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,Niemals setzt sich die Wissenschaft das Phantom zum Ziel,

endglltige Antworten zu geben oder auch nur wahrscheinlich zu machen,

sondern ihr Weg wird bestimmt durch ihre unendliche, aber keineswegs unlésbare Aufgabe,
immer wieder neue, vertiefte und verallgemeinerte Fragen zu finden

und die immer nur vorlaufigen Antworten immer von neuem und immer strenger zu prifen.”

Karl Popper, Logik der Forschung, Wien 1935
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1 Einleitun:

1.1 Das GefiaRendothel

Die groRen Blutgefalle des menschlichen Kérpers haben ein gemeinsames Bauprinzip,
das in seiner Ausgestaltung zwar variiert, sich jedoch immer aus drei Wandschichten
zusammensetzt. Von aullen nach innen betrachtet enthalt die Tunica externa (Adventitia)
kollagene und elastische Bindegewebsfasern, erndhrende Gefale (Vasa vasorum) und
Gefalinerven, die Tunica media (Media) dicht gefligte, spindelférmige oder glatte Muskelzell-
schicht und die Tunica interna (Intima) Bindegewebe, eine Basalmembran sowie einen

einschichtigen, flachen Zellverband, das Endothel (Lippert, 1996).

Im ruhenden Zustand dient das Endothel durch seine strukturellen und metabolischen
Eigenschaften den meisten Zellen und Substanzen als Passagehindernis vom Gefalllumen
in den interstitiellen Raum. Zudem bildet es Substanzen (z.B. Stickstoffmonoxid, Antithrom-
bin oder Prostacyclin), die Aggregation und Adhésion von Leukozyten und Thrombozyten
hemmen (Klinke, 1996). Lokale Schadigungen durch Ischdmie oder Entziindung kénnen
jedoch zum Verlust dieser Endothelintegritdt und sogar zur Endothelzellaktivierung fihren
(Ley, 1996). Welche Mechanismen bei der Aktivierung von Endothelzellen eine Rolle spielen

und welche Faktoren daran beteiligt sind, wird im folgenden genauer dargestellt.

Abb. 1.1 Schematische Darstellung und Querschnitt durch eine Arteriole
(enthommen und modifiziert aus Molson Medical Informatics, McGill Universitat, Montreal, Kanada)




1.2  Die Endothelaktivierung

Die Infiltration von Gewebe durch Leukozyten ist ein wichtiger Bestandteil der kérpereigenen
Immunreaktion. Bevor ein Leukozyt das GefaRsystem verlassen und in tiefer gelegene
Gewebeschichten transmigrieren kann, muss er jedoch in Kontakt mit den Zellen der GefaR-
wand treten. FUr diese Adhasion ist die Aktivierung der GefaRendothelzellen, verbunden mit
der Expression von Adhasionsmolekillen (Einleitung 1.3), erforderlich. Ausldésende Stimuli fur
diese Endothelaktivierung sind beispielsweise Ischamie, Entziindungsreaktionen oder ein
Tumorgeschehen. Auch Zytokine wie TNFa, Thrombin oder bakterielle Endotoxine sind
solche Aktivatoren (Ebnet, 1999).

Im Fall von lokalen infektionen oder GefaRverletzungen trégt diese Endothelaktivierung und
Zelladhasion entscheidend zur Infektabwehr oder Blutstiliung bei. Bei Traumen, Ischamie,
Entzindung oder Sepsis kommt es jedoch haufig zu einer Uberschiefenden Aktivierung.
Diese fuhrt zu einer Ubersteigerten Expression von Adhédsionsmolekillen und Interaktion
zwischen Leukozyten, Thrombozyten und dem Endothel. Mikrozirkulationsstérungen und
morphologische Schaden im betroffenen Organ kénnen die Folge sein (Ley, 1996). Solche
Mechanismen der leukozytenvermittelten Gewebeschadigung sind auch bei der Reperfusion
vormals ischamischer Stromgebiete nach Organinfarkten beschrieben worden (Schurmann,
1997). Dieser so genannte Reperfusionsschaden (Jennings, 1985) am wiedererdffneten
GefalRsystem bildet den Schwerpunkt unserer Fragestellungen und soll daher gesondert
eingefuhrt werden (Einleitung 1.6).

Die endotheliale Aktivierung und konsekutive Adhésion zuvor frei flieBender Leukozyten und
Thrombozyten erfolgt in einer so genannten Adhasionskaskade. Diese verlauft in drei Stufen
(Einleitung 1.4): dem Rolling, Sticking und der (Trans-) Migration (Sluiter, 1993; Carlos,
1994; Froese, 1994; Fuster, 1996). Es wird jedoch auch eine zeitliche Komponente in der
Endothelaktivierung beschrieben (Ichikawa, 1997). So konnten Studien in der Zellkultur
zeigen, dass sich eine frihe Phase (nach Sekunden bis Minuten) von einer spaten Phase

(nach Stunden bis Tagen) unterscheiden lasst (Einleitung 1.5).

Zunéachst wird jedoch genauer auf die an der Endothelaktivierung und der Interaktion von

Endothel und Leukozyten bzw. Thrombozyten beteiligten Adhasionsmolekile eingegangen.




1.3 Adhésionmolekiile

Als Adhasionsmolekile werden Glykoproteine auf der Oberflache von Zellen bezeichnet.
Sie besitzen eine breite strukturelle Variabilitat und eine Vielfalt an Aufgaben. So beeinflus-
sen sie die Interaktionen zwischen einer Zelle und deren Umgebung, mit benachbarten
Endothelzellen, immunkompetenten Zellen oder nicht-zelluldren Strukturen wie Matrix-
Proteinen. Durch Bindung an entsprechende Liganden kann das Zytoskelett in seiner Struk-
tur verandert (Hogg, 1993), intrazellulare Molekile durch Exozytose ausgeschittet (Carlos,
1994) oder die Expression von Oberflachenmolekiilen veradndert werden. Auch sich selbst
verstérkende Effekte, bei denen Rezeptor-Liganden-Bindungen eine vermehrte Expression

von Adhésionsmolekilen nach sich ziehen, werden beschrieben (Gonzalez-Amaro, 1998).

Die Adhéasion spielt jedoch neben wichtigen physiologischen Phanomenen auch eine
Schlusselrolle bei vielen pathologischen Veranderungen wie Ischamie, Entziindungen oder
Tumorentwicklung. Viele dieser Erkrankungen werden durch Inflammation charakterisiert,
einem Phanomen, das die Infiltration von Leukozyten in Gewebe beinhaltet. Obwohl die
Entzlindung in erster Linie eine Immunreaktion des Organismus darstellt, kann dieser
physiologische Prozess ein Uberschielfendes Mall annehmen und zu Zellschaden und
Organdysfunktion fuhren (Springer, 1990; Frenette, 1996a; Frenette, 1996b). Die dabei
beobachtete, chronische Adhéasion von inflammatorischen Leukozyten wird insbesondere
auch mit der Entstehung und dem Fortschreiten der Koronarskierose in Zusammenhang
gebracht (Braunwald, 1997; Breslow, 1997).

Eine Systematik flir die sehr heterogene Gruppe der Zelladhasionsmolekile wurde erst
durch die Entwicklung monoklonaler Antikérper gegen spezifische zellulare Oberflachen-
antigene moglich (Beug, 1973). Es sei erwahnt, dass neben den genannten Molekilen auch
Cadherine und verschiedene, nicht miteinander verwandte Oberflachenmolekile mit

adhéasiven Fahigkeiten existieren, auf die jedoch nicht genauer eingegangen wird.




1.3.1 Selektine

Selektine sind transmembranare Glykoproteine, deren Vertreter eine lektin-ghnliche, amino-
terminale Domane besitzen, der eine variable Zahl von sich wiederholenden Homologie-

einheiten als Regulationseinheiten folgt (Gearing, 1993).

L-Selektin (LECAM-1, CD62L) kommt auf Leukozyten vor und wird dort konstitutiv exprimiert.
P-Selektin (PADGEM, GMP-140, CD62P) wird vorgebildet und in den Granula von Thrombo-
zyten oder den Weibel-Palade-Kérperchen von Endothelzellen gespeichert. Es kann durch
Thrombin, Histamin, Komplementfaktoren, Endotoxine, TNFa, Virusinfektionen und H,O,
aktiviert werden und wird innerhalb von Sekunden an die Zelloberfldche beférdert. E-Selektin
(ELAM-1, CD62E) findet sich dagegen ausschlielich auf Endothelzellen. Es wird Gber eine
proinflammatorische Transkriptionsaktivierung (NFxB und AP-1) vermehrt gebildet. Haupt-
aufgabe der Selektine ist jedoch die Vermittlung einer schwachen, reversiblen Bindung von

Leukozyten an die Gefallwand (Gearing, 1993), das so genannten Rolling (Einleitung 1.4.1).
Dieses ist Ca®*-abhangig.

1.3.2 Integrine

Integrine sind Zelloberflachenrezeptoren, die Interaktionen zwischen Zellinnerem und Zell-
umgebung erméglichen (Hynes, 1992). Es handelt sich um heterodimere, transmembranare
Glykoproteine (Corbi, 1996), die neben Zell-Matrix-interaktionen insbesondere Zell-Zell-

Adhasion vermitteln, indem sie Adhasionsmolekiile der Immunglobulin-Superfamilie binden.

Integrine werden konstitutiv an Zelloberflachen exprimiert, sind teilweise jedoch inaktiv und
mussen erst durch spezifische Agonisten aktiviert (Sanchez-Mateos, 1996), aber auch durch
diese reguliert werden. So war es zum Beispiel lange umstritten, ob MAC-1, ein granuio-
zytéres Integrin (CD11b/CD18), aktiviert oder berexprimiert wird. Erst durch die Entwickiung
der Gplib/llla-Rezeptorantagonisten (Abciximab, Tirofiban), spezifischer Antikérper gegen
aktiviertes MAC-1, lernte man die Funktion dieser Integrine besser kennen. Umgekehrt kann
man sich dadurch auch den groRen klinischen Nutzen von Gpllb/llla-Rezeptorantagonisten

bei der Aggregationshemmung besser erklaren (Schwarz, 2002).




Etwa 80.000 dieser Gpllb/llla-Rezeptoren sind auf der Thrombozytenoberflache verankert.
Die Adhasion an diesen ist streng reguliert: nach Aktivierung (durch ADP, Thrombin,
Kollagen, Serotonin, Thromboxane A2 oder Epinephrin) erkennt der Gpllb/llla-Rezeptor
Aminosauresequenzen mit Arg-Gly-Asp, die adhasive Komponente von Fibrinogen, von
Willebrand Faktor, Fibronektin und Vitronektin. Eine Konformationsanderung des Gpllb/llla-
Moleklls bildet dann die Voraussetzung fir die Thrombozytenadhasion und Thromben-
bildung (Shattil, 1997, Gonzales-Amaro 1998).

Integrine Ubernehmen auch wichtige Funktionen bei der hamatopoetischen Zellentwicklung,
bei der Zellmigration als Antwort auf Verletzungen, der Angiogenese und beim extrazellula-
ren Matrixkontakt. Die Adhéasionsmolekille dieser Familie Ubernehmen Signalwirkungen
(outside-in-signaling), wobei ligandenbesetzte und angehaufte (clustered) Integrine sowohl
Zellform als auch Organisation des Zytoskeletts kontrollieren und eine Vielzahl von bioche-
mischen Signalen generieren (Clark, 1995). Im Gegensatz zu klassischen Rezeptoren I6sen

sie auch extrazellulare Effektorantworten aus (inside-out-signal) (Shattil, 1997).

Als wichtige Vertreter der leukozytdren Integrine seien hier LFA-1 (CD11a/CD18, «o.f,,) auf
aktivierten T-Zellen, B-Zellen (Carrasco, 2004) und Monozyten (lssekutz, 1995), MAC-1
(CD11b/CD18) auf polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) und VLA-4 (0u4f4,
CD49d/CD29) auf Monozyten erwahnt (Postigo, 1993, Ubersicht in Tab. 1.1).

1.3.3 Immunglobulin-Superfamilie

Die Mitglieder der Ig-Superfamilie sind ebenfalls transmembranéare Glykoproteine, die Memb-
ranen einfach durchspannen (single-pass-Glykoproteine) und vornehmlich eine Ca*'-
unabhéngige Adhasion vermitteln (Sluiter, 1993; Springer, 1994). Sie kommen im Orga-
nismus auf verschiedenen Geweben vor und besitzen mindestens eine Domane, die auch fur
Antikérper charakteristisch ist (Springer, 1990). Zu den wichtigsten Vertretern z&hlen das
interzelluldre Adhasionsmolekl-1 (ICAM-1), das vaskuldre Adhasionsmolekil-1 (VCAM-1)
sowie PECAM (CD31, auf Endothelzellen, Thrombozyten, Neutrophilen und Monozyten) und
NCAM (CD58, auf Nervenzellen).




In vivo-Tierstudien und immunhistochemische Studien von humanen Geweben zeigten, dass
die Expression von ICAM-1 und VCAM-1 in arterioskierotischen Plaques stark erhdht ist
(Davies, 1993). Nach Aktivierung wahrend inflammatorischer Prozesse werden diese Mole-
kile verstarkt exprimiert und sind wichtig fir Adh&sion und transendotheliale Migration von
Leukozyten (Gearing, 1993; Carlos, 1994).

Den Adhé&sionsmolekllen dieser Familie wird auRerdem eine grole Bedeutung bei der
Entwicklung von Wirbeltieren zugeschrieben. So konnte gezeigt werden, dass Mause, denen
VCAM-1 bei der Entwicklung fehlt, entweder anormale Herzen entwickeln, bei Trachtigkeit
eine Fehlentwicklung der Plazenta zeigen oder bereits vor der Geburt sterben, da deren

Allantois nicht mit dem Chorion fusionieren kann (Gurtner, 1995; Kwee, 1995).

1.3.3.1 Interzelluldres Adhdsionsmolekiil-1 (ICAM-1)

ICAM-1 (CD54) wird in erster Linie auf Endothelzellen, aber auch auf Epithel, Fibroblasten,
Leukozyten und vielen Tumorzellen exprimiert (Gearing, 1993). Als Liganden wurden zuerst
Bo-Integrine (LFA-1, MAC-1) auf Leukozyten identifiziert (Rothlein, 1986; Staunton, 1989).
Spater konnte gezeigt werden, dass ICAM-1 direkt Fibrinogen binden kann (Altieri, 1993)
und dadurch zur Thrombozytenadhdsion beitragt. Auf Endothelzellen wird es konstitutiv
exprimiert, kann jedoch auch durch Stimulation mit TNFa, IFN-y und IL-1 induziert werden
(Dustin, 1986; Rothlein, 1988).

1.3.3.2 Vaskuldres Adhédsionsmolekiil-1 (VCAM-1)

VCAM-1 (CD106) kommt auf endothelialen, epithelialen und dendritischen Zellen sowie auf
Makrophagen vor (Gearing, 1993). Dieses Transmembranprotein ist urspringlich als ein
induzierbares Moleklll auf humanen Endothelzellen entdeckt worden, das in der Lage ist,
sowoh! Lymph- als auch Tumorzelllinien zu binden (Osborn, 1989; Rice, 1989).

Innerhalb der Ig-Superfamilie ist es am engsten mit ICAM-1 (Rothlein, 1986, Staunton,
1988), ICAM-2 (Staunton, 1989), ICAM-3 (Fawceit, 1992) und MadCAM (Briskin, 1993)
verwandt. Die endotheliale VCAM-1 Expression kann durch die Zytokine IL-1B bzw. -1y,
TNFo und IL-4 induziert werden (lademarco, 1992; Neish, 1992; lademarco, 1993), wodurch
es die Adhéasion und Migration von Monozyten und Lymphozyten mitbestimmt (Masinovsky,
1990; Thornhill, 1991; Meerschaert, 1994). Die VCAM-1 Expression kann auf dem Endothel

groRer wie auch kleiner Gefafle aus unterschiedlichsten Geweben detektiert werden.




Zellen, Makrophagen

CD Cluster of Synonyme vorwiegender vorwiegende
Differentiation Expressionsort Expressionskinetik
Selektine
CD62P P-Selektin Thrombozyten basal keine, nach
PADGEM und Endothel Stimulation rasche
Mehrausschittung
CDB62E E-Selektin Endothelzellen durch Stimulation
ELAM-1 induziert
CDhe2L L-Selektin Leukozyten konstitutiv, nach
LECAM-1 Stimulation abgespalten
Integrine
CD11a/CD18 LFA-1 T-Zellen, B-Zellen konstitutiv und
o B2 und Monozyten durch Aktivierung
CD11b/CD18 MAC-1 Granulozyten konstitutiv und
durch Aktivierung
CD49d / CD29 VLA-4 Monozyten, Lymphozyten | konstitutiv und
0y Neutrophile, naturliche durch Aktivierung
Killerzellen
lg-Superfamilie
CD31 PECAM-1 Endothel, Thrombozyten, |konstitutiv und
Neutrophile, Monozyten durch Aktivierung
CD56 NCAM Nervenzellen konstitutiv
CD54 ICAM-1, 2 und 3 Endothel, Leukozyten, geringe konstitutive
MadCAM Fibroblasten, Tumoren Expression, vorwiegend
nach Stimulation
CD106 VCAM-1 Endothel, Epithel, dentr.

basal sehr gering, nach
Stimulation steigerbar

Tab. 1.1 Ubersicht und vorwiegende Expressionskinetik der im Text erwahnten Adhasionsmolekiile




1.4 Die Adhéasionskaskade

1.4.1 Das Rolling

Dieser Schritt ermoglicht bei normaler Strémungsgeschwindigkeit die Ann&herung der frei
flieRenden Leukozyten an die Gefallwand. Vermittelt durch Moleklle aus der Gruppe der
Selektine und ihrer Liganden kommt es zum Aufbau lockerer Bindungen, deren Entstehung
nur geringste Kontaktzeiten benétigt und die Geschwindigkeit der frei flieRenden Leukozyten
erheblich reduziert. Es resultiert ein langsames Entlangrolien der Leukozyten auf dem

Endothel, das so genannte Rolling.

Verantwortlich hierfur sind drei Molekule (vgl. Einleitung 1.3.1), die nach den Zellen benannt
sind, auf denen sie das erste Mal nachgewiesen wurden: P-Selektin (Platelets), L-Selektin
(Leukozyten) und E-Selektin (Endothelzelien). Wéahrend P- und L-Selektine die Adhéasion
bereits bei sehr hoher Stromungsgeschwindigkeit (150 — 50pm/s) vermitteln, ist E-Selektin
bei langsamerem Fluss aktiv (3 — 10um/s) und dient damit der weiteren Geschwindigkeits-
reduktion rollender Leukozyten. Selektine binden als Liganden oligosaccharid-ahnliche
Strukturen (fucosylierte Kohlehydrate) auf Leukozyten (PSGL und ESL) (Bevilacqua, 1993;
Rosen, 1994; Kansas, 1996).

1.4.2 Das Sticking

Die raumliche Nahe von Leukozyten und Endothelzellen bewirkt eine Aktivierung der Leuko-
zyten als Voraussetzung fur die feste Bindung an Endothelzellen. Die durch das Rolling
herabgesetzte Geschwindigkeit der Leukozyten ermdglicht den Adhasionsmolekiilen |ICAM-1
und VCAM-1 Bindungen einzugehen, die fester als die der Selektine sind, deren Aufbau
jedoch eine langere Kontaktzeit benétigt. Es kommt zum so genannten Sticking, dem festen

Anhaften des Leukozyten an der Endothelzelle, vermittelt durch ICAM-1 und VCAM-1.

Beide gehoren zur Familie der Immunglobulin-dhnlichen Adhé&sionsmolekile und binden die
leukozytaren B2-Integrine LFA-1 (CD11a/CD18), MAC-1 (CD11b/CD18) bzw. VLA-4
(Andrian, 1991). MAC-1 ist von besonderem Interesse, da sowohl seine Bindungsaffinitat als
auch seine Expressionsdichte auf Leukozyten bei Aktivierung rasch gesteigert wird (Arumu-
gam, 2004; Caimi, 2001). VLA-4 wird von mononukledren und eosinophilen Leukozyten
exprimiert. Daher besitzt die Bindung von VLA-4 an VCAM-1 nur eine geringe Bedeutung fir
akute Mikrozirkulationsstérungen, bei denen neutrophile Granulozyten (PMN) die vorherr-

schende Leukozytenspezies darstellen.




Diese beiden Stufen des Adhasionsprozesses sind essentiell, d.h. dass eine Inhibition
jeweils einer Stufe den leukozytenabhangigen, myokardialen Reperfusionsschaden (Einlei-
tung 1.6) hemmen kann (Simpson, 1988; Kubes, 1995). Neuere Studien konnten zeigen,
dass die Leukozytenadhésion durch Interaktion mit Thrombozyten moduliert wird (Kuijper,
1998). Einerseits konnen Thrombozyten Leukozyten durch Mediatoren wie Interleukin-1
aktivieren (Gawaz, 1998), andererseits kénnen sie mit aktivierten Leukozyten Aggregate
bilden (Evangelista, 1996), die zur Thrombosebildung beitragen (Giesen, 1999). Thrombo-
zyten, die am Endothel oder der Matrix adharieren, kdnnen in vitro als Adhasionsflache fur
Leukozyten dienen (Weber, 1997). Dieses Phanomen wird Uber P-Selektin und den

Gpllb/llla-Rezeptor vermittelt und findet sich auch in reperfundierten Mauseherzen wieder
(Kupatt, 2002b).

1.4.3 Die Transmigration

Die adharenten Leukozyten wandern nun in das subendotheliale Bindegewebe zum Ort der
Inflammation. Dies wird vor allem vermittelt durch chemotaktische Gradienten, die von
Entzindungsherden ausgehen, aber auch durch ICAM-1 und PECAM-1, die an den inter-
zellularen Kontaktstellen der Endothelzellen lokalisiert sind.
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Abb. 1.2 Schrittweise Endothelaktivierung und die daran beteiligten Adhasionsmolekiile
(entnommen aus dem New England Journal of Medicine, Andrian, 2000)




1.5 Phasenverlauf der Endothelaktivierung

Die endotheliale Aktivierung lasst sich in zwei Phasen aufteilen: die Regulation der
Adhasion kann entweder rasch (akute endotheliale Aktivierung, Typ 1) oder protrahiert
(subakute endotheliale Aktivierung, Typ II) verlaufen (Pober, 1990). Die akute endotheliale
Aktivierung wird durch posttranslationale Modifikation gespeicherter Proteine bewirkt. Fr die
subakute Aktivierung der Endothelzellen ist die transkriptionelle Aktivierung charakteristisch.
In dieser Phase, die einige Stunden nach Stimulation beginnt, wird die Expression der
Adhasionsmolekile ICAM-1 und E-Selektin gesteigert (Kukielka, 1994; Zund, 1996). Dieser
Prozess ist verantwortlich fir die Dauer der therapeutisch relevanten Leukozytenrekrutierung

bei myokardialer Reperfusion (1-2 Tage, Simpson, 1988; Fiynn, 1996).
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Abb. 1.3 Zweiphasiger Verlauf der Endothelaktivierung nach 80minitiger Anoxie
(entnommen aus Circulation Research, Ichikawa, 1997)

1.5.1 Die Akute Phase (Typ 1)

Die akute Phase der Aktivierung von Endothelzellen erméglicht eine schnelle Adhé&sion von
PMN am Endothel. Diese ist gekennzeichnet durch die Freisetzung bereits bestehender
Mediatoren (PAF, Leukotriene, Xanthinoxidase), der Bildung von reaktiven Sauerstoffverbin-
dungen (H,0,) und der posttranslationalen Modifikation bereits gespeicherter Proteine aus
dem Endothel. Sie fihrt zum Phanomen der so genannten Mikrozirkulationsstérung. Dieses
Ereignis tritt sehr rasch (innerhalb von Sekunden bis Minuten) nach Endothelzellstimulation
ein (Nawroth, 1993; ichikawa, 1997).




1.5.2 Die Subakute Phase (Typ Il

Die subakute endotheliale Aktivierung hingegen ist bestimmt von Veranderungen auf zellula-
rer Transkriptionsebene und damit der Neusynthese von Zytokinen und Adhasionsmolekilen
wie ICAM-1 und E-Selektin. Dafir bedarf es der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie
z.B. NFxB (Nuclear Factor «B). NFxB ist ein Transkriptionsfaktor, der als Verstarker der
k-Leichtketten-Transkription in B-Zellen identifiziert wurde (Sen, 1986). Funf Untereinheiten
(rel-A oder p65, rel-B, rel-C, p50, p52) sind bekannt, die entweder als Homo- oder als
Heterodimere die Transkription von proinflammatorischen Genen (z.B. Adhasionsmolekiilen,
Zytokinen und Chemokinen) erhéhen. Intrazellular regulieren IKKa und IKKB nach adaquater
Stimulation die Phosphorylierung und die anschlieRende Ubiquitinierung und Proteolyse von
IkBa, dem zytosolischen Inhibitor von NFkB (Karin, 1999). Dadurch wird die Translokation
von NFxB in den Zellkern und die Bindung an doppelstrangige Kern-DNA mit einer definier-

ten Bindungssequenz ermdglicht (Chen, 1998, vgl. Material und Methoden 3.6).

Die Aktivierung von IKKa und IKKp, die zur Phosphorylierung von IxkBa fuhrt, ist durch eine
Reihe unterschiedlicher Induktoren méglich. So kénnen zum einen Zytokine wie TNFo und
Interleukin-1 ihr Aktivierungssignal nach Rezeptorbindung durch TNF-Receptor Associated
Factors weiterleiten (TRAF2 und TRAF 6, Pomerantz, 1999). Auch Wachstumsfaktoren wie
basic Fibroblast Growth Factor (bFGF), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und
Insulin Like Growth Factor 1 (IGF-1) aktivieren nach Rezeptorbindung diese Signalkaskade.
Sie fuhrt Ober das G-Protein ras, die Phosphorylierung der Phosphoinositol-3 Kinase (P1P-3-
Kinase) und die Proteinkinase B (AKT, Romashkova, 1999) zur so genannten NF«B Inducing
Kinase (NIK, Woronicz, 1997). Zur Aktivierung des IKK-Komplex ist das Zusammenspiel der
genannten Faktoren essentiell (Ozes, 1999). Ein vorbeschriebener, alternativer Aktivierungs-

weg Uber die NFxB Activating Kinase (NAK, Tojima, 2000) gilt heute dagegen als umstritten.
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1.6  Der Myokardiale Reperfusionsschaden

Der plétzlich eintretende Verschluss einer Koronararterie bedeutet fir das dahinter liegende
Gewebeareal eine akute Verschlechterung seiner Kontraktilitdt und, bei langerem Fortbeste-
hen, den Eintritt von Zelltod und Vernarbung dieses Myokards. Deshalb muss das
vorrangige, therapeutische Ziel bei Myokardischamie die Wiedereréffnung und Reperfusion
des verschlossenen Koronargefalles sein. Allerdings kann diese postischamische Reper-
fusion einen von der ischamischen Schadigung abgrenzbaren Schaden verursachen, den so
genannten Reperfusionsschaden. Am Herzen tritt die Situation der Reperfusion nach
Thrombolyse oder PTCA (Perkutane transluminale Koronarangioplastie) bzw. Stentimplan-

tation einer Koronararterie sowie in der Bypass-, Klappen- und Transplantationschirurgie auf.

Auch wenn am Menschen aufgrund methodischer Limitation qas Ausmald des myokardialen
Reperfusionsschadens nicht bekannt ist, weisen Tiermodelle in vivo und ex vivo auf die
Relevanz dieses Prozesses hin. Beispiele sind eine reversible, zusaizliche Einschrankung
der Herzmuskelfunktion (myokardiales Stunning, Braunwald, 1982), eine endotheliale
Dysfunktion (Seccombe, 1995), Mikrozirkulationsstérungen (Maes, 1995) und eine

VergréRerung des Infarkigebietes durch die Reperfusion (Jennings, 1985).

Leukozyten emigrieren typischer Weise in das infarzierte Myokardparenchym, um die
entstandene Nekrose abzurdumen. Dieser Reparaturvorgang ist notwendig: wenn die
Leukozytenemigration gehemmt wird (z.B. durch Blockade von Metalloproteinasen,
die extrazellulare Matrix destruieren), findet sich neben einer fehlenden Narbenbildung eine
deletdre Myokardfunktion (Heymans, 1999). Insofern sind beim dauerhaften Koronar-

verschluss starke chemotaktische Stimuli erforderlich, um Leukozyten aus der Infarkirand-

zone zu rekrutieren.

Bei Wiedererdffnung des Infarktgefales verandert sich die Situation deutlich: nun adharieren
Leukozyten rasch an den Endothelzellen des reperfundierten Areals. Von hier aus sind die
Emigrationsstrecken und -zeiten kirzer als von der Infarktrandzone, sodass die chemotak-
tischen Stimuli moglicher Weise zu leukozytenabhangigen Schaden fihren. Tatsachlich kann
der myokardiale Reperfusionsschaden durch Inhibition der Leukozytenadhasion (Flynn,
1996) und der gleichzeitig auftretenden Interaktion mit Thrombozyten (Andrian, 1991)
gehemmt werden. Eine Begrenzung der postisch&mischen Inflammation erscheint daher als

eine Therapieoption des Reperfusionsschadens.




2  Zielsetzung

Die Ausbildung des Ischamie-Reperfusionsgeschehens am Endothel kann in eine akute
Phase (nach Sekunden bis Minuten) und eine subakute Phase (nach Stunden bis Tagen)
unterschieden werden (Ichikawa, 1997). Klinisch existieren bereits zahireiche therapeutische
Ansatze, die akute Endothelaktivierung (Mikrozirkulationsstérungen, Freisetzung von Media-
toren, Proteinen und Sauerstoffradikalen) zu antagonisieren. In diesem Zusammenhang sind
die Thrombozytenaggregationshemmer wie Acetylsalicylsaure, der ADP-Rezeptorantagonist
Clopidogrel und die Gplib/llla-Antagonisten Abciximab und Tirofiban zu erwahnen. Fir den
subakuten Prozess bedarf es dagegen einer Hochregulation von Transkriptionsfaktoren
sowie der Neusynthese von Mediatoren und Proteinen. Bislang sind noch keine spezifischen

Therapieansatze etabliert, diesem subakuten Ischémie-Reperfusionsschaden zu begegnen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, eine Strategie zur Hemmung von NFxB, einem
fur die subakute Endothelaktivierung verantwortlichen Transkriptionsfaktor, zu etablieren.
Fur diesen Zweck werden drei grundsatziiche Arbeitsschritte durchgefiihrt: zunéchst soll
ein Endothelzelimodell und die geeigneten Transfektionsverfahren gefunden werden.
Eingesetzt werden dann Reportergenkonstrukte fur die Adhésionsmolekille ICAM-1 bzw.
E-Selektin, die (gekoppelt an Luciferase) luminometrisch gemessen werden kénnen.
AnschlieRend soll das Verhalten dieser, bekannter Malten NF«xB-sensitiven Reportergen-
konstrukte untersucht werden: Positivkontrolle ist dabei die Stimulation mit Zytokin (TNFo)
gegenuber der mit PMN bzw. Thrombozyten. Durch Anwendung von Hypoxie und Reoxy-

genierung wird eine dem Reperfusionsgeschehen vergleichbare Modellsituation geschaffen.

Im zweiten Abschnitt wird dann die Beeinflussbarkeit dieser NFxB-Aktivierung untersucht.
Einerseits werden die Effekte von u.a. Abciximab (Reopro) und Tirofiban (Aggrastat) auf den
Adhasionsprozess betrachtet. Andererseits soll dann mittels Transfektion so genannter
Decoy-Oligodinukleotide (ODN) eine Blockade der NFxB-Kaskade auf Transkriptionsebene

stattfinden und die entsprechenden Auswirkungen auf die ICAM-1 bzw. E-Selektin-

Expression beobachtet werden.




3

3.1 Zellkulturen
3.1.1 HMEC

aterial und Methoden

Diese Zelllinie humaner, mikrovaskularer Endothelzellen (CDC-HMEC-1) wurde Uber

das Center of Disease Control, North Carolina, USA bezogen (Ades, 1992; Xu, 1994).

3.1.2 HUVEC

Primére Endothelzellen der humanen Umbilikaivene wurden von PD Dr. S. Zahler vom
Adolf-Butenandt-Institut fur Physiologische Chemie, Physikalische Biochemie und Zellbio-
logie der LMU Munchen zur Verfligung gestellt.

3.1.3 NECR und Isolationsprotokoll

Primare, neonatale Endothelzellen der Ratte aus einem eigenen Isolationsprotokoll:
den isolierten Rattenherzen wurde die Aorta kantliert und 5min mit PBS+Ca?" perfundiert.
Auf Ventilebene wurde der rechte Ventrikel entfernt, die linke Herzhohle eréffnet, 30sec in
80% Ethanol getaucht (Endokardentfernung) und in Ca*'-freiem PBS gewaschen. Die
epikardiale Muskelschicht mit makrovaskularem Muskelgewebe wurde entfernt, gewaschen
und zerkleinert. Dann wurde das Gewebe zum Verdau Uberfuhrt (25min mit 1mg Kollagena-
se A, Gibco). AnschlieRend wurde das Zellpellet gewaschen (Ca®'-freies PBS) und
zentrifugiert (120xg, 5min). Die gewonnenen Zellen wurde in DMEM (cc-pro, 5-10% FCS,

10ml L-Glutamin, Antibiotikum) in Laminin-beschichteten Schalen (P 100) ausgesat.

3.1.4 Medien, wichtige Materialien und Routinen

HMEC und HUVEC wurden in MCDB-131-Medium (Gibco™ Invitrogen) mit 5-10% FCS
(Sigma-Aldrich), 50-200ng/ml EGF (Sigma-Aldrich) und 1ug/ml Hydrocortison (Aventis),
die NECR in DMEM-Medium (Gibco™ Invitrogen) mit 10% FCS und jeweils 5mg/l Gentamicin
(Bayer) kultiviert. Zellpassagen fanden jeweils nach 3-5 Tagen statt, bei NECR und HUVEC
waren maximal 6-8, bei der HMEC-1-Zelllinie bis zu 20 Passagen méglich.




3.2 Transfektionsmethoden

3.21 HVJ-Liposomen und Herstellungsprotokoll

Der verwendete Sendai-Virus (Stamm Sendai 52) stammte Urspringlich aus dem Lungen-
material einer schwer verlaufenen Newborn-Pneumonitis in Japan 1852 (Kuroya, 1933;
Jensen, 1955; Andrewes, 1973).

Fur die Virusamplifikation wurde in 9 Tage alte Hithnerembryonen (Institut fur Geflugelkrank-
heiten, LMU Minchen) je 1 HAU (Hamagglutinating Unit) des HVJ-Impfvirus injiziert und im
Warmeschrank (37 °C) (ber 3—4 Tage bebritet, bis 10ml der virushaltigen Allantois pro Ei
abziehbar waren. Die Viruskonzentration wurde mittels HAG (Hamagglutinations)-Test (Salk,
1944) bestimmt (Virusproteine binden dabei an Erythrozyten und vernetzen diese). Daflr
wurde in 96-well-Platten (Nunclon) mit jeweils 50ul PBS eine 1:2-Verdinnungsreihe ange-
legt. 50yl zugegebenes Erythrozytenkonzentrat (Blutgruppe 0, Klinikum Minchen-Grol3-
hadern) zeigte nach 30min (bei RT) in denjenigen Verdinnungsreihen ein Absinken auf den

Gefalboden, wo die Sendai-Viruskonzentration keine ausreichende Vernetzung aufwies.

Fur die Aufreinigung wurde die frische Allantois zentrifugiert (27.000xg, 30min, 4 °C), gewa-
schen im UV-Crosslinker (Stratagene) bei 180.000uJoule/cm?® fir 3-5min attenuiert. Damit
war die Sendai-Virushillle separiert. Zur Liposomenherstellung wurden 20mg lyophilisiertes
Cholesterin und 48mg Phospatidyicholin in 1ml Tetrahydrofuran geldst (Sigma-Aldrich), in
0,9ml wurden 0,1ml NaPS-Puffer (Natriumpersulfat-Puffer aus 10mM NaHPO,4, 50mM
Na,S0O, und 1mM Dipalmitoyl, Sigma-Aldrich) gegeben und in 10mg-Portionen-Schliffglasern
unter Argondecke gelagert (-80 °C).

For die Liposomen-DNA-Mischung wurden 10mg Lipid, 5ml Ether und 200yl DNA gevortext,
im Ultraschallbad, unter der Vakuumpumpe (PIAB) und Argon emulgiert, erneut im Ulira-
schallbad eingedickt und mit 100-200ul BSS-Puffer (Bistrimetylsilylsulfat-Puffer aus 1M
NaOH und 1M H,SQO,) versetzt. Flr das anschlieRende ,coating” mit den Virush{llproteinen
wurden 100.000 HAU Virussuspension 10min auf Eis inkubiert und 60min bei 37 °C
geschittelt (250rpm). Nach Ulirazentrifugation (30.000xg, 60min, 4 °C) Uber einen 60%iger
Saccharose-Dichtegradienten (Saccharose in BSS-Puffer, Sigma-Aldrich) fand sich die

gebundene Virosomenmischung typischer Weise in der mittleren der drei Phasen.
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Abb. 3.1 Prinzip der Herstellung und Transfektion mittels HV.J-Liposomen

3.2.2 SuperFect™

Das SuperFect™-Transfektionsreagenz (Qiagen) besteht aus langen, aktivierten Dimeren:
die sternférmig angeordneten Seitenketten tragen dabei kationische Aminogruppen, an
denen die negativ geladenen Phosphatgruppen der Nukleinsduren binden kénnen. Die DNA
wird damit in kompakte Vesikel verpackt und in einer Liposomenmischung emulgiert. Nach
Aufnahme in die Zelle werden durch pH-Verschiebung die lysosomalen Nukleasen gehemmt
und die DNA zum Zellkern transportiert. Die Zellen wurden zur Transfektion mit 0,5% FCS-
haltigem und antibiotikafreiem Medium versorgt, 6h nach Transfektion wurde ein Medium-

wechsel auf Normalmedium gemacht und die Zellen flr weitere 24-48h inkubiert.

3.2.3 Effectene™

Das Transfektionsreagenz Effectene™ (Qiagen) stellt kein liposomales System dar, sondern
spezielle Transfektionsmoleklle, einen DNA-kondensierenden Enhancer und einen DNA-
Puffer. Der Puffer erméglicht die Salzbedingungen zum Komplexieren der DNA mit dem
Enhancer, das dann vom kationischen Transfektans umhillt wird. Nach Evaluation aller

Reagenzien wurden séamtliche Experimente mit diesem Transfektionssystem durchgefihrt.




3.3 Reportergenkonstrukte

3.3.1 Renilla- und Firefly-Luciferase

Als Kontrollreporter der Transfektionseffizienz diente die pRL- (Renilla-Luciferase, Promega).
Die Renilla-Luciferase ist ein 36kDa monomerisches Protein, das flir seine Aktivierung keine
postiranslationale Modifikation benétigt. Dadurch hat es die Funktion eines Genreporters auf
der Stufe der Translation. Zum Einsatz kamen zwei verschiedene Subtypen des pRL-
Vektors: der pRL-CMV-Vektor mit einem CMV (Cytomegalievirus) Promoter und der pRL-TK-
Vektor mit einem Herpes Simplex Thymidinkinase (HSV-TK) Promoter.

Die Firefly-Luciferase ist zwar ein grolReres Molekll (61kDa, monomerisch), besitzt aber im
wesentlichen die der Renilla-Luciferase vergleichbaren Eigenschaften. Der Ausschlag
gebende Unterschied beider Luciferase-Systeme besteht jedoch in ihrem unterschiedlichen
pH-Optimum der Enzymreaktion, was eine parallele, luminometrische Messung beider

Parameter innerhalb der selben Probe ermdéglicht (vgl. Material und Methoden 3.7.2).

3.3.2 plCAM-1-Reportergenkonstrukt

Die Analyse des ICAM-1-Transkriptionsverhaltens wurde durch Promoter-Reportergen-
konstrukte unterschiedlicher Lange ermogiicht: zum Einsatz kamen ICAM-1-Promoterteil-
stlicke mit 34, 174, 277 und 339 Basenpaaren, wobei die beiden ladngeren Plasmide pICAM-
277 und piCAM-339 als wesentliche Eigenschaft eine NFxB-Bindungssequenz besalen.
Durch Kopplung an eine Firefly-Luciferase waren diese mittels Chemolumineszenz messbar.
Die ICAM-1-Reportergenkonstrukte wurden zunachst in humane Endothelzellen (HMEC und

HUVEC), spater dann auch in neonatale Rattenendothelzellen (NECR) transfiziert.

3.3.3 pE-Selektin-Reportergenkonstrukt

Es wurden auch Reportergenkonstrukie zur Messung der E-Selektin-Expression verwendet
(V.R. Baichwal, Tularik Inc., South San Fransisco, USA). Analog zu den ICAM-1-Reportern
besalen diese unterschiedliche Lange (full length, LS-112, LS-51 und LS-48 Basenpaare).

Nur die langeren (full-length und LS-112) waren mit einer NFkB-Bindungssequenz versehen.




3.4 Endothelaktivierung

3.41 Hypoxie und Reoxygenierung

Fur die Induktion von Hypoxie (Uber 24h) kam balancierter Stickstoff (95% N, 5% COy),
zur Reoxygenierung (Uber 4h) Carbogen (95% O, 5% CO,, jeweils Linde) zum Einsatz.
Ein spezielles Schlauchsystem (& 10mm) flhrte Uber eine Wasserfalle zum Warmeschrank

(37 °C), in dem eine luftdicht verschlieBbare Zellkammer mit der 12-well-Kulturplatte stand.

3.4.2 Leukozyten, Thrombozyten und Fibrinogen

Um die Reperfusionsituation in vivo in unserem in vitro Zellkulturmodell zu imitieren, wurden
zum Zeitpunkt der Reoxygenierung Blutzellen appliziert, wobei jeweils Leukozyten
(500.000/m! Medium), Thrombozyten (20.000.000/ml Medium) und Fibrinogen (10ul/mi
Medium, Sigma-Aldrich) zugesetzt wurden. Nach Applikation wurden die Kulturschalen
zentrifugiert (500xg, RT, 2min), nach 15min die nicht adh&renten Zellen zweimal durch
waschen mit PBS entfernt und frisches Medium (2ml/well eines 12-well-plates) aufgebracht
(vgl. Abb. 3.2).

Transfektion Applikation
Reportergen PMN
Beginn 24h Beginn 4h
Hypoxie Reoxygenierung
oh 24h 48h  52n >
letztes Lyse und
Zelisplitting Luminometrie

Abb. 3.2 Zeitschema von Transfektion und Stimulation beim Hypoxie-Reoxygenierungsmodell




3.4.2.1 Isolation von Leukozyten und Thrombozyten aus peripherem Blut

Jeweils 10ml Vollblut eines gesunden Spenders wurden mit 1ml EDTA (0,1M) versetzt und
zentrifugiert (400xg, ungebremst, 9 °C, 15min). Das thrombozytenhaltige Plasma (obere
Phase) wurde abgezogen und pelletiert (400xg, 9 °C, 5min, gegen Zellverklumpung 100yl
EDTA). Pro Falcon wurden 2ml des so genannten ,buffy-coat* (weillliche Zwischenphase)
abgezogen und mit 2ml PBS (0,1% EDTA) versetzt. Das Plasma wurde dekantiert und das
Thrombozytenpellet mit 10ml PBS ohne Ca®" gewaschen (400xg, 9 °C, 5min), der Uberstand

abgezogen und das trockene Thrombozytenpellet in einer definierten Menge PBS gelst.

3.4.2.2 Isolation mononukieédrer Zellen (PMN) mittels Perkoll

Grundprinzip war die Zentrifugation Uber den Dichtegradienten eines Perkoll-Reagenz
(Pharmacia LKB, Upsala, Schweden), wodurch sich die PMN-Population aufgrund ihres
morphologischen GréRenunterschieds separierte und eine eigene Phase bildete. Es wurden
jeweils 25ml des Perkoll-Reagenz mit 5ml 1,5M NaCl-Lésung und 20ml Aqua dest. zur
Perkoll-Mischung angesetzt. Auf 4-8ml der Perkoll-Mischung wurde der mit PBS versetzte
,ouffy-coat” aus Leukozyten aufgeschichtet und zentrifugiert (400xg, ungebremst, 9 °C,
25min). Der Uberstand (Monozyten und Lymphozyten) wurde verworfen, das Sediment mit je
10ml PBS gewaschen und zenfrifugiert (400xg, 9 °C, 10min). Die verbliebenen Erythrozyten
wurden mit 5ml Aqua ad Injectionem lysiert und anschlieRend mit der gleichen Menge NaCl-
Lésung retonisiert (evil. Wiederholung der Lyse mit erneutem Waschschritt). Das PMN-Pellet

wurde in einer definierten Menge PBS gelost und im Zellcoulter Counter (BD) gezéahlt.

3.4.2.3 Isolation CD11b-positiver Zellen mittels magnetisierbarer Antikérper

Grundprinzip dieser Miltenyi-lsolationsmethode war die Verwendung eisenkonjugierter
CD11b-Antikérper gegen den humanen MAC-1-Rezeptor auf Leukozyten. Dieser Antikérper
war mit kolloidalen, ,superparamagnetischen“ Mikroperlen konjugiert, die einen mittleren
Diameter von 30-60nm besalen. Nach Inkubation mit dem ,buffy-coat® wurde die Zell-
suspension Uber spezielle Magnetsaulen (MiniMACS™) geschickt. Darin adsorbierten die mit
eisenkonjugierten Antikérper besetzten CD11b-positiven Zellen, nach Lésen des Magneten

wurden diese in einer definierten Menge PBS eluiert (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach).




3.5 Inhibitionsagentien

3.51 CD18-Antikdrper (IB4) und 11H6-Kontrollantikdrper

Zur Untersuchung der direkten, zellvermittelten Interaktionen zwischen PMN und Endothel-
zellen wurden Antikdrper gegen Adhasionsmolekile eingesetzt. Die als Sticking bezeichnete
Bindung wird vermittelt durch B2-Integrin (CD11a/CD18) und MAC-1 (CD11b/CD18) der
PMN und ICAM-1 der Endothelzellen. Diese Bindung blockiert der CD18-Antikdrper (1B4),
der mittels einer Hybridomzellkultur produziert wurde (verwendete Konzentrationen 10ug/ml
Medium). Zur Kontrolle wurde der 11H6-Antikérper eingesetzt, der zwar spezifisch an CD18
bindet, jedoch nicht die ICAM-1-Bindungsdomane blockiert.

3.5.2 Tirofiban-HCIl (Aggrastat)

Tirofiban-Hydrochlorid (Aggrastat, MSD) ist ein Glykoprotein (Gp) lIb/llla-Inhibitor bzw.
Thrombozytenblocker, der auf Basis eines in Schlangengift enthaltenen, antikoagulatorisch
wirksamen Proteins (Echistatin) synthetisiert wurde. Gplib/llta wird durch zahlreiche Fakto-
ren wie ADP, Thrombin, Kollagen, Serotonin, Thromboxan A2 oder Epinephrin aktiviert und
ermoglicht dadurch die Thrombozytenadhasion, die durch reversible Blockade von Tirofiban-

HCI an Gplib/llla verhindert wird (eingesetzte Konzentration 10ug/mi Medium).

3.5.3 Abciximab (ReoPro)

Bei Abciximab (Reopro) der Firma Lilly handelt es sich ebenfalls um einen Gpllb/lila-
Rezeptorantagonisten, der allerdings auf der Basis eines chimerischen Gpllb/llla-Antikérpers
wirkt (Fab-Fragment). Abciximab bindet im Gegensatz zu Tirofiban (Aggrastat) irreversibel
auch an den Vitronektin-Rezeptor auf Thrombozyten, Endothelzellen und glatten Muskelzel-
len. Zudem kann es am MAC-1-Rezeptor binden und hat damit auch einen Effekt auf

Leukozyten (eingesetzte Konzentrationen 10ug/mi Medium).

Um der physiologischen Situation am ehesten gerecht zu werden, wurden die Antikérper
bzw. Aggrastat oder ReoPro zum Zeitpunkt der Reoxygenierung zugesetzt und nach Abwa-

schen nicht-adharenter PMN bzw. Thrombozyten (vgi. Schema Abb. 3.2).




3.6  Prinzip der NFxB-Decoy-ODN-Transfektion

im Ruhezustand ist kB (a- und B-Untereinheit) an den NFxB-Komplex gebunden und ver-
hindert dessen Aktivierung bzw. den Transfer zum Zellkern (IxB-Inhibition). Nach Aktivierung
z.B. durch Zytokin oder Wachstumsfaktoren kommt es jedoch zur Abspaltung, Phosphory-
lierung und Degradation dieser IxB-Untereinheit, die Voraussetzung flr eine Translokation in

den Zellkern und die konsekutive ICAM-1-Transkription ist (vgl. Abb. 3.3 links).

Bei Transfektion so genannter NFxB-Decoy-Oligodinukleotide (ODN) besetzen diese nach
NF«B-Aktivierung teilweise die entsprechende DNA-Bindungssequenz am NFxB- bzw. IKK-
Komplex (Kédereffekt). Die so genannte NLP (nuclear localisation sequence) bleibt davon
unbetroffen, wodurch zwar noch die Translokation in den Zellkern, jedoch keine konsekutive
ICAM-1-Transkription mehr moglich ist (vgl. Abb. 3.3. rechts). Bei den NFxB-Decoy-

Oligodinukleotiden (ODN) handelt es sich um doppelstrangige, kurzkettige (22 Basenpaare)
DNA-Molekile (MWG-Biotech, Miinchen).

Als Untersuchungsparameter dienten in diesem Modell ICAM-1- bzw. E-Selektin-Reporter-
genkonstrukte (vgl. Material und Methoden 3.3.2 und 3.3.3), die Auskunft gaben Uber die

nach Endothelaktivierung entsprechend verénderte ICAM-1- bzw. E-Selektin-Transkription.

Tranfektion von w N
NF«B-Decoy-ODN - e e

Initierung der Inhibition der
Transkription Transkription

ICAN-1-Molekill @@= NFB-Decoy-ODN

Abb. 3.3 Prinzip der NFxB-Decoy-ODN-Transfektion zur Hemmung der endothelialen ICAM-1-Synthese




3.6.1 NFxB-Decoy-ODN

Der Transkriptionsfaktor NFxB (Nuklear Factor kB) wurde als Verstarker der x-Leichtketten-
Transkription in B-Zellen identifiziert. Es sind 5 Untereinheiten (rel-A, p65, rel-C, p50 und
p52) bekannt, die entweder als Homo- oder Heterodimere die Transkription von geeigneten
Genen verstarken oder, im Ausnahmefall, verringern kénnen. Die 22 Basenpaarsequenz der
NFxB-Decoy-ODN ist 5-AGT TAG GGG GAC TTT CCC AGG C-3', wobei der unter-
strichene Teil der Bindungsstelle fur den Transkriptionsfaktor NFxB entspricht und die

Reihenfolge dem 5'-Strang.

3.6.2 PT-veresterte Decoy-ODN

Es wurden auch speziell modifizierte Decoy-Oligodinukieotide verwendet: die Konstrukte fur
NF«B trugen zusétzlich einen Phosphat- und Schwefelteil (Phosphothioat), der nach Trans-

fektion in die Zelle den dortigen Abbau des Decoy-ODN durch DNAsen und Lysosomen
verhindern sollte (lversen, 1991).

3.6.3 Kontroll-Decoy-ODN

Als Kontrollnukleotide wurden zwei Oligonukleotide verwendet, die durch multiple Mutation
der Basenpaarsequenz die DNA-Bindung von NF«xB verhinderten. Zum Einsatz kamen so
genannte ,scrambled oligos® (sinnlos kombinierte Basenpaare, 5-ATA AAG CGA AAC TAG
CAG CAG TTT C-3’) und eine mutierte NFxB-Sequenz, die durch mehrere Punktmutationen
keine NFxB-DNA-Bindung mehr zulie (5-GGT TAC AAC TCA CTT TCC GCT G-3).

3.7 Auswertungsverfahren

3.7.1 Pierce-Proteinbestimmung

Zur Quantifizierung der vorhandenen Proteinmengen im Versuchsansatz wurde mit dem
Zelllysat eine Proteinbestimmung nach Pierce durchgefihrt: fur diese Messung wurden
Zell-Kernlysate mit jeweils 100pl Triton-X-Lyse-Puffer pro 12-well verwendet. Als Mess-
standard dienten 10ul BSA (Bovines Serum Albumin, Sigma-Aldrich). Die Auswertung

(Proteinmengen in mg/ml) erfolgte im ELISA-Reader (Amersham) bei 562nm (vgl. Material
und Methoden 3.7.3).




3.7.2 Chemolumineszenzmessung

Zur Auswertung wurde der Dual-Luciferase Reporter Assay (DLR™, Promega) verwendet.
Die Lumineszenz wurde mit einem Einzelproben-Luminometer (Eppendorf) gemessen.
Durch das unterschiedliche pH-Optimum der Renilla- bzw. Firefly-Luciferase konnte inner-
haib der gleichen Probe gemessen werden (Messzeit 2sec flr Renilla-Luciferase und 10sec

fur Firefly-Luciferase), jede Probe wurde dreifach bestimmt (vgl. Material und Methoden 3.3).

3.7.2.1 Chemische Grundlagen

Bei der Firefly-Luciferasereaktion (Enzymsystem des Glihwlrmchens, engl. Beetle) entsteht
aus Luciferin unter Anwesenheit von ATP, O, und I\/lg2+ durch Oxidation Oxyluciferin, AMP,
freies Phosphat, CO, und ein Lichtblitz, der nach Mischen von Enzym und Substrat rasch
einsetzt und luminometrisch messbar ist. Flr eine optimierte Reaktionskinetik enthielt das
Substrat des DLR™-Assays CoenzymA.
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Abb. 3.4 Die Firefly-Luciferase-Reaktion: aus Luciferin entsteht Oxyluciferin und ein Lichtblitz
(entnommen aus dem Herstellerprotokoll des DLR™ Assays, Promega)

Bei der sehr ahnlich vertaufenden Renilla-Luciferasereaktion (Enzymsystem aus dem Mee-
resorganismus Renilla reniformis, Seegurke) wird Coelenterazin unter O, in Coelenteramid,
CO; und wiederum einen luminometrisch messbaren Lichtblitz umgesetzt. Coelenterazin
entwickelt in wassriger Lésung und manchen Detergenzien (z.B. Triton-X) Autolumineszenz,
was die Sensitivitat im unteren Messbereich beeintrachtigte und weshalb die Proben vor der

Chemolumineszenzmessung nur im PLB-Puffer (Promega) angesetzt wurden.
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Abb. 3.5 Die Renilla-Luciferase-Reaktion: aus Coelenterazin entsteht Coelenteramid und ein Lichtblitz
(entnommen aus dem Herstellerprotokoll des DLR™ Assays, Promega)




3.7.2.2 Probenvorbereitung und Ablauf der Messung

Es wurden jeweils Stammliésungen fur die Luciferase Assay Reagenz Il (kombiniertes Lucife-
rin- und Coelenterazin-Substrat) und die Stop-&-Glow Lésung (pH-Verschiebung) angesetzt.
Die Proben mit jeweils 100ul Zellysat in PLB-Puffer (Promega) und auf Eis wurden in 1,5ml

Eppendorf-cups zentrifugiert (5.000xg, 4 °C, 1min), bevor sie zur Messung Gberfiihrt wurden.

In die Messréhrchen wurden 100ul LAR 1I (Enzymsubstrat) vorgelegt, die Probe dazu
pipettiert (moglichst rasches, probensynchrones Pipettieren und zeitgleiche Messungen) und
zur ersten, 2sec Messung (Firefly-Luciferase) Uberfihrt. im Anschluss wurden 100ul Stop-&-
Glow Reagenz dazu pipettiert (pH-Verschiebung) und jede Probe direkt der zweiten, 10sec
Messung (Renilla-Luciferase) unterzogen (vgl. Abb. 3.6).
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Abb. 3.6 Schematische Darsteliung des Messablaufs beim Dual-Luciferase Reporter-Assay
(entnommen aus dem Herstellerprotokoll des DLR™ Assays, Promega)




3.7.3 MPO-Messung und ELISA-Auswertung

Mit der MPO-Messung (Myeloperoxidase, leukozytenspezifisches Enzym) wurden die
Konzentrationsverhaltnisse von Leukozyten in vorbehandelte Endothelzelichargen gemes-
sen. Die gewaschenen Proben wurden zunachst mit 1%igem HTAB (Hexadecyltrimethyl-
ammoniumbromid) lysiert, gemessen wurde in 96-well Mikrotiterplatten (Nunclon). Aus einer
Stammldsung (Dianisidin 160 pM aus 5,1mg Dimethoxybenzidindihydrochlorid, Sigma-
Aldrich in 100ml PBS) wurden 100ul als Substrat verwendet. Die in der Probe enthaltene
Myeloperoxidase Oberflhrte das farblose Dianisidin in Gegenwart von H,0, (Wasserstoff-
peroxid) in einen orangeroten Farbstoff. Zur Quantifizierung wurde parallel eine Leukozyten-

VerdlUnnungsreihe (1:1 bis 1:100) angebracht.

Die Auswertung erfolgte im ELISA-Reader (BD) bei 450nm (Uber 20min alle 2min eine
Messung), die Konzentration errechnete sich entweder aus der initialen Steigung der Mess-
kurve, oder alternativ, als absolute Endpunktbestimmung, nachdem die MPO-Messung nach
20min mit 50ul AcOH (Essigsaure, 1M, pH 2) gestoppt und vom ELISA-Messgerat aus-
gewertet wurde.

Die gemessenen ELISA-Werte der MPO-Aktivitat wurden dann als PMN-Adh&sion am
Endothel (in %) angegeben: dabei entsprachen 500.000 PMN (appliziert pro 6-well Endothel-
zellen, entsprechend einer Flache von 6cm? bzw. mittleren Zelldichte von 3,0 x 10°%) in der
Verdinnungsreihe dem Wert 1:1 bzw. 100% PMN-Adhésion. Die gemessenen ELISA-Werte
der unterschiedlich stimulierten Endothelzellchargen wurden anhand dieser Verdlinnungs-
reihe (1:1 bis 1:100) auf eine PMN-Adhasion (in %) umgerechnet.

3.7.4 Statistische Auswertung

Eine Normalverteilung lag vor bei Ergebnissen einer Versuchsreihen an einem Versuchstag,
nicht bei Betrachtung von Versuchen verschiedener Versuchstage. Zur statistischen Analyse
wurde die einfache Varianzanalyse (ANOVA) flr unverbundene, gleichartige, parametrisch
verteilte Gruppen angewendet (Statistikprogramm STATA 7.0 fir Mac) und dabei Unter-
schiede der Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 als einfach signifikant (*), von p < 0,01
als zweifach signifikant (**) angesehen (gegeniber der Kontrolle oder dem mit Balken
markierten Wert). Alle Daten wurden als Mittelwerte und mittlere Fehler davon dargestellt,
die Berechnung von Mittelwerten und Standardabweichung sowie die grafische Darsteliung

der Ergebnisse erfolgte mit der Tabellenkalkulation Microsoft Excel 2001 fur Mac.




4 Ergebnisse

4.1 Evaluation der Transfektionsverfahren

411 Transfektion mittels HVJ-Liposomen

Zu Beginn des Projekts wurden die Mdglichkeiten eines virosomalen Gentransfers mittels
HVJ-Liposomen aus Eigenherstellung untersucht (vgl. Material und Methoden 3.2.1).
Nachdem im isolierten Herzen bereits gezeigt werden konnte, dass diese ein sehr effektives
Transfektionssystem darstellen (Kupatt, 1999), versuchten wir, diese Methodik auf unser

in vitro Endothelzelimodell zu (ibertragen.

Abbildung 4.1 zeigt die Transfektionsraten, die wir damit erzielen konnten. Dabei wurden die
Virushiliproteine entweder antegrad (zu Beginn des Protokolis) oder retrograd (zur fertigen
Liposomenmischung) mit dem Plasmid beladen. Eine dritte Variante war die Zugabe eines
Enhance (Verstarkungs)-Puffers, wie er im Superfect-Protokoll (Qiagen) verwendet wurde.
Die Plasmidmenge pro Transfektionsansatz war konstant 2ug DNA (pRL-CMV Plasmid), die
eingesetzte Menge Transfektionsreagenz wurde mit 100-500ul/Ansatz variiert. Die Mess-
werte im Luminometer unterschieden sich bei allen drei Methoden nur unwesentlich
voneinander und waren gegenlber den untransfizierten Kontrollen auf weniger als den
doppelten Ausgangswert gesteigert. Der HVJ-liposomale Gentransfer stellie sich damit in
unserem in vitro Modell als ineffektiv dar.
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Abb. 4.1 Transfekiionsraten mit HVJ-Liposomen aus verschiedenen Herstellungsverfahren (n = 5)




4.1.2 Vergleich der verwendeten Transfektionsreagenzien

Im n&chsten Schritt wurden kommerziell erhéltliche Transfektionsreagenzien (Effectene und
Superfect, beide Qiagen) eingesetzt (vgl. Abb. 4.2). Dabei zeigte sich, dass Effectene
konzentrationsabhéngig die hochste Luciferase-Aktivitat induzierte (pRL-CMV) gefolgt von

Superfect, die HVJ-Liposomen dagegen keine signifikanten Transfektionsraten lieferten.
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Abb. 4.2 Verschiedene Mengen an Transfektionsreagenz bei konstanter DNA-Beladung (n = 5)




Analoge Ergebnisse ergaben sich beim Einsatz unterschiedlich hoher Mengen an cDNA.
Abb. 4.3 zeigt eine deutlich gesteigerte Transfektionsrate mit Superfect (13 bis 15fach bei
pRL-TK bzw. 37fach bei pRL-CMV gegenitber der so genannten Mock-Kontrolle, einem
DNA-losen Transfektans) und vor allem mit Effectene (8 bis 16fach bei pRL-TK bzw. 43fach
bei pRL-CMV) im Vergleich zu HVJ-Liposomen (unverandert bzw. 2 5fach bei pRL-CMV).
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Abb. 4.3 Verschiedene DNA-Beladung bei konstanter Menge an Transfektionsreagenz (n = 3)




4.2  Evaluation der Reportergenkonstrukte

4.2.1 Verhalten der Renilla-Luciferase

Zur Uberprifung der Transfektionseffizienz standen uns die beiden Renillakonstrukte pRL-
CMV und pRL-TK (vgl. Material und Methoden 3.3.1) zur Verfigung. Die folgende Abb. 4.4
zeigt deren Verhalten auf den spezifischen Endothelzellreiz mit TNFa (200ng/ml Medium)

Uber 24h und weitere 24h nach Transfektion des jeweiligen Reportergenkonstrukts.
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Abb. 4.4 TNFa-Sensitivitdt des Reportergenkonstrukts pRL-CMV im Vergleich zu pRL-TK (n = 4)

Wie in Abb. 4.4 erkennbar, erwies sich nur das pRL-CMV Plasmid, nicht jedoch das pRL-TK-
Konstrukt als TNFa-sensitiv (Expressionssteigerung um 200+10% gegeniiber 14+15% beim
pRL-TK Plasmid). Fur die weiteren Untersuchungen wurde daher ausschliefllich mit dem

pRL-TK Vektor kotransfiziert, der vom TNFa-Stimulus unbeeinflusst blieb.




4.2.2 Verhalten der plCAM-1- und pE-Selektin-Reportergenkonstrukte

Im nachsten Schritt wurden in unserem Zellkultursystem neonataler Ratten- und humaner
Endothelzellen die unterschiedlichen Reportergenkonstrukte fir [CAM-1- und E-Selektin auf
ihre Stimulierbarkeit gegeniber TNFa untersucht (vgl. Material und Methoden 3.3.2).
Aufgetragen ist in allen folgenden Diagrammen jeweils die ,relative Luciferaseaktivitat®,
entsprechend dem Verhélinis von pICAM-1-Luc bzw. pE-Selektin-Luc-Aktivitat zum pRL-TK-
Reportergenkonstrukt.
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Abb. 4.5 TNFa-Sensibilitdt der pICAM-1-Reportergenkonstrukte unterschiedlicher Basenpaarldnge (n = 4)

Abb. 4.5 zeigt, dass die Konstrukte mit kurzem ICAM-Promoter (plCAM-34-Luc und plICAM-
174-Luc) eine geringe Ruheexpression besitzen (0,7+27% bzw. 1,5+32%). Diese Aktivitat ist
durch Endothelaktivierung mit TNFa nicht steigerbar (0,6+31% bzw. 1,8£29%). Die beiden
ICAM-1-Reportergenkonstrukte plCAM-277-Luc und plCAM-339-Luc (mit NFxB-Bindungs-
stelle) zeigten dagegen eine deutliche Sensivitat gegentiber TNFa-Aktivierung (14+12% bzw.

4,815% in Ruhe gegenltber 36+7% bzw. 10,5+6% nach TNFa-Applikation).




Analog zu den plCAM-1-Konstrukten unternahmen wir Untersuchungen mit pE-Selektin-
Konstrukten unterschiedlicher Basenpaarlange. Abb. 4.6 zeigt, dass es bei dem (komplett)
NFxB-deletierten pE-Selektin zu keiner Synthesesteigerung durch TNFa (+0,15+50%) kam.
Jedoch zeigte auch keines der anderen pE-Selektin-Konstrukte eine signifikante Synthese-
steigerung (pL-Sel-51-Luc -7,3+14% bzw. pL-Sel-112-Luc +2,2+14%). PL-Sel-48-Luc (ein
Konstrukt ohne NFxB-Bindungsstelle) neigt zwar dazu vermehrt aktiviert zu werden, ohne
dabei jedoch Signifikanz zu erreichen. Auch die Anwendung in unterschiedlichen Endothel-

modellen (NECR, HMEC und HUVEC) ergab keine signifikante Aktivierung auf TNFo.
Da die Induktion der pE-Selektin-Reportergenkonstrukte durch TNFo insgesamt ausblieb

bzw. nur vergleichsweise gering ausfiel, verwendeten wir im weiteren die plCAM-1-

Reportergenkonstrukte fur die Analyse der akuten und subakuten Endothelaktivierung.
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Abb. 4.6 TNFa-Sensibilitt der pE-Selektin-Reportergenkonstrukte unterschiedlicher Basenpaarlange (n = 6)




4.3 Endothelaktivierung

431 Einfluss von Hypoxie und Reoxygenierung

In der von uns experimentell gewahlten Situation von Hypoxie und Reoxygenierung (vgl.
Versuchsaufbau und Protokoll in Material und Methoden 3.4.1) wurden Endothelzellen nach
O.-Entzug auf ihr ICAM-1-Transkriptionsverhalten untersucht. Nach 24h Hypoxie und weite-
ren 4h Reoxygenierung zeigten die plCAM-1-Reportergenkonstrukte folgendes Verhalten:
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Abb. 4.7 Verhalten der pICAM-1-Reportergenkonstrukte unter Hypoxie und Reoxygenierung (n = 4)

Wie in Abb. 4.7 gezeigt, fand sich eine vergleichbar starke Empfindiichkeit der pICAM-277-
und plCAM-339-Reportergenkonstrukte auf Aktivierung mit 24h Hypoxie und 4h Reoxygenie-
rung (Steigerung um 140x£17% bzw. 236+12%). Das plCAM-174-Konstrukt zeigte dagegen
keinen Unterschied zu normoxischen Bedingungen.

Diese Daten gaben einen ersten Hinweis darauf, dass die NFxB-Bindungsdoméne der
pICAM-277 und 339-Reportergenkonstrukte fir die Induzierbarkeit durch Hypoxie- und Reo-

xXygenierung verantwortlich sein kénnte.




4.3.2 Einfluss von PMN und Thrombozyten

Bei HUVEC, die wegen ihrer Homologie zu humanen PMN und Thrombozyten verwendet
wurden, induzierte TNFo eine deutliche plCAM-339-Luc-Expressionsteigerung (+145+9%
gegenlber der unstimulierten Kontrolle). Die plICAM-339-Luc-Aktivitat stieg nach zusatzlicher
Applikation von PMN bzw. Thrombozyten weiter leicht an (+236+12% bzw. +189+15%),
TNFa, PMN und Thrombozyten zusammen appliziert zeigten einen signifikanten, additiven

Effekt (+305+7%) gegeniber der reinen Stimulation mit TNFa.
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Abb. 4.8 Effekte nach Aktivierung mit TNFo, PMN und Thrombozyten bei HUVEC (n = 4)




Ahnliche Ergebnisse fanden sich bei HMEC, die mit dem plCAM-277-Luc-Reporter-
genkonstrukt transfiziert wurden. Abb. 4.9 zeigt, dass TNFa (+341+£12%), aber auch die
(zu TNFw) zusatzliche Gabe von PMN bzw. Thrombozyten zu einer Zunahme der piCAM-
277-Luc-Aktivitat fuhrten (zusatzlich +196+17% bzw. +172+17%). Sowoh| die zusétzliche
Applikation von Fibrinogen (+240+12% bzw. +192+12%) als auch die von PMN, Thrombo-
zyten und Fibrinogen zugleich (+324%£13%) liel die plCAM-277-Luc-Aktivitat zwar weiter
ansteigen, die gemessenen Werte lagen jedoch unterhalb des Signifikanzniveaus. Vorunter-

suchungen mit dem pICAM-339-Reportergenkonstrukt lieferten vergleichbare Daten.

50
45
40
35 -
30 -
25
20 A —
15 -

10 -

relative Luciferaseaktivitat (ICAM-277-Luc / pRL-TK-Ren)

0 =

Kontrolle TNFa- PMN, TNFa PMN, Thrombozyten, Thrombozyten, PMN,
Stimulation Fibrinogen, TNFa Fibrinogen, Thrombozyten,
TNFa TNFa Fibrinogen,
TNFa

Abb. 4.9 Effekte nach Aktivierung mit TNFo, PNM, Thrombozyten und Fibrinogen bei HMEC (n = 4)




Die Adhasion von PMN am Endothel wurde mittels MPO-Messung (Myeloperoxidase)
bestimmt und auf einen Prozentwert umgerechnet (vgl. Material und Methoden 3.7.3).
in Abb. 4.10 konnte gezeigt werden, dass gegenitber der Hintergrundaktivitat der unbe-
handelten Kontrolle (2,5+6%) das mit PMN aktivierte Endothel eine Adhésion von 35+7%
(der Gesamtmenge applizierter PMN) aufwies. Die zusatzliche Gabe von Thrombozyten,
Fibrinogen oder beidem bewirkte zwar einen Trend zu zusatzlich mehr PMN-Adhésion, ohne
dabei jedoch Signifikanzen zu erreichen (38+8%, 40+6% bzw. 461+9%). Die zuvor beschrie-
benen Effekte der plICAM-277 bzw. 339-Luc-Aktivierung nach PMN-Applikation waren daher

mit einer erhdhten Adhasion von PMN am Endothel verknlpft.
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Abb. 4.10 AusmaR adhérenter PMN am Endothe! nach Applikation von PMN, Thrombozyten und Fibrinogen




4.3.3 Einfluss von PMN unter Hypoxie und Reoxgenierung

Um die in vivo Reperfusionssituation mit dem Anfluten von Leukozyten und Thrombozyten in
vitro zu imitieren, kombinierten wir die drei zuvor beschriebenen Ansatze zu einem Modell
der Maximalstimulation: zum Zeitpunkt der Reoxygenierung wurden PMN, Thrombozyten

und Fibrinogen bzw. der Endothelaktivator TNFo appliziert (vgl. Material und Methoden 3.4).
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Abb. 4.11 Effekt nach Endothelaktivierung mit TNFo, PMN, Thrombozyten und Fibrinogen
am normoxischen Endothel bzw. unter Hypoxie-Reoxgenierungsbedingungen (n = 4)

In Abb. 4.11 ist bei HUVEC die durch TNFa-Aktivierung vorbeschriebene pICAM-277-Luc-
Aktivierung zu erkennen (von 1,2£10% auf 4,8£16%). Das gleiche Phanomen war unter
Hypoxie-Reoxygenierungsbedingungen zu beobachten (von 3,9+2,3% auf 11+£2,7%), jedoch
auf insgesamt héherem Niveau (3,2fach bzw. 2,3fach gegentber Normoxie). Insgesamt
erscheint sowohl einzeln als auch in Kombination der Einfluss der PMN-Adhéasion auf die
Transkription von plCAM-277-Reportergenkonstrukten stark, ob innerhalb oder auRlerhalb

der Hypoxie-Reoxygenierungssituation.




4.4 Hemmung der subakuten Endothelaktivierung

mittels Transfektion von NFxB-Decoy-Oligonukieotiden

Zur Beeinfiussung der subakuten Endothelaktivierung verwendeten wir so genannte NF«B-
Decoy-Oligonukleotide (vgl. Material und Methoden 3.6). Wir verglichen dazu zunéchst die
Effekte von NFxB-Decoy-ODN ohne und mit einer PT-Veresterung (Phosphothiocat) mit
denen einer funktionslosen NFxB-Mutante (mehrfach punktmutierte Sequenz) bzw. einem so

genannten scrambled-Oligonukleotid (funktionslose Zufallssequenz, vgl. Material und
Methoden 3.6.3).

441 Hemmung nach TNFa-Aktivierung

Typischer Weise bewirkte die Applikation von TNFa am Endothel eine Expressionsteigerung
von ICAM-1-Adhasionsmolekiilen (vgl. Einleitung 1.2 und Ergebnisse Abb. 4.5). In der
folgenden Abb. 4.12 ist zu erkennen, dass durch Transfektion von NFxB-Decoy-ODN
(2ug DNA/6-well) in HUVEC dieser Effekt gehemmt werden konnte (-43+11%), die PT-
veresterten NFxB-Decoy-ODN bewirkten eine sogar noch deutlichere Hemmung (-64+6%)
der plICAM-339-Luc-Expression. Durch die funktionslose NFxB-Mutante blieb die pICAM-
339-Luc-Synthese dagegen unbeeinflusst (-2+3%).
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Abb. 4.12 Effekte nach NF«kB-Decoy-ODN-Tranfektion bei TNFa-aktivierten Endothelzellen (n = 4)




4.4.2 Zeitlicher Verlauf der NFxB-Decoy-ODN-Inhibition

Aus dem zuvor dargestellten sind PT-veresterte NFxB-Decoy-ODN als effektivste ICAM-1-
Transkriptionsinhibitoren hervorgegangen. Nun untersuchten wir, inwieweit der Zeitpunkt der
Decoy-ODN-Transfektion mdglicher Weise ein unterschiedlich starkes Inhibitionspotential
ergibt. Dazu wurden Decoy-ODN mit und ohne PT-Veresterung zu verschiedenen Zeitpunk-
ten in TNFa-aktivierte HMEC transfiziert, t=0 entsprach dabei der Applikation simultan mit
der PMN-Aktivierung, bei =12 wurde 12h zuvor, bei t=24 24h zuvor, bei t=36 36h zuvor und
bei t=48 48h vor PMN-Gabe transfiziert.

Abb. 4.13 zeigt erneut, dass PT-markierte Decoy-ODN-Konstrukte den stérksten pICAM-
277-Luc-inhibitorischen Effekt hatten (von -63x7% bis -74+3%). Die nativen NFxB-Decoy-
ODN waren diesen zunachst unterlegen (von -25+6% bis 50+3%), unterschieden sich aber,
je nach Applikationszeitpunkt, deutlich voneinander. Mit einer Applikationsdauer von t=48h
waren sie den PT-markierte Decoy-ODN gleichwertig (-61+4%). Das s.c.oligo (Zufalls-
sequenz) und die NFxB-Mutante verdnderte die Synthese nicht (selbst nach maximaler

Inkubationszeit von t= 48 nur um -4+5% bzw. -2+6%).
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Abb. 4.13 Zeitverlauf der NFxB-Decoy-ODN-Transfektion am TNFo-aktivierten Endotheizellen (n= 3)




4.4.3 Hemmung nach PNIN-Adhédsion

Daraufhin untersuchten wir, inwieweit mit PMN stimulierte Endothelzellen durch Transfektion
von NFxB-Decoy-ODN in ihrer ICAM-1-Transkription beeinflussbar sind (Abb. 4.14 und
4.15). Zusatzlich wurden erneut verschiedene Zeitpunkte fur die Decoy-ODN-Applikation
verglichen. Die folgende Abb. 4.14 zeigt Daten aus 4 Versuchen mit HMEC. HUVEC und
NECR lieferten im Vorfeld vergleichbare Werte:
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Abb. 4.14 Effekte nach PMIN-Aktivierung und Decoy-ODN-Transfektion zu verschiedenen Zeitpunkten (n = 4)

Durch Transfektion von NFxB-Decoy-ODN konnte die plCAM-277-Luc-Expression nach
PMN-Applikation (+216x4%) stark gehemmt werden (-30+£5%), bei friherem Applikations-
zeitpunkt bzw. langerer Inkubationsdauer war dieser Effekt noch deutlicher nachweisbar
(maximal -5116% bei 48stundiger Inkubation). Die Transfektion von PT-veresterten Decoy-
ODN brachte hier erneut eine starkere plICAM-277-Luc-Hemmung (-5213% bis -65+4%),
jedoch wieder ohne klare Unterschiede bei verschiedenen Applikationszeitpunkten. Nach
Transfektion von s.c.oligos (Zufallssequenzen) war keine relevante Expressionshemmung
messbar (-2£3% bis -7£5%).




4.44 Hemmung nach PMN-Adhésion unter Hypoxie und Reoxygenierung

Als drittes Verfahren wurden Endothelizellen zusatzlich mit Hypoxie und Reoxygenierung
(H&R) stimuliert. Dafiir wurden die Zellen 24h O,-depriviert, fur 4h reoxygeniert und dabei
zeitgleich PMN und Thrombozyten appliziert (vgl. Material und Methoden 3.4.1 und 3.4.2).

In Abb. 4.15 fihrte die Endothelaktivierung mit Hypoxie und Reoxygenierung (H&R) sowie
PMN-Gabe zu einer 6,7fachen Steigerung der pICAM-277-Luc-Expression. Diese ist durch
NF«xB-Decoy-ODN-Transfektion je nach Applikationsdauer deutlich hemmbar (-30+2% bis -
56+4%). Die PT-veresterten Decoy-ODN (-45+5% bis -50+3%) fuhrten, verglichen mit den
nativen NFxB-Decoy-ODN (im Gegensatz zu den Ergebnissen in Abb. 4.12 und 4.14) zu
keiner verbesserten pICAM-277-Luc-Hemmung, die NFkB-Mutante zeigte keine signifikante
Anderung (-6+4% bis -9+3%). Hier wurde im Gegensatz zu den Untersuchungen in Abb. 4.14
nur bis zu 36h mit Decoy-ODNs inkubiert.

Insgesamt hemmen NF«B-Decoy-ODN die ICAM-1-Transkription spezifisch, zeitabhangig
und nach bis zu 48h Inkubation bei allen verwendeten Stimulationen (sowoh! TNFa, PMN

und Thrombozyten, als auch Hypoxie-Reoxygenierung).
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Abb. 4.15 Effekie nach 24h Hypoxie, 4h Reoxygenierung, gleichzeitiger PMN-Aktivierung
und Transfektion von NFxB-Decoy-ODN an Endothelzellen (n = 4)




4.5 Hemmung der akuten Endothelaktivierung

Zur Beeinflussung der akuten Interaktion zwischen Endothelzellen und Leukozyten (PMN)
bzw. Thrombozyten sind Interventionen geeignet, die direkt die Adhasion an Endothelzellen
inhibieren. Dabei kommen zum einen blockierende Antikérper, zum anderen synthetische
Integrinantagonisten zum Einsatz (vgl. Material und Methoden 3.5). Anhand von MPO-
Messungen wurde die Prasenz von Leukozyten (PMN) am Endothel untersucht. Das zuvor
mit TNFo stimulierte Endothel wurde anschliefend mit dem Gpllb/llla-Antagonisten Abcixi-

mab (Reopro) behandelt.

in Abb. 4.16 sind folgende Zusammenhénge erkennbar: zunachst bestatigte sich die in Abb.
4.10 beschriebene, additive Endothelaktivierung durch PMN, Thrombozyten und Fibrinogen.
Nun wurde mit jeweils 10ug Abciximab/mi Medium inkubiert, die PMN-Adhasion liel sich
dadurch signifikant reduzieren, und zwar sowohil in Abwesenheit (-74%) als auch in
Anwesenheit (-71%) von Thrombozyten bzw. Fibrinogen, jeweils im Vergleich zur unstimu-
lierten Kontrolle (OD = 0).
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Abb. 4.16 Adhasionshemmender Effekt von Abciximab an unterschiedlich stimuiierten Endothelzelien (n = 6)




Die Untersuchungsbefunde zeigten ein starkes, adhisionshemmendes Potential fur Abcixi-
mab sowohl auf die PMN-Adhésion allein, als auch auf PMN in Anwesenheit von Thrombo-
zyten und Fibrinogen. Dies verglichen wir mit den anderen Adhasionsinhibitoren Tirofiban
(Aggrastat) und dem blockierenden CD18-Antikdrper (1B4) bzw. dem nicht blockierenden
CD18-Antikérper (11H6, vgl. Material und Methoden 3.5). Nachdem in Abb. 4.16 und
Vorbefunden die kombinierte Endothelaktivierung mit PMN, Thrombozyten und Fibrinogen
(im folgenden als PTF bezeichnet) die héchsten Werte lieferte, wurde diese fur unsere

weiteren Untersuchungen gewahit.

Die in Abb. 4.17 durch PMN, Thrombozyten und Fibrinogen (PTF, jeweils zuvor Applikation
von TNFa) induzierte PMN-Adhé&sion am Endothel (+47,5% Adhasion gegeniber Kontrolle)
konnte durch alle verwendeten Adhasionshemmer vergleichbar stark gehemmt werden: die
Applikation von Abciximab fOhrte zu einer -78%igen Reduktion adharenter PMN, mit CD18-
Antikérpern lies sich diese um -74%, mit Tirofiban um -68% reduzieren. Der Kontrollantikér-
per 11H6 flihrte dagegen zu keiner signifikanten Reduktion adharenter PMN am Endothel
(lediglich -10% gegenltber PTF).
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Abb. 4.17 Potential unterschiedlicher Adhasionshemmer auf die endotheliale PMN-Adhésion (n = 4)




4.6  Effekte auf die subakute Endothelaktivierung
bei Hemmung der akuten Endothelaktivierung

Daraufhin untersuchten wir, ob die inhibition der PMN-Adhésion einen Effekt auf ICAM-1-
Reportergenkonstrukte, dem Parameter der subakuten (Typ I} Endothelaktivierung,
ausubf. Zum einen verwendeten wir die Gplib/illa-Rezeptorantagonisten Tirofiban

(Aggrastat) und Abciximab (Reopro), zum anderen erneut den CD18-Antikérper (IB4) bzw.
11H6-Antikdrper zur Kontrolie.

Das Endothel, hier auch die Kontrollen, wurden zuvor jeweils mit 200ng/ml TNFa aktiviert.
Mit HUVEC konnte in Abb. 4.18 gezeigt werden, dass bereits die reine Thrombozyten-
stimulation (linke, dunkle Balken) Effekte auf die plICAM-277-Luc-Expression hat: es kam zur
fast 10fachen Aktivitatssteigerung und diese ICAM-1-Mehrsythese lies sich durch Gabe von
CD18-Antikdrpern (1B4) um -39+9%, durch Abciximab um -79%4%, durch Tirofiban um
-57+7% inhibieren, nicht jedoch durch den Kontrollantikérper 11H6 (-2£6%). Nach reiner
PMN-Aktivierung (rechte, helle Balken) kam es zu einer noch starkeren plCAM-277-Luc-
Aktivierung (17fach), die sich ebenfalls inhibieren lies: durch CD18-Antikérpern (IB4) um
22+7%, durch Abciximab um 42+9%, durch Tirofiban um 40+3% und durch den Kontroll-
Antikérper 11H6 um nicht signifikante 5£2%.
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Abb. 4.18 plCAM-277 nach Thrombozyten- bzw. PMN-Aktivierung und Hemmung der Typ I-Aktivierung (n = 4)




In Abb. 4.19 (4 Versuche mit HUVEC, HMEC und NECR lieferten vergleichbare Daten)
unternahmen wir nun eine kombinierte Aktivierung mit PMN, Thrombozyten und Fibrinogen
(PTF) und variierten zudem die eingesetzte Menge an Inhibitoren (10 bzw. 20ug/ml Medium).
Dabei zeigten sich folgende Zusammenhange: die plICAM-277-Luc-Expression steigerte sich
nach PTF-Applikation um das 14fache gegeniber der reinen TNFa-Kontrolle, was wiederum
durch den CD18-Antikérpern (IB4) konzentrationsabhangig gehemmt werden konnte
(-25+6% bzw. -46+1%), noch deutlicher durch Abciximab (Reopro) mit -68+9% bzw. -74+2%,
weniger deutlich durch Tirofiban (Aggrastat) mit -49+4% bzw. -55+8%. Der Kontrollantikérper
11H6 zeigte dagegen auch hier keine signifikante Hemmung (-11+2% bzw. -9+7%).
Verglichen mit den Vorbefunden in Abb. 4.18, wo lediglich Thrombozyten oder PMN appli-
ziert wurden, kam es durch die kombinierte Aktivierung (PTF) erneut zu einem additiven
Effekt in der plICAM-277-Luc-Expression.
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Abb. 4.19 pICAM-277-Expression nach kombinierter Aktivierung und Hemmung der Typ I-Aktivierung (n = 4)

In unserem Zellkulturmodell konnte damit gezeigt werden, dass mit Abciximab (Reopro)
neben der akuten (Typ 1) Endothelaktivierung auch die subakuten (Typ Il) Effekte am Endo-
thel infolge PMN-Adhasion beeinflusst werden kénnen. Dies galt, wenn auch in geringerem

Male, auch fir Tirofiban (Aggrastat).




4.7 Vergleich von NFxB-Decoy-ODN und Adhasionshemmern

In Kapitel 4.5 konnte der akute Effekt (Typ 1) von Adhé&sionshemmern am Endothel nachge-
wiesen werden. Kapitel 4.6 zeigte, dass Substanzen wie die Gplib/llla-Rezeptorantagonisten
Tirofiban (Aggrastat) und Abciximab (Reopro) inhibierende Effekte auch im Rahmen der
subakuten (Typ Il) Endothelaktivierung vermitteln kénnen. Nachdem bereits in Kapitel 4.4 die
erfolgreiche ICAM-1-Inhibition mittels Decoy-ODN-Tranfektion dargestellt werden konnte,

sollte nun das Potential dieser beiden Strategien miteinander verglichen werden.

Unter Hypoxie- und Reoxygenierungsbedingungen (vgl. Material und Methoden 3.4) wurden
aktivierte HUVEC (200ng TNFa/ml Medium) mit PMN, Thrombozyten und Fibrinogen gleich-
zeitig stimuliert (PTF), was eine 12fache plCAM-277-Expressionsteigerung gegenlber der
TNF a-Kontrolle zeigte. Diese Induktion war durch Transfektion von NFxB-Decoy-ODN
(-7248%) und den CD18-Antikorper (IB4, -64+4%) hemmbar, wohingegen Abciximab
(Reopro, -51+7%) und Tirofiban (Aggrastat, -27+6%) geringere Effekte aufwiesen. Der
11H6-Kontrollantikérper bewirkte keine wesentliche pICAM-277-Luc-Inhibition (-9+4%).
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Abb. 4.20 pICAM-277 nach NFkB-Decoy-ODN-Transfektion im Vergleich zu Adhé&sionshemmern (n = 6)




Mittels Transfektion von NF«B-Decoy-Oligodinukleotiden konnte in unseren Untersuchungen
die starkste Inhibition insbesondere der plCAM-277-Luc-Expression erzielt werden. Gleich-
wohl zeigten Adhéasionshemmer wie der Gplib/illa-Rezeptorantagonist Abciximab (Reopro)
und der CD18-Antikérper (IB4) ein ebenfalls groRes Hemmpotential. Diese Erkenntnisse
legten uns die Uberlegung nahe, beide Hemmstrategien miteinander zu kombinieren, um

eine noch bessere |CAM-1-Inhibition zu bewirken.

In Abb. 4.21 werden unsere Untersuchungsbefunde dazu dargestellt (die Daten stammen
von HUVEC, vergleichbare lieferten auch HMEC): verglichen wurden jeweils die zuséatzlichen
Effekte von Abciximab (Reopro) oder CD18-Antikérpern (IB4) an Endothel, das zuvor
entweder mit NFxB-Decoy-ODN (weisse Balken) oder mit einer Zufallssequenz (s.c.oligo,

als Negativkonirolle) transfiziert wurden (graue Balken).
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Abb. 4.21 pICAM-277-Expression nach NFkB-Decoy-ODN bzw. s.c.oligo und Adhésionshemmergabe (n = 4)




Die PTF-Gabe nach 24h Hypoxie und 4h Reoxygenierung bewirkie eine zunachst ca.
16fache Erhohung der piICAM-277-Luc-Expression. Diese konnte durch Transfektion von
NF«xB-Decoy-ODN erfolgreich gehemmt werden (-59+4%), jedoch nicht durch Transfektion
von s.c.oligos (Kontrollnukleotide, -11+£7%). Die zusétziiche Gabe von Abciximab verstarkte
den NFkB-Decoy-ODN-Effekt um weitere 15% (-74+4% insgesamt gegenuber PTF-
Aktivierung), bei s.c.oligo-transfizierten Zellen dagegen um 29% (-40+2% insgesamt). Unter
zusatzlicher CD18-Antikorpergabe (I1B4) war kein Effekt zu messen: NFxB-Decoy-ODN-
transfiziertes Endothel war mit zuséatzlich 5% hemmbar (-64+3% insgesamt), s.c.oligo-

transfiziertes mit zusatzlich 13% (-24+4% insgesamt).

Diese Ergebnisse zeigen die Bedeutung der Adhasion von PMN auf die subakute Endothel-
aktivierung. Die Inhibition der (akuten) PMN- und Thrombozythenadh&asion am Endothel
reduziert die Transkriptionsaktivierung durch NFxB, wahrend nicht-adharente PMN bzw.

Thrombozyten dafir keine relevante Rolle zu spielen scheinen.
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5.1 Etablierung von Zellkultur und Transfektionsmodell

Diskussion

Zur Untersuchung unserer Fragestellungen verwendeten wir parallel drei verschiedene Zell-
kulturen: mit primé&ren, neonatalen Endothelzellen der Ratte (NECR) wurde jeder
Versuchsaufbau auf seine Funktionalitat hin Gberprift. Mit NECR war bei uns zunéchst die
hochste Expressionsrate der ICAM-1 bzw. E-Selektin-Reportergenkonstrukte zu erzielen, wie
auch anderenorts gezeigt werden konnte (Hein, 1998). Diese Expressionsrate konnte mit
rattenspezifischem TNFa stimuliert werden. Die Stimulation mit PMN bzw. Thrombozyten
wurde jedoch mit humanen Blutzellen eines gesunden Spenders durchgefihrt. Hinsichtlich
der Kompatibilitat der Spezies musste das Modell auf humane Endothelzellen umgesetzt
werden. Hierflr boten sich die gut etablierten humanen Endothelzellen der Umbilikalvene
(HUVEC) und eine Tumorzelllinie humaner mikrovaskularer Endothelzellen (CDC-HMEC-1)
an, die ein mit HUVEC vergleichbares Expressionsverhalten zeigen (Ades, 1992; Xu, 1994;
Tanner, 1997). Die entscheidenden Studien zur Hypoxie und Reoxygenierung bzw. PMN-
und Thrombozytenapplikation wurden jeweils in beiden humanen Zelikulturmodellen
(HUVEC und HMEC) durchgefihrt (vgl. Ergebnisse Abb. 4.8 und 4.9).

Zunachst wurde aus verschiedenen Transfektionsverfahren die fur unser Endothelzelimodell
geeignete Gentransfermethode erarbeitet. Ein etabliertes Verfahren ist dabei der liposomale
Gentransfer mittels kommerzieller Transfektionsreagenzien: sehr haufig verwendet wird z.B.
Lipofectin™ (Invitrogen). Es konnte gezeigt werden, dass jene Methode denen der konventi-
onellen Transfektion mittels Calciumphosphat bzw. Temperaturvarianz Gberlegen ist (Liu,
1897; Tanner, 1997; Teifel, 1997). Ebenso lieBen sich mikrovaskuldre Endothelzelien der
Ratte, ein unseren NECR vergleichbares Modell, mit derartigen, kationischen Liposomen

erfolgreich und effizient transfizieren (Hein, 1998).

Die Vorteile des liposomalen Gentransfers lassen sich noch weiter optimieren, indem dieser
mit attenuierten (UV-inaktivierten) Virusbestandteilen gekoppelt wird (Kaneda, 1999; 2002).
Verglichen mit den rein kationischen Liposomen scheinen diese so genannten fusigenen
Liposomen bzw. Virosomen Uberlegen (Ponimaskin, 2000). Wir Ubertrugen diese Methode
nach einem Protokoll der Gruppe um Morishita (Dzau, 1996; Mann, 1997; Nakanishi, 1999)
auf unser in vitro-Modell (vgl. Material und Methoden 3.2.1).




Trotz Varianz zahireicher Transfektionsbedingungen und Parameter konnte damit jedoch
kein suffizienter Gentransfer erzielt werden (vgl. Ergebnisse Abb. 4.1). So erscheint der HVJ-
liposomale Gentransfer zwar grundsatzlich sowohl in vitro (Ellison, 1996; Mann, 1997) als
auch in vivo (Dzau, 1996; Aoki, 1997) als geeignet, dennoch sind die unterschiedlichen
Bedingungen eines in vitro-Endothelzellmodells gegenliber den in vivo-Verhéltnissen zu
berlicksichtigen. Im physiologischen GeféRsystem spielen Faktoren wie Schubspannung
und der pulsatile Blutfluss eine Rolle, die in vitro fehlen. Méglicher Weise bedingen diese
Faktoren ein verandertes Endothelzellverhalten gegentber der HVJ-liposomalen Transfek-
tion (Berlin, 1995; Kuijper, 1998). Insgesamt erscheint uns daher die in vivo-Anwendung
des Gentransfer mittels HVJ-Liposomen, die einerseits in zahlreichen Voruntersuchungen
belegt ist (Dzau, 1996; Aoki, 1997; Kotani, 2004) und andererseits auch in unserer Arbeits-

gruppe am Schwein gezeigt werden konnte (Kupatt, 2002a), nicht auf unsere statische in

vitro-Situation Ubertragbar.

Wir verglichen nun HVJ-Liposomen mit den etablierten, kommerziellen Transfektionsreagen-
zien Effectene und Superfect (beide Qiagen, Nikcevic, 2003). Als Kontrollen dienten zum
einen untransfizierte Endothelzellen und zum anderen eine so genannte Mock-Transfektion
mit leeren Liposomen. Sowohl bei Variation der Menge an Transfektionsreagenz als auch
der eingesetzten DNA (Ergebnisse Abb. 4.2 und 4.3) zeigte sich eine deutlich Uberlegenheit
von Superfect (13 bzw. 37fach gegentber Mock-Kontrolle) und Effectene (12 bzw. 38fach)
im Vergleich zu HVJ-Liposomen (unverandert bzw. 2,5fach). Diese initial hohe Effizienz
konnten wir mittels Modifikation des Herstellerprotokolls (bis zu 3fache DNA-Beladung)
weiter optimieren (Teifel, 1997; Nikcevic, 2003).

Zur Evaluation der Transfektionseffizienz diente ein Renilla-Luciferase Plasmid, an das der
Promoter pRL-CMV (Cytomegalievirus) bzw. pRL-TK (Herpes Simplex Virus Tymidinkinase)
gekoppelt war. Renilla-Luciferase wird géngig als Kontroll-Reportergen gewahlt (Ho, 2004),
da sie einem fertigen Protein entspricht und zur Aktivierung keine posttranslationale Modifi-
kation benétigt. Beim pRL-CMV Plasmid zeigte sich eine vorbeschriebene, hohe Renilla-
Expressionsrate (Poxon, 1999), verglichen mit dem pRL-TK-Promoter. Dieser Effekt war
jedoch stark TNFo-abhangig (vgl. Ergebnisse Abb. 4.4). Verantwortlich dafir ist der CMV-
Promoter, der, anders als der TK-Promoter, eine NFxB-Bindungsstelle enthalt, die nach

TNFo-Stimulation eine NFkB-Aktivierung und gesteigerte Transkription bewirkt.




5.2  Untersuchungen zur subakuten Endothelaktivierung
5.2.1 Die zentrale Rolle von NFxB

Die Phase der subakuten Endothelaktivierung ist gepragt von Prozessen auf der Ebene
zellularer Transkriptionsfaktoren. Als einer dieser Faktoren ist NFxB (Nuclear Factor kB)
beschrieben, der dabei eine zentrale Rolle spielt (vgl. Einleitung 1.5.2). Wie bereits vorab
dargestellt, bedarf es fur dessen Aktivierung einer Reihe von Zwischenschritten, die Uber
spezifische Rezeptoren (TRAK, GFR oder TLR, Pomerantz, 1999) und Kinasen wie die
NF«B Inducing Kinase (NIK, Woronicz, 1997), das G-Protein ras, die Phosphorylierung der

Phosphoinositol-3 Kinase (PIP-3) und die Proteinkinase B (AKT, Romashkova, 1999)
vermittelt werden (vgl. Abb 5.1 auf der folgenden Seite).

Diese zentrale Rolle von NF«B lie sich auch in unserem Endothelzellmodell ermitteln:
So verwendeten wir zur Detektion der endothelialen Aktivierung ein ICAM-1- bzw. E-Selek-
tin-Reportergensystem (vgl. Material und Methoden 3.3.2 und 3.3.3), das aus Konstrukten
unterschiedlicher Basenpaarlange bestand. Unsere Untersuchung zeigten, dass bei den
beiden kurzen ICAM-1-Reportern pICAM-34 und pICAM-174 nur eine sehr geringe Ruhe-
expression vorhanden war, die sich auch durch Stimulation mit TNFa nicht wesentlich
steigerte (vgl. Ergebnisse Abb. 4.5). An diesen beiden Plasmiden fehlte jeweils die NFkB-
Bindungssequenz, eine 49 Monomere lange Region im ICAM-1-Promoter (Wolle, 1995).
Erst bei den beiden langeren Konstrukien pICAM-277 und plCAM-339, die diese NFxB-
Bindungsstelle enthielten (bei pICAM-339 zusétzlich eine AP-1-Bindungsstelle), war eine
TNFo-bedingte Regulation nachweisbar (Gorgoulis, 2003). Diese Untersuchungen zeigten,

dass fur die Endothelaktivierung NF«B tatsachlich einen wichtigen Schritt darstellt.

Eine zunachst parallele Situation begegnete uns bei den E-Selektin-Reportergenen
(vgl. Ergebnisse Abb. 4.6). Das um die NFxB-Bindungsstelle deletierte Konstrukt zeigte
keine Expressionsveranderung nach TNFa-Stimulation, wie auch in anderen Studien belegt
werden konnte (Hallahan, 1995; Brenner, 1998). Leider verhielten sich aber auch die
verwendeten E-Selektin-Reportergene mit regelhaften 2 (LS-48 und 51) bzw. 3 (LS-112 bzw.
full length) NFKB-Binduhgssequenzen nicht ausreichend signifikant im Expressionsverhalten.
Eine mdogliche Erklarung sehen wir in (herstellungs- oder haltbarkeitsbedingt) unexakten
Sequenzen an deren NFxB-Bindungsdomanen. Vor einer sehr aufwendigen Nachsequenzie-
rung der E-Selektin-Reportergene konzentrierten wir uns fir die weiteren Studien daher
ausschliellich auf das ICAM-1-Reportergensystem.




5.2.2 Einfluss von Zytokinen und Wachstumsfaktoren

In unseren Untersuchungen lies sich durch TNFa-Gabe eine 2 bis 3fache Hochregulation
des ICAM-1-Reportergens gegenlber unstimuliertem Endothel beobachten (vgl. Ergebnisse
Abb. 4.5 und 4.6). Uns diente dies als Ausgangsbedingung fir die Situation des aktivierten
Endothels, zumal diese TNFa-Induktion auch als ein klassischer Weg der NFxB-Aktivierung
vorbeschrieben ist (Kalogeris, 1999; Becker, 2000). Wir konnte in Voruntersuchungen eine
sehr frihe Freisetzung von TNFo an aktiviertem Endothel messen (Kupatt, 1999), ebenso
wird NFxB bzw. der IKK-Komplex jedoch auch durch andere Zytokine wie Interleukin-1 und

Wachstumsfaktoren (basicFGF, VEGF, IGF-1) initiiert (Dustin, 1986).

Abb. 5.1 soll eine Ubersicht der beschriebenen, endothelialen Aktivierungskaskaden geben:
entscheidend dabei ist, dass es nach dem initialen TNFa-Reiz und der IxB-Degradation
(Phosphorylierung des inhibitorischen Teils des IKK-Komplexes) zur vermehrten NFkB-

Translokation in den Zellkern kommt (Karin, 1999). Nach einer vermehrten mRNA-Synthese

kann konsekutiv die Transkription gesteigert werden.
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Abb. 5.1 Einfluss von Zytokinen und Wachstumsfaktoren auf die NFxB-bedingte Endothelaktivierung




Durch TNFa-Stimulation wird die Endothelzelle zur vermehrten Transkription und damit zur
Expression weiterer Zytokine angeregt. Daraus lasst sich die Vorstellung eines durch TNFo
induzierten, positiven Feedback-Mechanismus innerhalb der NFxB-Signalkaskade ableiten
(vgl. Abb. 5.2): der initiale TNFo-Reiz regt eine vermehrte Proteinbiosynthese der Zelle an,

die letztendlich den initialen TNFa-Reiz am Endothel potenziert.
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Abb. 5.2 Positiver Feedback-Mechanismus nach NFxB-Aktivierung durch TNFa

Allerdings ist auch ein gegenregulatorischer Mechanismus nicht auBer Acht zu lassen:
ein negatives Feedback seitens des IkB-Proteins (zytosolischer inhibitor von NFxB), weiches
ebenfalls NFxB-abhéangig transkribiert wird (Ozes, 1999), ist gut belegt. Der potentiell
Uberschielfenden NF«xB-Stimulation begegnet die Endothelzelle also auch mit einem

eigenen, regulatorischen Mechanismus.




5.2.3 Einfluss von PNIN und Thrombozyten

Endothelzellen werden auch durch PMN, Thrombozyten und Fibrinogen aktiviert und
steigern dadurch die Expression von Adhasionsmolekilen wie ICAM-1. Dabei spieit ebenfalls
die NFxB-Regulation eine entscheidende Rolle (vgl. Einleitung 1.3 und 1.4 sowie Kupatt,
1999; Ley, 1996; Wang, 1997).

Diese Effekte sind zahlreich vorbeschrieben: im Modell eines isolierten Rattenherzens verur-
sacht die Applikation von PMN eine Hochregulation von ICAM-1 (mRNA Northern blot-
Auswertungen, Kupatt, 1997). Dies konnten wir anhand unserer Daten auch in vitro bestéati-
gen (vgl. Ergebnisse 4.3.2). In unserem Modell zeigten zudem gleichzeitig applizierte PMN
und Thrombozyten eine starkere ICAM-1-Aktivierung als jeweils PMN oder Thrombozyten
allein (vgl. Ergebnisse Abb. 4.8 und 4.9). Allerdings sind hierbei die Unterschiede unseres
statischen in vitro-Modells gegentber den weit physiologischeren Verhaltnissen eines

in vivo- bzw. Organmodells zu beriicksichtigen.

Dort konnten andere Untersuchungen auch zeigen, dass méglicher Weise P-Selektine mit
CD11/CD18- (LFA-1, MAC-1) Adhasionsmolekiilen die Interaktion zwischen PMN und
Endothel modulieren. Diese Regulation wird u.a. Uber PAF (Platelet Activating Factor) und
Adenosin (Becker, 1996) bewirkt. So wurde durch Gabe eines rekombinanten Liganden bzw.
monoklonalen Antikérpers gegen P-Selektin im Kieintiermodell die reperfusionsbedingte

Endothel-PMN-interaktion verringert (Lefer, 1996; Hayward, 1999).

Thrombozyten dagegen bzw. deren durch ADP oder Fibrinogen aktivierte Form vermitteln
ihren Adhasionseffekt am Endothel Gber CD11/CD18 und VLA-4 (Meerschaert, 1994), was in
HUVEC auch unter Flussbedingungen gezeigt werden konnte (Mine, 2001). Aktivierte
Thrombozyten modulieren dabei Uber Monocyte Chemotactic Protein 1 (MCP-1) und ICAM-1
die Endothelreaktion. In Anwesenheit aktivierter Thrombozyten konnte ebenfalls eine erhdhte
NFxB-Aktivitdt gemessen werden (Gawaz, 1998). Dies fand sich so auch in unseren Daten

der endothelialen ICAM-1-Aktivierung (vgl. Ergebnisse Abb. 4.8 und 4.9).




Es stellt sich jedoch die Frage, inwieweit die beschriebenen Effekte nach Applikation von
PMN am Endothel auch PMN-spezifisch sind. Dazu bestimmten wir in Endothelzellkulturen
mittels ELISA-Myeloperoxidase-Messungen (MPO als leukozytenspezifisches Enzym, vgl.
Material und Methoden 3.7.3) die PMN-Endothel-Adhésion (in %). In Abhangigkeit von den
eingesetzten Zellen (PMN allein bzw. mit Thrombozyten und Fibrinogen) fand sich eine

signifikant gesteigerte Adhésion (vgl. Ergebnisse Abb. 4.10), als Beweis einer tatséchlichen
Prasenz von PMN am Endothel.

Analog zu dem beschriebenem Mechanismus eines positiven Feedbacks der NFkB-Kaskade
nach Zytokin-Stimulation (vgl. Abb. 5.2) lasst sich daher ein ebensolcher Effekt nach PMN-
Applikation aufzeichnen (vgl. Abb. 5.3): so bedingt die Stimulation durch PMN eine
vermehrte Freisetzung von Zytokinen und Radikalen wie TNFa, IL-1, INF-y oder H,O,
(Dustin, 1986; Rothlein, 1988; Thornhill, 1891), die Ober die vermehrte NFxB-Translokation
zur wiederum vermehrten ICAM-1-Transkription fuhrt (Karin, 1999). Diese ICAM-1-
Mehrsynthese erméglicht konsekutiv die vermehrte PMN-Adhasion am Endothel, wodurch
wiederum der initiale PMN-Reiz potenziert werden kann. Dies kann dann ebenso wie nach

Zytokin-Stimulation in einen positiven Feedback-Mechanismus minden.
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Abb. 5.3 Positiver Feedback-Mechanismus nach NFxB-Aktivierung durch PMN




5.2.4 Einfluss von Hypoxie und Reoxygenierung

Die Stimulation mit Zytokinen, Wachtumsfaktoren und adharenten PMN und/oder Thrombo-
zyten fuhrt Gber die NFxB-Signalkaskade zu einer Endothelaktivierung. Eine derartige
Aktivierung wird jedoch auch nach Stimulation mit Hypoxie und anschlieBender Reoxygenie-
rung beschrieben (Ichikawa, 1997; Kupatt, 2000). Einerseits kann durch Hypoxie eine friihe
ICAM-1-Synthese induziert werden (Beck-Schimmer, 2001), andererseits wird durch eine
kombinierte Stimulation mit Hypoxie und TNFo die E-Selektin-Expression zusatzlich
angeregt (Zund, 1996b). Erganzend dazu wird beschrieben, dass Hyperoxie in Alveolarzelien
zu einer vermehrten, intrazellutdren Bildung von Sauerstoffradikalen fihrt und die NFxB-
Kaskade triggern kann (Pepperl, 2001). In isolierten Rattenherzen konnte zudem gezeigt
werden, dass es nach Reoxygenierung Uber vermehrte Radikalbildung zu einem Anstieg
der NFxB-Aktivitdt und konsekutiv zur ICAM-1-mRNA-Synthese kommt (Kupatt, 1997).
Die entscheidende Voraussetzung fir das Ausmal der NFkB-vermittelten Endothel-

aktivierung scheint erst gegeben, wenn auf den initialen Reiz der Hypoxie eine Phase

der Reoxygenierung folgt.

in unserem Zellkulturmodell simulierten wir daher diese Reperfusionssituation: Endothelzel-
len wurden Uber 24h Sauerstoff-depriviert, anschlieBend Uber 4h reoxygeniert und zeitgleich
wurden PMN, Thrombozyten, Fibrinogen und der Endothelaktivator TNFa appliziert
(vgl. Material und Methoden 3.4.1 und Einleitung 1.6).

Die beiden verwendeten Reportergenkonstrukte plCAM-277 und 339 zeigten in diesem
Ansatz deutliche, vergleichbar starke Empfindlichkeit (Steigerung um das 2,5 bis 3fache
gegenuber der Kontrolle, vgl. Ergebnisse Abb. 4.7). Damit konnten diese zunachst ais
Hypoxie-Reoxygenierungsabhéangig definiert werden. Der kirzere, um die NFxB-Bindungs-
stelle deletierte plICAM-174-Reporter verhielt sich hingegen im ICAM-1-Expressionsverhalten
neutral. Die Unempfindlichkeit des pICAM-174-Fragments bestatigt erneut die Vorstellung,
dass der durch Hypoxie und Reoxygenierung induzierte Weg der ICAM-1-Regulation eben-
falls Ober eine Aktivierung der NFkB-Signalkaskade verlauft, was auch andere Studien
zeigen konnten (Jahnke, 1995, Johnson, 1996; Cassie, 2004). Dem plCAM-174-Fragment
fehlt bekannter Malken die NFxB-Bindungssequenz (vgl. Material und Methoden 3.3.2).




Die TNFa-bedingte Hochregulation der ICAM-1-Konstrukte war unter gleichzeitiger Hypoxie-
Reoxygenierung und PMN-Applikation in erhdhtem Ausmafl zu beobachten (vgl. Ergebnisse

Abb. 4.11). Diese additive Wirkung der verschieden Stimuli weist auf eine Regulierbarkeit
des NFxB-Systems hin.

Auch die E-Selektin-Expression am Endothel kann zum Beispiel Uber den Hypoxie-
Reoxygenierungsreiz hinaus durch TNFo gesteigert werden (Zund, 1996a). TNFa scheint
eine SchiUsselrolle hinsichtlich der postischamischen Inflammation zu spielen, indem weitere
Faktoren aktiviert werden (Couffinhal, 1994). Die Expression von PECAM-1 dagegen ist
durch Hypoxie nicht in der Weise wie durch TNFa induzierbar und scheint damit, anders als

ICAM-1, nicht in diesen Weg der Adhasionsaktivierung involviert (Michiels, 1998).

Bei Zusammenschau der bislang erhobenen Befunde zur Endothelaktivierung durch Zytoki-
ne, PMN, Thrombozyten bzw. Hypoxie und Reoxygenierung findet sich jeweils die NFxB-
Aktivierung als charakteristisches, intrazellulares Signal. Diese zentrale Rolle von NFkB in
der Endothelaktivierung legt die Uberlegung nahe, durch dessen Hemmung mdglicher Weise
einen therapeutischen, adhasionshemmenden Effekt am Endothel zu erzielen. Unsere
Arbeitshypothese stitzte sich auf die in Abb. 5.4 schematisch dargesteliten Zusammenhan-
ge: der jeweils angesetzte Endothelreiz kann (ber positive Feedback-Mechanismen zu einer

unkontrollierten Potenzierung der Endothelantwort fihren, die einer Therapie bedarf.
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Abb. 5.4 Positiver Feedback-Mechanismus der NFxB-Aktivierung
nach Stimulation mit TNFa, PMN oder Hypoxie- und Reoxygenierung




5.3 Moglichkeiten zur Hemmung der Endothelaktivierung

5.3.1 Hemmung der subakuten Endothelaktivierung

mittels Transfektion von NFxB-Decoy-Oligodinukleotiden

Aus unseren Beobachtungen mit den NFxB-sensitiven ICAM-1-Reportergenkonstrukien
(vgl. Diskussion 5.2.1) und den zuvor dargestellten Uberlegungen ergab sich das Konzept,

die NF«B-vermittelte Endothelaktivierung therapeutisch zu beeinflussen.

Vorausgehende Untersuchungen konnten zeigen, dass so genannte Oligodinukleotide
(ODN) mit der Gensequenz entsprechender Transkriptionsfaktoren wie NFxB der molekula-
ren Zellmanipulation dienen kénnen (Tomita, 2003). Durch Transfektion dieser Decoy-ODN
kann die NFxB-abhangige, intrazellulare Signaltransduktion blockiert werden (Nakamura,
2002; Morishita, 2004). Isolierte Rattenherzen zeigten nach Transfektion von NFxB-Decoy-
ODN eine signifikant bessere Toleranz bei Ischamie-Reperfusion bzw. PMN-Adh&sion
(Sawa, 1997). Gleichzeitig fand sich auch eine Reduktion der infarktgréfRe (Morishita, 1997).
Infarzierte Rattenherzen wiesen nach NFkB-Decoy-ODN-Transfektion zudem eine bessere

Ventrikelfunktion und geringere PMN-Adhasion (Sakaguchi, 2001) auf.

Studien in Hepatozyten zeigten, dass eine Hemmung der NFxB-Aktivitat Uber IxB den Scha-
den durch Hypoxie-Reoxygenierung reduziert (Fan, 2004). Ein ebensolcher Effekt der NFxB-
bzw. IkB-Beeinflussung wurde in Kardiomyozyten nachgewiesen (Onai, 2004). Andere
Voruntersuchungen zeigten bei TNFa-, PMN- und Hypoxie-stimulierten HUVEC zum einen
die NFxB-Hochregulation (Western-blot) und zum anderen eine ICAM-1-, Selektin- und
Interleukin-Mehrsynthese (Immunoassay- und Durchflusszytometriedaten) (Zahler, 2000).
In koronaren, mikrovaskularen Endothelzellen (CMEC) wurde eine NFxB-Hemmung durch

Proteasomen-Inhibitoren (EMSA, Electro Mobility Shift Assays) beschrieben (Kupatt, 1997).




Wir verwendeten die Methodik der NFxB-Decoy-ODN-Transfektion in unserem Zellkultur-
modell (vgl. Material und Methoden 3.6) und versuchten, die TNFa-, Reoxygenierungs- und
PMN-bedingte ICAM-1-Synthese zu beeinflussen. Zum Einsatz kamen NFxB-Decoy-ODN
ohne und mit einer PT-Veresterung (Phosphothioat) sowie als Kontrollen funktionslose
NFxB-Varianten (Mutante bzw. scrambled-ODN, vgl. Material und Methoden 3.6.3).
In die Endothelzellen transfiziert, wirkten sie dort als fertige DNA und beeinflussten die
Funktion des NFxB-Komplex. Die Decoy-ODN verhinderten kompetitiv die Bindung des
aktivierten NFxB-Komplex an spezifische DNA-Bindungsstellen von Promotern von

Zielgenen, wodurch die Transkription solcher NF«B-abhangiger Gene wie ICAM-1- oder

E- Selektin gehemmt wurde.
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Abb. 5.5 Prinzip der ICAM-1-Synthesehemmung nach Transfektion von NFkB-Decoy-ODN




In Voruntersuchung zeigte sich, dass bereits am nativen Endothel, das keiner Stimulation mit
TNFa, PMN oder Hypoxie-Reoxygenierung ausgesetzt war, eine gewisse ICAM-1-Ruhe-
aktivitat vorhanden ist. Je nach Inkubationsdauer konnte durch Transfektion von NF«xB-

Decoy-ODN die ICAM-1-Rate dort, wenn auch auf insgesamt sehr niedrigem Niveau, bereits

um bis zu -75% gesenkt werden.

In NFxB-Reportergenassays am Mausmodell konnte ebenso eine TNFa-Induktion und
entsprechende Hemmung durch Decoy-ODN-Transfektion gezeigt werden (Tomita, 2000).
Durch NFxB-Decoy-ODN-Transfektion konnte bei uns zunachst eine ICAM-1-Suppression
um -43+11%, durch PT-(Phosphothioat) veresterte NFxB-Decoy-ODNs um -64+6% und
durch die funktionslose NFxB-Mutanten kein relevanter Effekt (-2+3%) erzielt werden
(vgl. Ergebnisse Abb. 4.12). Die Modifikationen der NFxB-Decoy-ODN (Phosphothioat am
freien Ende der Phosphatgruppe, vgl. Material und Methoden 3.6.2) hemmt intrazellulare
Exonukleasen und Proteinasen (lversen, 1991). Die dadurch langere Halbwertszeit der
PT-NFxB-Decoy-ODN ist wahrscheinlich fur die starkere Hemmung der NFxB-sensitiven

Reportergenexpression verantwortlich.

Als andere, vergleichbare Méglichkeit der molekularen Stabilisierung von transfizierten
Nukleotiden sei die so genannte LNA (Locked Nucleic Acids) erwéhnt (Petersen, 2000).
Diese Nukleotide weisen eine zusatzliche Methylenbriicke am Ribosering auf und zeigen
dadurch eine ebenfalls héhere, intrazellulare Molekllstabilitdt (Koshkin, 1998; Crinelli, 2002).

Hierzu bieten sich ggf. weiterfihrende Untersuchungen an.




5.3.2 Hemmung der akuten Endothelaktivierung

Nach einer géngigen Einteilung verlauft die endotheliale Aktivierung in zwei Phasen (Pober,
1990; Ichikawa, 1997). Es wird eine frihe Phase nach Sekunden bis Minuten (akute Phase
bzw. Typ 1) beschrieben, in der im wesentlichen eine posttranslationale Modifikation bereits
gespeicherter Proteine stattfindet. Die subakute Phase (Typ ) hingegen beginnt nach
Stunden bis Tagen und ist gepragt von einer transkriptionellen Aktivierung mit vermehrter

Expression von Adhasionsmolekilen (Kukielka, 1994; Zund, 1996b und vgl. Einleitung 1.5).

Im Rahmen der akuten Reperfusion sind zahlreiche Oberflachenrezeptoren als mitverant-
wortlich fur das Adhasionsgeschehen beschrieben (vgl. Einleitung 1.3). Gegen einige dieser
Adhasionsmolekile wurden bereits therapeutische Strategien mittels monokionaler Antikér-
per entwickelt. So kann der Leukotaxis Uber C5a-Antikérper (aktivierter Komplementfaktor),
dem Leukozytenrolling Uber P-Selektin-AK, PSGL-1-AK, L- und E-Selektin-AK und der festen
Leukozytenadhasion mittels MAC-1 bzw. CD11b/CD18-AK begegnet werden (Nigam, 2002).
im Hundemodell konnte z.B. mittels P-Selektin-AK (Lefer, 1996) und im Kaninchenmodell
mittels CD11b/CD18-AK (Simpson, 1988) der PMN-vermittelte Endothelschaden nach
Reperfusion reduziert werden. Diese Erkenntnisse liesen sich jedoch bislang nur unzurei-
chend auf den klinischen Alltag Ubertragen. Es existieren dagegen Anséatze, dem Effekt der
ischamiegetriggerten Thrombozytenaggregation therapeutisch zu begegnen. In diesem
Zusammenhang seien die Gplib/llia-Antagonisten (Abciximab, Tirofiban) erwahnt, die in der
modernen Behandlung z.B. des Akuten Koronarsyndroms ein Mittel der Wahl sind
(vgl. Material und Methoden 3.5). Mit bewahrten Wirkstoffen wie Acetylsalicylsaure oder dem
ADP-Antagonist Clopidogrel versucht man, dem Aggregationsgeschehen auf thrombozytarer
Seite méglichst dauerhaft zu begegnen.

Vom Gplib/llla-Rezeptorantagonisten Abciximab (Reopro), einem monoklonalen Antikorper,
sind neben einer Thrombozytenaggregationshemmung auch Effekte am aktivierten Endothel
und an PMN (MAC-1-Rezeptor) beschrieben (Nigam, 2002; Schwarz, 2002). In unseren
Messungen lag das adhasionshemmende Potential von Abciximab (Reopro) nach PMN-
Stimulation bei -74%, nach Stimulation mit PMN, Thrombozyten und Fibrinogen bei -71%
(vgl. Ergebnisse Abb. 4.16). WeiterfUhrend zeigte die Abciximab-Gabe zunachst einen eben-
so deutlichen, adhasionshemmenden Effekt (-78% Adhéasion nach Stimulation mit PMN,
Thrombozyten und Fibrinogen gegeniber den unbehandelten Kontrollen). Die Gabe von
CD18-Antikérpern (1B4, -74% adharente PMN) oder Tirofiban (Aggrastat, -68% adhéarente

PMN) unterschied sich dem gegeniber nur unwesentlich (vgl. Ergebnisse Abb. 4.17).




5.3.3 Effekte auf die subakute Endothelaktivierung

bei Hemmung der akuten Endothelaktivierung

Uns stellte sich daher die Frage, inwieweit die akute Endothelbehandlung mittels Gplib/llla-
Rezeptorantagonisten mdéglicher Weise auch einen Effekt auf die subakute Endothelreaktion
und damit auf die ICAM-1-Synthese hat.

Eingesetzt wurden erneut Tirofiban (Aggrastat) und Abciximab (Reopro), ein CD18-AK (IB4)
und zur Kontrolle 11H8-AK (vgl. Material und Methoden 3.5). Als Stimulation diente erneut
24h Hypoxie und 4h Reoxgenation unter anschlieRender Applikation von einerseits Throm-
bozyten (10fach hohere ICAM-1-Expression), anderseits PMN (17fach héhere ICAM-1-
Expression). Durch die Gabe von Adhasionsinhibitoren war diese ICAM-1-Mehrsynthese
signifikant hemmbar: Abciximab (Reopro) zeigte den starksten Effekt, gefolgt von Tirofiban
(Aggrastat) und dem CD18-Antikdrper (1B4), ohne Effekt war der 11H6-Kontrollantikérper
(vgl. Ergebnisse Abb. 4.18).

In unserem Modell konnte damit fur Abciximab (Reopro) neben der akuten (Typ I)
endothelialen Aktivierung auch ein signifikanter Effekt auf die subakute (Typ Il) Endothel-
zellaktivierung tUber NFxB-Aktivierung und auf die konsekutive ICAM-1-Mehrsynthese
gezeigt werden. Auch andernorts wurde dieses Phanomen beschrieben (Schwarz, 2002).

In geringerem Mafe galt dies bei uns auch fir Tirofiban (Aggrastat).

In einer Patientenstudie nach koronarer Stentimplantation zeigten unterschiedliche Therapie-
regime mit jeweils Clopidogrel (Plavix) und Acetylsalicylsdure (Aspirin) sowie entweder
Abciximab (Reopro) oder Tirofiban (Aggrastat) sehr unterschiedliche Effekte auf die Throm-
bozytenaggregation und Thrombinbindung (Massberg, 2003). In Therapievergleichen (wie
z.B. der COMPARE-Studie) war Tirofiban bei der akuten (15min) und Abciximab tendenziell
bei der subakuten (> 4h) Thrombozytenaggregation Uberlegen (Batchelor, 2002, vgl. auch
Therapieleitlinien Akutes Koronarsyndrom der DGK).




Dass Tirofiban Uber die Thrombozyten- und PMN-Aggregation auch auf die damit verbunde-
ne inflammatorische Reaktion, Chemokin-Freisetzung und Adhéasionsfaktoren-Expression
wirkt, zeigten Untersuchungen bei Infarktpatienten: Tirofiban-infusionen fihrten zum Abfall
des Serum-Entztindungsmarkers CRP (Ercan, 2004b). Ebenso zeigten sich nach Tirofiban-
infusion bei Patienten mit instabiler Angina pectoris niedrigere Serumspiegel an Islichen
Adhasionsmolekilen (sICAM-1 und sVCAM-1, Ercan, 2004a). Spektroskopische Untersu-
chungen zeigten, dass Tirofiban am Gpllb/llia-Rezeptor die Molekularstruktur veréndert
(Sekundar- und Tertiarstruktur, Hantgan, 2002).

An diesem Rezeptor scheint zudem die Flussdynamik eine entscheidende Rolle zu spielen.
In vitro unter statischen Flussbedingungen hatten verschiedene Fibane (Roxifiban, Sibrafi-
ban, Lotrafiban und Orofiban) eine vergleichbare Adhasionshemmung, Abciximab (Reopro)
war jedoch unter Scherstress-Bedingungen, der physiologischen Situation, Uberlegen
(Wang, 2002). Zellkulturmodelle, die in der Reperfusionsituation Flussbedingungen mit
teilweise auch Voliblut imitieren, konnten unter Scherstress eine deutlich starkere 1ICAM-1,
VCAM-1 bzw. Selektin-Hochregulation nachweisen als unter statischen Bedingungen
(Kuijper, 1998; Cassie, 2004).

Diese offenkundig physiologischere Situation unter Flussbedingungen fehlt auch in unserem
statischen Endothelzellmodell, wie bereits an anderen Stellen eingeschrankt wurde (vgl.
Diskussion 5.1, 5.2.3 und 5.3.4). Moglicher Weise lieBen sich durch einen entsprechend
aufwendigeren Versuchsaufbau auch einige der 0.g. zusatzlichen Phidnomene im Reperfusi-
onsgeschen ableiten. Zudem bieten kultivierte Endothelzellen in vitro (durch z.B. das Fehlen
einer reguldren Glykokalyx) auch eine andere Ausgangssituation als das physiologische
Endothel in vivo. Diese verédnderten Voraussetzungen bedingen, wie grundsétzlich jeder

experimentelie Ansatz in vitro, mégliche Abweichungen zu den Verhaltnissen in vivo.




5.3.4 Vergleich der NFxB-Decoy-ODN-Transfektion mit Adhdsionshemmern
und Perspektiven der NFxB-Decoy-ODN-Strategie

Bislang konnten wir die Effekte von Adhé&sionshemmern im Rahmen der akuten (Typ 1)
Endothelaktivierung zeigen und es wurde erarbeitet, inwieweit Substanzen wie Gpllb/lila-
Rezeptorantagonisten Tirofiban (Aggrastat) und Abciximab (Reopro) auch inhibierende
Effekie im Rahmen der subakuten (Typ II) Endothelaktivierung haben kdnnen. Zuvor wurde
dargestellt, dass durch die Transfektion von NFxB-Decoy-ODN die endotheliale ICAM-1-

Synthese in entscheidendem Male inhibierbar ist (vgl. Ergebnisse 4.4).

Einerseits konnten wir zeigen, dass durch Gabe von Adhdasionshemmer die ICAM-1-
Reportergentranskription unterschiedlich stark inhibiert werden kann, und zwar am erfolg-
reichsten durch CD18-Antikérper (1B4), gefolgt von Abciximab (Reopro) und Tirofiban
(Aggrastat), durch den Kontrollantikdrper 11H6 dagegen nicht signifikant. Andererseits zeigte
bei uns die Therapie mit NFxB-Decoy-ODN im direkten Vergleich eine starkere ICAM-1-
Reportergeninhibition und stellte sich damit in unseren Untersuchungen der Gabe von

Adhéasionshemmern als Uberlegen dar.

Unterschiedliche Ausgangspunkte legten abschlieBend die Uberlegung nahe, beide
Hemmstrategien (Adhasionshemmer und NFxB-Decoy-ODN-Transfektion) miteinander zu
kombinieren, um moglicher Weise einen maximalen Effekt am Endothel zu erzielen.
Verglichen mit den Werten nach s.c.-Transfektion (Zufallssequenzen) fanden wir beim NFxB-
Decoy-ODN-transfizierten Endothel jedoch lediglich einen geringen Effekt auf die ICAM-1-
Reportergensynthese (zusétzlich -5 bis -15%) unter gleichzeitiger Gabe von Abciximab
(Reopro) bzw. dem CD18-Antikdrper (1B4, vgl. Ergebnisse Abb. 4.21).

Bei Zusammenschau der von uns gesammelten Befunde kann der subakuten, endothelialen
Aktivierung und der damit verbundenen Mehrsynthese von Adhasionsmolekiilen wie ICAM-1
durch einerseits Adhasionshemmer, andererseits der Transfektion von NFxB-Decoy-ODN

erfolgreich begegnet werden. Eine Kombination dieser beiden Hemmstrategien bietet einen
geringgradigen, zusatzlichen Nutzen.




Bekannter MaRen koénnen Reperfusionsphdnomene wie das myokardiale Stunning
(Braunwald, 1982) und die Endotheldysfunktion (Seccombe, 1995) tber eine Gpllb/llla-
Antagonisierung therapiert werden (Kupatt, 2002b; Nigam, 2002; Schwarz, 2002).
Von Tirofiban ist ebenso ein Einfluss auf die ICAM-1-Synthese beschrieben (Ercan, 2004a).
Fibane zeigen dabei jedoch sehr unterschiediiches Potential am Gplib/lila-Rezeptor und
scheinen zudem Abciximab unterlegen (Wang, 2002). In Patientenstudien wurden nach
PTCA (Percutaner Transluminaler Coronarangioplastie) bzw. Stentimplantation entweder
sehr variable Ergebnisse (Batchelor, 2002) oder keine signifikante Uberlegenheit einer

Substanz gegeniber der anderen gefunden (Massberg, 2003).

Die NFxB-Decoy-ODN-Strategie dagegen ist inzwischen vielfach als effiziente Therapie des
endothelialen Reperfusionsschadens beschrieben (Sawa, 1997; Morishita, 2003). Sowohl in
vitro (Wang, 2003) als auch im Tiermodell (Kupatt, 2002a; Yokoseki, 2001; Tomita, 2003)
konnte der Reperfusionsschaden durch Gabe von NFxB-Decoy-ODN verringert werden.
In der Therapie einer experimentell erzeugten Myokarditis zeigte die NFkB-Decoy-ODN-
Transfektion gute Erfolge (Yokoseki, 2001), groRes Potential wird ihr sowohl bei der
Behandiung von Restenosen (Rutanen, 2002), bei der Pravention myokardialer Schadigung

(Sakaguchi, 2001) und auch beim Myokardinfarkt selbst (Morishita, 1997) zugeschrieben.

Ein erfolgreicher klinischer Einsatz von NFxB-Decoy-ODN muss kritisch abgewogen werden:
erforderlich ist eine Methode zur regionalen Anwendung statt einer unkontrollierten, systemi-
schen Applikation, zumal man weil}, dass NFkB (ber das Endothel hinaus an Myozyten
Apoptose induzieren kann. Insgesamt birgt die liposomale Transfektion von NF«B-Decoy-
ODN auch ein hohes Potential an Nebenwirkungen bis hin zu Allergie und Anaphylaxie.
Nicht zuletzt ist auch die Pharmakokinetik der NFxB-Decoy-ODN selbst zu ber{icksichtigen,

inwieweit diese fur eine regional und zeitlich begrenzte Anwendung geeignet sind.

Einen ersten Eindruck zukunftiger Entwicklungen des Themas der hier vorliegenden Arbeit
gibt eine aktuell erschienene, klinische Fallbeschreibung: bei einem Patienten mit Myokard-
infarkt zeigte sich nach zweifacher Stenteinlage in die Koronararterien im zusatzlich mit
NFxB-Decoy-ODN versorgten Gebiet eine geringere Restenoserate verglichen mit dem
anderen, konventionell versorgten Stentgebiet. Ein zweiter Patient imponierte mit einer nur
minimalen Intimahyperplasie 6 Monate nach Applikation von NFxB-Decoy-ODN im

Koronarstentbereich, dabei ohne wesentliche Nebenwirkungen (Jun-Ichi, 2004).




6 Zusammenfassung

Das Endothel dient im ruhenden Zustand dem Gefal} als Barriere, die jedoch durch lokale
Schadigung wie Trauma, Entziindung oder Ischamie aufgelést werden kann (Klinke, 1996;
Ley, 1996). Dieses Phanomen wird auch im Zusammenhang mit der Reperfusion zuvor
ischamischer Myokardareale als so genannter Reperfusionsschaden beobachtet (Jennings,
1985; Schurmann, 1997). Erst das aktivierte Endothel erméglicht Prozesse wie das Rolling,
Sticking und die Migration zuvor frei flieBender PMN und Thrombozyten, die Uber eine Reihe
von Adhéasionsmolekllen wie u.a. E-Selektin und ICAM-1 vermittelt werden (Adh&sions-
kaskade, Sluiter, 1993; Froese, 1994; Fuster, 1996). Vorausgehende Untersuchungen
konnten zeigen, dass die Endothelaktivierung in zwei Phasen verlauft, einer akuten nach
Sekunden bis Minuten (Typ 1) und einer subakuten nach Stunden bis Tagen (Typ Il, Pober,
1990; Ichikawa, 1997). Akute Mechanismen verwenden die Freisetzung bereits bestehender
Mediatoren wie PAF, Leukotriene, H,O, und posttranslationale Modifikationen, fur die
subakuten Effekte ist jedoch eine Neusynthese von Zytokinen und Adhé&sionsmolekllen
erforderlich (Nawroth, 1993; Kukielka, 1994). Dabei spielen Transkriptionsfaktoren wie NFxB
eine bedeutende Rolle (Chen, 1998; Karin, 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst ein Zellkulturmodell mit neonatalen Ratten-
endothelzellen und humanen Umbilkalvenenzellen bzw. einer humanen Endothelzelllinie
etabliert, womit auch Mechanismen der Hypoxie und Reoxygenierung (Reperfusionssitua-
tion) simuliert werden konnten (vgl. Material und Methoden 3.1 und 3.2). Eigens hergestellte
HVJ-Liposomen (Dzau, 1996; Morishita, 1997) zeigten im Vergleich zu kommerziellen
Reagenzien (Effectene, Qiagen) keine befriedigende Transfektionseffizienz, weshalb das
Modell mit letzteren umgesetzt wurde (vgl. Ergebnisse 4.1 und 4.2). Nach Transfektion von
Reportergenkonstrukten fur ICAM-1 wurde die Expression dieser Adh&sionsmolekile nach
unterschiedlicher Zellstimulation beobachtet und mittels einer Renilla- bzw. Firefly-

Luciferasemarkierung luminometrisch gemessen (vgl. Material und Methoden 3.3 und 3.7).

Auf die Stimulation mit TNFo, PMN, Thrombozyten und/oder Hypoxie bzw. Reoxygenierung
reagierten diejenigen ICAM-1-Reportergenkonstrukte in signifikantem AusmaR, die eine
entsprechende Bindungsdoméne fiir den Transkriptionsfaktor NFxB enthielten. Dort kam es
regelmafig zu einer Hochregulation der ICAM-1-Expression als Parameter einer Mehrsyn-
these dieser Adhasionsmoleklle (vgl. Ergebnisse 4.3). Mittels Myeloperoxidase-Messungen
(leukozytenspezifisches Enzym) konnten insbesondere adhérente PMN fur diese Prozesse

verantwortlich gemacht werden (vgl. Ergebnisse Abb. 4.10).




Zur Beeinflussung dieser subakuten Endothelaktivierung wurden so genannte NFxB-Decoy-
Oligodinukleotide eingesetzt (vgl. Material und Methoden 3.8), die teilweise die DNA-
Bindungssequenz des intrazellularen NFxB-Komplex besetzten. Dadurch kam es zwar noch
zu einer Translokation des NFxB-Komplex in den Zellkern, die konsekutive ICAM-1-
Transkription und Proteinsynthese wurde jedoch verhindert (Tomita, 2003; Morishita, 2004).
Diese NFxB-Decoy-ODN bewirkten nach Transfektion in zuvor mit TNFo, PMN, Thrombo-
zyten und/oder Hypoxie bzw. Reoxygenierung aktivierte Endothelzellen eine signifikante
Reduktion der ICAM-1-Reportergenexpression. Noch deutlichere Effekte wurden durch eine
Veresterung der NFxB-Decoy-ODN (Phosphothioat als Proteinaseinhibitor) oder eine ent-

sprechend frihere Transfektion (bis 48h vor Zellstimulation) gemessen (vgl. Ergebnisse 4.4).

Der akuten Interaktion zwischen Endothel und PMN bzw. Thrombozyten wird im klinischen
Alltag u.a. mit Gpllb/ltla-Rezeptorantagonisten (Tirofiban und Abciximab) begegnet (Nigam,
2002; Schwarz, 2002). In unserem in vitro-Zellkulturmodell bewirkten diese Substanzen
nach Endothelstimulation eine (in unterschiedlichem AusmafRl) verringerte Adhéasion von
PMN und Thrombozyten am Endothel (vgl. Ergebnisse 4.5). Zudem zeigten sie Uber-
raschender Weise auch einen inhibitorischen Effekt auf die ICAM-1-Reportergenexpression
und damit auf die subakute Endothelaktivierung (vgl. Ergebnisse 4.6). Abciximab war dabei

Tirofiban und einem CD18-Antikdrper (1B4) signifikant Uberlegen (vgl. Ergebnisse Abb. 4.19).

Diese Daten legten die Uberlegung nahe, beiden Strategien (Adhasionshemmer vs. NFkB-
Decoy-ODN) bezlglich ihres ICAM-1-inhibitorischen Potentials am Endothel zu vergleichen:
in unseren Untersuchungen war die Transfektion von NFxB-Decoy-ODN der Gabe von
Adhéasionshemmern (Abciximab, Tirofiban oder CD18-Antikdrper) Uberlegen (vgl. Ergebnisse
Abb. 4.20). Die Kombination beider Strategien (Adhasionshemmer und NFxB-Decoy-ODN)
zeigte geringe, zusatzliche, ICAM-1-inhibitorische Effekte (vgl. Ergebnisse Abb. 4.21).

Die Applikation von Oligodinukleotiden wird inzwischen als eine viel versprechende Therapie
insbesondere ischamiebedingter, kardiovaskularer Erkrankungen gesehen: nach Transfek-
tion von NFxB-Decoy-ODN wurden bislang bereits positive Effekie auf die Myokardfunktion
(Sakaguchi, 2001), koronare Restenoserate (Rutanen, 2002) und den Myokardinfarkt selbst
(Morishita, 1997) gezeigt. Eine aktuelle Patientenanwendung nach koronarer Stentimplan-
tation (Jun-lchi, 2004) ergab bei zusatzlicher Transfektion von NFxB-Decoy-ODN gegentber

dem konventionell versorgten Myokardareal geringere Restenoseraten.
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Mitautor bel Kupatt C, Hinkel R, Vachenauer R et al.
.VEGF 45 transfection decreases postischemic NFkB-dependent myocardial reperfusion

injury in vivo: role of e-nos phosphorylation”, FASEB J. 2003 Apr; 17 (6): 705-7

Mitarbeit bei Kupatt C, Wichels R, Deiss M et al.
~Retroperfusion of NFxB decoy oligonucleotide extends cardioprotection achieved

by CD18 inhibition in a preclinical study of myocardial ischemia and retroperfusion in pigs®,
Gene Ther. 2002 Apr; 9 (8): 518-26

Vortrag im Rahmen der DGK - Frithjahrstagung 2001:

LAbciximab reduziert die subakute endotheliale Aktivierung nach PMN-Endothel Interaktion in vitro®,
Stipendium der Rudolf und Brigitte Zenner Stiftung, 2000 - 2001

Praktisches Jahr innerhalb des Medizinstudiums:
05/2002 - 08/2002 Prof. Dr. med. H. Waldner, Prof. Dr. med. W. Kellermann
und Dr. med. E. Hocherl, Andsthesie und Chirurgie

Akademisches Lehrkrankenhaus Minchen-Schwabing der LMU

02/2002 - 05/2002 Prof. Dr. med. G. Steinbeck, Inneren Medizin
Medizinische Kiinik |, Klinikum GroRhadern der LMU Miinchen
10/2001 - 02/2002 Prof. Dr. med. H.-J. Méller, Psychiatrie und Psychotherapie,

Klinik fir Psychiatrie und Psychotherapie der LMU Minchen

Famulaturen innerhalb des Medizinstudiums:

09/2000 - 10/2000 Prof. Dr. med. G. Steinbeck, Inneren Medizin

Medizinische Klinik I, Klinikum GroRBhadern der LMU Minchen
08/1999 - 09/1999 Prof. Dr. med. J. M. Revuelta, Herz- und Gefallchirurgie

.Hospital Universitario Marqués de Valdecilla®, Santander, Spanien
03/1999 - 04/1999 Dr. med. M. Tymiec, Allgemeinérztliche Praxis

und &rztlicher Notdienst der KV Minchen
02/1998 - 03/1998 Prof. Dr. med. G. Steinbeck, Innere Medizin

Medizinische Klinik |, Klinikum GroRRhadern der LMU Minchen




Medizinische Hochschulausbildung:

10/2002 Dritter Abschnitt der Arztlichen Priifung und Studienabschluss
09/2001 Zweiter Abschnitt der Arztlichen Prifung

09/1998 Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung

09/1997 Arztliche Vorprifung

10/1994 Beginn des Studiums der Humanmedizin

an der Ludwig-Maximilians-Universitat in Miinchen

Schulausbildung und Zivildienst:

10/1992 - 05/1994 Arbeiter-Samariter-Bund mit Sanitatsausbildung in Warzburg
09/1983 - 07/1992 Matthias-Grinewald-Gymnasium in Wirzburg
09/1979 - 07/1983 Volksschule Heuchelhof in Wirzburg

Berufliche Nebentitigkeiten:
Unternehmensberatung Prof. Simon, Kucher & Partners in Bonn
Assistenz in der Praxis fur Innere Medizin und Kardiologie, Dr. med. M. Linke in Miinchen

Assistenz im Arztlichen Notdienst der KV Miinchen, Dr. med. M. Tymiec
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