Blockade und 24stiindiger Reperfusion wurden nicht
durchgefiihrt.

Damit sind unsere Werte fur alleinige NFxB-Blockade und alleinige CD18-Inhibition in etwa
mit den oben genannten Ergebnissen anderer Autoren vergleichbar. Wir fanden jedoch im
direkten Vergleich am selben Tiermodell keinen Unterschied fur beide Einzeltherapien.
CD18-Blockade und Inhibition von NFkB zeigten von einander unabhangige, vergleichbare
Auswirkungen auf die myokardiale Ischdmie/Reperfusion.

Gleichzeitige Blockade von CD18 und Inhibition von NFxB erzielte gegenlber
Einzeltherapie additive Effekte. Nach 24 Stunden Reperfusion wurde die InfarktgréRe um
43% und die leukozytare Infiltration um 41% reduziert, nach 7 Tagen Reperfusion sank die
Infarktgrofie um 47% und die Leukozyteninfiltration um 53% im Infarktareal. Damit war die
Reduktion der Leukozyteninfiltration nach 7 Tagen gegenuber der Kontrolle signifikant. Ein
ahnliches Bild zeigt die Herzfunktion hinsichtlich der regionalen Kontraktilitat: nach 7 Tagen
Reperfusion erreichten beide Einzeltherapien einen vergleichbaren Trend zu besserer
linksventrikularer Kontraktion; die Kombination beider Therapien erzielte additive Effekte

und gegenuber der Kontrolle ein signifikant besseres Ergebnis.
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5.6.2. CD18-Inhibition und NFkB-Blockade als Modell zur Unterscheidung der akuten und

der subakuten Phase der Reperfusion

R2-Integrine sind die wesentlichen leukozytaren Adhé&sionsmolekiile fir die Migration Uber
die Endothelbarriere. Die Leukozytenmigration stellt die gemeinsame Endstrecke vieler an
der Reperfusion beteiligter Reaktionen dar, und ist sowohl in akuter als auch in subakuter
Reperfusion von grolRer Bedeutung. Wir schatzen die Wirkdauer von 1B4 aufgrund der von
uns an einem exemplarischen Tier dargestellten Kinetik auf einige Stunden, nach Beginn der
Infusion von IB4 tritt die maximale Wirkung sehr rasch ein (vgl. 2.3). Die Blockade der R2-
Integrinfunktion mit Hilfe des CD18-Antikorpers 1B4 betrifft demnach vornehmlich die
Zeitspanne der akuten Phase der Reperfusion.

Die Blockade der Interaktion zwischen Endothelzellen und Leukozyten verringert den Effekt
verschiedener Vorgdnge der akuten Phase der Reperfusion, jedoch sind leukozyten-
unabhédngige Abldaufe nicht betroffen. Beispielsweise schadigt das Komplementsystem
unabhéngig von Leukozyten Endothelzellen und Kardiomyozyten durch Bildung des
Membranangriffkomplexes. Zwar wird die Komplementreaktion von Leukozyten durch
Freisetzung von  Komplementfaktoren, deren  Aktivierung durch  freigesetzte
Sauerstoffradikale oder direkte Ligand-Rezeptor-Interaktion verstérkt, sie lauft jedoch auch in
Abwesenheit von Leukozyten ab. Ahnliches gilt fir Sauerstoffradikale und Zytokine, deren
Freisetzung aus Leukozyten durch Blockade von CD18 verhindert werden kann, die aber auch
von Endothelzellen und Kardiomyozyten gebildet werden. Leukozyten tbernehmen also in
der Reperfusion eine wesentliche Verstarkerfunktion, die durch Blockade von CD18
unterbunden werden kann. Im Gegensatz zur direkten zytotoxischen Wirkung eingewanderter
Granulozyten, die durch CD18-Blockade direkt verhindert wird, kann der Ablauf dieser
Prozesse jedoch nicht verhindert, sondern lediglich abgeschwécht werden. Ein weiterer

wichtiger Mechanismus der Reperfusion ist die Interaktion von Endothelzellen mit

70



Thrombozyten. Durch prokoagulatorische Eigenschaften des aktivierten Endothels und
Aktivierung von Thrombozyten adhérieren diese oder bilden Mikrothromben, die den
reguldren Gas- und Substrataustausch tber die Endothelbarriere hinweg erschweren.

IB4 kann dementsprechend nicht alle VVorgénge der Reperfusion blockieren, aber zumindest
wesentliche Verstdrkermechanismen abschwachen und die zytotoxische Wirkung wvon
Granulozyten als gemeinsame Endstrecke der Reperfusion blockieren. Der Zeitverlauf von
IB4 deckt sich weitgehend mit dem Ablauf der akuten Phase der Reperfusion, sodass I1B4
wesentlich in dieser Zeitspanne, und in geringem MaRe in der subakuten Phase wirksam ist.
IB4 kann also relativ selektiv, wenn auch nicht vollstandig die akute Phase der Reperfusion
betreffen.

Die subakute Phase der Reperfusion geht einher mit der Neusynthese von Proteinen. Der
Transkriptionsfaktor NFxB steigt rasch nach Beginn der Reperfusion an, hat ein
Aktivitatsmaximum nach 3 Stunden und fallt dann tber etwa 24 Stunden langsam ab 2. Der
erste Anstieg bereits nach 15 bis 30 Minuten Reperfusion ist von kurzer Dauer und verlauft
ohne vermehrte Expression von p65-mRNA, also ohne Neusynthese von NFkB-
Untereinheiten. Nach etwa einer Stunde Reperfusion steigt die Expression von p65-mRNA
an, die Menge an p65-Protein steigt nach etwa 2,5 Stunden Reperfusion an %°. In unseren
Versuchen transfizierten wir die NFkB-Decoys vor Beginn der Reperfusion; entsprechend des
Wirkortes im Zytosol fand sich 1 Stunde nach Transfektion eine vollstandige NFxB-
Blockade. Da nach 24 Stunden Reperfusion noch ein deutlicher inhibitorischer Effekt zu
erkennen war, konnte die Aktivitit der Decoys wahrend des gesamten Zeitraums der Aktivitét
von NFkB zwischen 1 und 24 Stunden Reperfusion nachgewiesen werden. Mit Hilfe der
Decoys konnten wir also die NFkB-abhangige Proteinproduktion inhibieren.

Allerdings sind an der Regulation der subakuten Phase der Reperfusion auch andere

Transkriptionsfaktoren beteiligt. Verschiedene Autoren konnten eine Aktivierung von
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Activator-Protein (AP)-1 in Endothelzellen und Kardiomyozyten in der Ischdmie/Reperfusion
feststellen 2***°. Valen und Mitarbeiter zeigten die Aktivierung von Activator protein (AP)-1
in Leukozyten von Patienten mit instabiler Angina pectoris **. Die Familie der AP-1-Proteine
besteht aus Dimeren verschiedener Untereinheiten, darunter jun, fos und fra. Ahnlich wie
NF«B bindet aktiviertes AP-1 an Promotoren im Genom und fordert dadurch die Expression
bestimmter Gene. Als Aktivatoren von AP-1 kennt man derzeit verschiedene
Wachstumsfaktoren, ionisierende Strahlung sowie die in der Reperfusion vermehrt
exprimierten Mediatoren IL-1 und TNFa > |m Gegensatz zu NFkB wird AP-1 bereits

in der Ischamie aktiviert %

und zeigt eine maximale Aktivierung nach 15 Minuten
Reperfusion #. Wahrend NFkB in der Reperfusion auch nach kurz dauernder Ischamie
ansteigt, gibt es Hinweise darauf, dass AP-1 erst nach langer dauernder Ischamie aktiviert
wird °. Man geht davon aus, dass die Aktivierung von AP-1 vom Redoxpotential der Zelle
abhangt, eine Aktivierung von AP-1 durch Sauerstoffradikale konnte bisher nicht
nachgewiesen werden %> **°. Die Bedeutung von AP-1 in der Reperfusion ist noch nicht
hinreichend untersucht. Interessanterweise konnten Stein und Mitarbeiter zeigen, dass AP-1
mit der p65-Untereinheit von NFkB Bindungen eingehen, und dadurch die Aktivitat von
NF«B modulieren kann "%,

Weitere Transkriptionsfaktoren, die in der Reperfusion eine Rolle spielen, sind die Mitglieder
der STAT-Familie, darunter STAT-1 und STAT-3 "*%* Wihrend die Uberexpression von
STAT-3 in der Reperfusion kardioprotektive Effekte zu haben scheint *”*, wirkt STAT-1 in
der Reperfusion stark proapoptotisch ™. Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung der
proapoptotischen Proteine Caspase-1, Fas und FasL in der Reperfusion von der Aktivierung
von STAT-1 abhangt 1"*'"®, Man geht heute davon aus, dass die Apoptose in der Reperfusion

einen wichtigen Beitrag zur Schadigung des Myokards leistet >, Wenngleich STAT-1

wesentlichen Einflul auf die Regulation der Apoptose im reperfundierten Myokard hat,
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bleiben genauere Erkenntnisse Uber die Wirkungsweise der Transkriptionsfaktoren der STAT-
Familie in der Reperfusion weitgehend im Dunklen.
Die Blockade von NFkB in der Reperfusion kann also einen wesentlichen, wenngleich nicht

den einzigen Regulationsmechanismus der subakuten Phase der Reperfusion beeinflussen.

6. Zusammenfassung

Die moderne Infarkttherapie ermdglicht es, eine infarzierte Koronararterie wiederzuerdffnen
und damit das ischamische Myokard zu reperfundieren. In der Reperfusion finden die
Umbauvorgange statt, die zur Narbenbildung und/oder zur Erhaltung viablen Myokards
flihren. Dies macht die Reperfusion zu einem vielversprechenden therapeutischen
Angriffspunkt.

In der Pathophysiologie der Reperfusion kommt dem Endothel eine herausragende
Regulatorfunktion zu. Aus diesem Grunde beschrankt sich diese Arbeit auf die vaskulére
Komponente des Reperfusionsschadens. Moderne Versuche zum Zeitverlauf der
Leukozyteninfiltration und neueste Kenntnisse zur Gefugeveranderung und Narbenbildung in
der Reperfusion legen nahe, dass eine Gliederung des Reperfusionsgeschehens in eine akute
und subakute Phase mdglich ist. In dieser Arbeit vergleichen wir ein bereits mehrfach
verwendetes Prinzip zur Blockade der akuten Phase der Reperfusion (CD18-Blockade) mit
einem modernen, bisher im Groftier nicht verwendeten Verfahren zur Blockade der
subakuten Phase der Reperfusion (NFkB-Blockade), und betrachten damit erstmals die friihen
und spateren Vorgédnge der Reperfusion experimentell unabhdngig voneinander. Der
Erfassung der subakuten Phase der Reperfusion kommt auch insofern eine besondere
Bedeutung zu, als die meisten bisherigen Tiermodelle nur maximal 48 Stunden Reperfusion
umfassen, und damit kaum Daten zur subakuten Phase der Reperfusion vorliegen. Aufgrund

der Tatsache, dass NFkB eine Vielzahl an der Reperfusion beteiligter Substanzen reguliert,
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wahlten wir diesen Transkriptionsfaktor als therapeutisches Ziel zur Beeinflussung der
subakuten Phase der Reperfusion. Morishita und Mitarbeiter verwendeten dazu 1997 in einem
Kleintiermodell die Decoystrategie, die aus Zellkulturversuchen bekannt ist und bis dato nicht
am Groftiermodell eingesetzt worden ist.

Wir experimentierten an deutschen Landschweinen (20-25kg) und unterzogen sie einem
Protokoll mit 60minatiger Ischamie und 7tagiger Reperfusion. Wahrend der Ischdmie wurden
je nach Gruppe CD18-Antikdrper und/oder NFkB-Decoys bzw. Kontrollantikdrper und/oder
scrambled-Decoys appliziert. Zur effektiven Decoytransfektion verwendeten wir Liposome
als Vektoren und die SSR als in friheren Versuchen unserer Arbeitsgruppe etabliertes
Applikationsverfahren.

Diese Arbeit zeigt, dass die Decoystrategie zur Blockade von NFxB im Groftiermodell bei
geeignetem Applikationsverfahren durchfiihrbar ist und eine effiziente Reduktion der NFxB-
Aktivitat erreicht. Fluoreszenzmikroskopisch konnten wir die Decoytransfektion bis in den
Bereich der Mikrozirkulation nachweisen. Mittels NFxB-Inhibition erreichten wir eine
signifikante Reduktion der Leukozyteninfiltration sowie der Infarktgrofle. Die regionale
Myokardfunktion zeigt nach NFxB-Blockade einen Trend zu besserer myokardialer
Kontraktilitdt gegeniiber der unbehandelten Kontrolle. In unseren Versuchen konnte die
alleinige NFxB-Blockade gleiche Ergebnisse erzielen wie die alleinige CD18-Blockade.
Gleichzeitige Antikorperinfusion und Decoyapplikation konnten additive Effekte erzielen.
Damit konnten wir fir die subakute Phase der Reperfusion eine von der akuten Phase
unabhéngige Schadenswirkung nachweisen. Ferner legen unsere Daten nahe, dass die zeitlich
limitierte Blockade von NFxB in der Reperfusion keine negativen Einflisse auf den
myozytéaren Zelltod durch Apoptose hat. Dies zeigt, dass die Indution des programmierten
Zelltods keine Limitation einer zeitlich begrenzten Inhibition von NFxB in der Reperfusion
darstellt.
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Die vielversprechenden Ergebnisse tierexperimenteller Arbeiten zur Inhibition der akuten
Phase der Reperfusion mit CD18-Antikorpern konnten in ersten Kklinischen Studien nicht
nachvollzogen werden. Bisher zeigten sich keine benefiziellen Effekte einer CD18-
Antikorpertherapie beziglich der Parameter Kklinisches Ergebnis, Mortalitdt und Rate an
akuten Koronarereignissen. Weitere Patientenstudien, insbesondere gréReren Umfangs und
mit sensitiveren MelRparametern sind no6tig, um die Wirkung einer Therapie in der
myokardialen Reperfusion am Menschen zu evaluieren. Maoglicherweise 1aRt sich auch beim
Menschen in Zukunft durch Modulation der akuten und subakuten Phase der Reperfusion

gemeinsam ein meRbarer, benefizieller Effekt erzielen.
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