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1. Einleitung
1.1 Transplantatvaskulopathie (TVP)

Nach wie vor ist fir Patienten mit Herzversagen im Endstadium eine
Herztransplantation die Methode der Wahl, um ihre Gesundheit und das Leben
aufrechtzuerhalten. Verbesserungen der Immunsuppression, Eingriffe in akute
AbstoRungsreaktionen und opportunistische Infektionen haben die Uberlebensrate
und —zeit der transplantierten Patienten zwar gesteigert. Doch im Zuge dieser
Verbesserungen trat und tritt ein neues Problem auf, welches das Langzeit-
Uberleben limitiert: Mittlerweile ist die Transplantat-assoziierte Arteriosklerose der
Hauptgrund fur das Ableben von herztransplantierten Patienten (Hosenpud et al.,
1998). In 6-18 % der Transplantatempfanger sind nach einem Jahr
koronarangiografisch arteriosklerotische Veranderungen nachzuweisen, nach funf
Jahren sind sogar 50 % betroffen (Kerber et al., 1995; Mehra et al., 1995).

Letztlich ist bis jetzt die einzige vollstandige Therapiemdglichkeit eine neuerliche
Transplantation. Daher ist es von gro3em Interesse, die genauen Mechanismen
zu kennen, die letztlich zu einer Organdysfunktion fuhren. Nur so konnen neue
Therapieformen entwickelt und die Lebensdauer des Ubertragenen Organs

betrachtlich gesteigert werden.

1.1.1 Rolle von Ischamie/Reperfusionsschaden bei der Entwicklung einer
Transplantat-assoziierten Atherogenese

Die Transplantatvaskulopathie (TVP) auldert sich als eine spezielle und rasch
fortschreitende Form der koronaren Herzerkrankung, bei der intramurale und
epikardiale Koronararterien und —venen betroffen sind. Die Ursachen fur diese
Gefallerkrankung sind sehr vielfaltig: Die immunologische Antwort des
Empfangers auf die Organubertragung, Ischamie-Reperfusionsschaden, virale
Infektionen, Immunsuppressiva und ,klassische® Faktoren wie Hyperlipiddmie und
Bluthochdruck werden in diesem Zusammenhang genannt (Weis und von Scheidt,
1997).
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Der globale Ischamie- und Reperfusionsschaden des Myokards spielt in der
frGhen postoperativen Organdysfunktion eine wichtige Rolle.

Dabei treten im Herzgewebe viele Reaktionen zutage, die von allgemeinen
Entzindungsprozessen bekannt sind. So kommt es zu einer Freisetzung von
freien Sauerstoffradikalen, Zytokinen und anderen inflammatorischen Mediatoren,
die sowohl neutrophile Zellen wie auch das Endothel der Herzkranzgefalie
aktivieren konnen. Letztlich werden Neutrophile rekrutiert, die in das Myokard
migrieren und dort direkt in Interaktion mit Myozyten treten. Der
Reperfusionsschaden auflert sich typischerweise in einer Beeintrachtigung der
Mikrozirkulation, Durchblutungsstérungen des betroffenen Organs, Myokardinfarkt,
Apoptose und endothelialer Dysfunktion (Jordan et al., 1999).

Vor allem eine Funktionsstorung der Endothelzellen stellt auch ein frih
auftretendes und unter Umstanden reversibles Phanomen in der Entwicklung der
nativen und Transplantat-assoziierten Atherogenese dar (Drexler et al., 1994;
Schachinger et al., 2000).

1.1.2 Endothelfunktion und Transplantatvaskulopathie

Die Integritat der Endothelzellen ist die wichtigste Voraussetzung fir eine
physiologische Funktion der Gefalle. Das Endothel reguliert bedarfsgerecht den
Vasotonus, vermindert Thrombusformation sowie die Adhasion der zirkulierenden
Leukozyten und vermindert die Proliferation glatter GefaBRmuskelzellen (Zeiher et
al., 1991).

Im gesunden Herzen wird NO durch eine endotheliale und konstitutiv exprimierte
NO-Synthase (ecNOS) aus L-Arginin und Sauerstoff gebildet. NO bindet an die
|6sliche Guanylatzyklase (sGC), die wiederum aus Guanosin-Triphosphat (GTP)
zyklisches  Guanosin-Monophosphat (cGMP) herstellt. cGMP  aktiviert
Proteinkinase G, was letztlich Uber eine Phosphorylierungskette zu einer Senkung
des intrazelluldren Ca®*-Spiegels und damit zur Vasodilatation fiihrt (Schulz und
Triggle, 1994). Den Gegenspieler stellt das Endothelin-System dar, das
rezeptorvermittelt (ETao und ETg-Rezeptoren) uber eine Poteinkinase zu einer
Anhebung des Ca®*-Spiegels und damit zu einer GefaRkonstriktion fiihrt.

Unter pathologischen Bedingungen fuhrt die Interaktion zwischen Endothelzellen,

Leukozyten und glatten GefalRmuskelzellen zu einer Aktivierung unterschiedlicher
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inflammatorischer Mediatoren. Dazu gehoéren IL-1B, IL-6, TNF-o ebenso wie
Wachstumsfaktoren, Adhasionsmolekile und vasoaktive Substanzen wie
Endothelin und NO. Durch die Aktivierung der induzierbaren NO-Synthase (iNOS)
werden grof3e Mengen NO sowohl in Kardiomyozyten als auch in eingewanderten
neutrophilen Granulozyten/mononukledren Zellen gebildet. Zusatzlich entsteht in
betrachtlichem Ausmall Superoxid (O."), welches sehr rasch mit NO zu
Peroxynitrit (ONOO-) reagieren kann.

Untersuchungen haben gezeigt, dass endothelial produziertes NO vasoprotektiv
ist, wohingegen eine durch die INOS gesteigerte NO-Produktion zu
Vasomotionsstorungen beitragen kann. Die Aktivierung der genannten Mediatoren
begunstigen eine Endothelschadigung, einen erhdhten Vasokonstriktortonus
sowie Thrombusformation und Proliferation der glatten Gefallmuskelzellen
(Duquesnoy und Demetris, 1995; Rabinovitch et al., 1995; Russel et al., 1995;
Treasure und Alexander, 1995).

Auf der Basis dieser Fruhveranderungen konnen wiederkehrende immunologische
und inflammatorische Schadigungsprozesse zur Verminderung der
Endothelfunktion beitragen und so die Entwicklung einer manifesten TVP
begunstigen (Davis et al., 1996). Abb. 1 zeigt einige potenzielle Mechanismen der

endothelialen Funktionsstérungen.



1. Einleitung 4
Thrombozyten % neutrophile
i i d Scherkrifte Granulozyten
::;?"I?r:e"s'" ' ‘é“ Ach mononukleédre
Thrombin \ ATP Zellen
HDL, LDL = Histamin L
= Thrombin Adha5|<3ns-
molekiile
l« GF L-Arg
(o] Y
!
\_}¢| \\( \ L Arg £ SNOS N, v
-Arg
m ET |1 (_/NO»
sGC
A cGMP f \GTP )\02'K

Q’LL@§

—> ONOO-

v

glatte l Q
Muskelzellen ET-Rezeptor- l IIR
Ca?* ,f Antagonisten NO TNF-a
EEE——— S 2 4 e — R
Vasokonstriktion ONOO- (—& NO « iNOS <« I:_L:|6IS
v Zytotoxizitat ceinp sGC GTP
Proliferation Relaxation cGMP-PK
Mitogenese Vasoplegie .
Migration “endothelial stunning” L ca?V S(_e'l‘%(gve
i -
Inhibitoren

Abb. 1: Die Abbildung zeigt einige der potenziellen Mechanismen, die zur
Entstehung einer endothelialen Funktionsstérung und Progression zur manifesten
Transplantatvaskulopathie (TVP) beitragen kénnen.

Endothelin (ET), Stickstoffmonoxid (NO) und deren Effektormolekliile bilden dabei
die Gegenspieler fiir Vasokonstriktion und —dilatation.

Therapeutische Eingriffe sind an vielen Stellen dieses Netzwerkes moglich; die im
Rahmen dieser Arbeit verwendeten Substanzen und deren mégliche Interaktionen
sind ebenfalls vermerkt.

Erlduterungen siehe Text.
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1.2 Oxidativer Stress

Unter reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) versteht man eine Gruppe von
Molekllen, die molekularen Sauerstoff enthalten, und die entsprechenden
Derivate, die in allen aeroben Zellen gebildet werden. Eine Ubermafige Produktion
von ROS und damit eine Uberlastung der endogenen antioxidativen
Abwehrmechanismen fuhrt zu einer Oxidation von biologischen Makromolekulen
wie DNA, Proteinen, Kohlenhydraten und Lipiden. Diese Vorgange werden auch
als ,oxidativer Stress” bezeichnet.

Zu den wichtigsten ROS gehoren Wasserstoffperoxid (H202), Hydroxylradikal
(OHe), Lipidperoxid (ROQe). Superoxid (0,"), Stickstoffmonoxid (NOe) und
Peroxynitrit (ONOO-). Diese Molekule verfugen entweder uUber ein ungepaartes
Elektron und sind daher sehr reaktiv oder haben anderweitig oxidierende
Eigenschaften. Meist kommt es 2zu einer Kettenreaktion mit den
Reaktionspartnern, die zu einer Entstehung von weiteren ROS und irreparablen
Schaden in Lipiden oder Proteinen fuhrt.

Abb. 2 zeigt die wichtigsten Interaktionen und Mechanismen bei oxidativem Stress

mit Schwerpunkt auf Superoxid, NO und Peroxynitrit.
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Abb. 2: Interaktionen und Mechanismen bei oxidativem Stress

1.2.1 Rolle von NO und therapeutische Intervention

Das Gas Stickstoffmonoxid wird von Monooxygenase-Enzymen, den
Stickstoffmonoxid-Synthasen, hergestellit.

Die Enzymfamilie der Stickstoffmonoxid-Synthasen wird bei Saugern aus drei
Isoformen gebildet: die induzierbare (iINOS), neuronale (nNOS) und endotheliale
NOS (ecNOS). NOS Isoformen katalysieren als Homodimere die Oxidation von L-
Arginin zu NO und L-Citrullin in Abhangigkeit von NADPH (Griffith und Stuehr,
1995; Marletta, 1994; Masters et al., 1996). NOS Monomere bestehen aus einer
Oxidoreduktase- und einer Oxygenase-Domane. Die Reduktase-Domane ist
homolog zur Cytochrom-P450-Reduktase und enthalt Bindestellen fir NADPH,
FAD und FMN (Bredt et al., 1991; Wang et al., 1997). Die Oxygenase-Domane
besitzt Bindestellen flir das Substrat L-Arginin, die Ham prosthetische Gruppe und

Tetrahydrobiopterin (BH4). Die Bildung stabiler Homodimere bendtigt strukturelle
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Elemente in der Oxygenase-Domane und ist ein BH4-, Substrat- und Hamgruppen-
abhangiger Prozess (Ghosh et al., 1997; Klatt et al., 1996; List et al., 1997).

Bei oxidativem Stress kommt es durch die Induktion der iINOS in verschiedenen
Zelltypen zu einer stark erhéhten Produktion von NO. Nach dem entsprechenden
Stimulus (wie z.B. LPS, TNF-a, Interleukine, Ischamie) kénnen folgende Zelltypen
im Herzen iINOS exprimieren: Kardiomyozyten, mikrovaskulares Endothel,
endokardiale Endothelzellen, glatte GefalRmuskelzellen, bestimmte
inflammatorische Zellen wie Makrophagen und Neutrophile (Kelly et al., 1996).

Wie in Abb. 2 gezeigt, hat NO neben seiner vasodilatatorischen Eigenschaft

zahlreiche Reaktionsmaglichkeiten, um auf vielfaltige Weise zytotoxisch zu wirken.

Um unter inflammatorischen Bedingungen die Uberproduktion von NO zu
verhindern, werden schon lange alternative Substrate der iINOS eingesetzt, die
anstelle von L-Arginin binden, aber nicht zu NO umgesetzt werden. Die
Entwicklung hoch selektiver und damit immer besserer iINOS Inhibitoren wird stetig
vorangetrieben. Neben verschiedenen Isothioharnstoffen, Mercaptoethylguanidin
und Aminoguanidin ist 1400W (N-(3-(Aminomethyl)benzyl)-acetamidin) eine neue
Substanz, die eine sehr hohe Selektivitat aufweist. Es wurde gezeigt, dass 1400W
mindestens 5000-(human)/1000-(Ratte)-mal selektiver fur iNOS im Vergleich zu
ecNOS ist (Garvey et al., 1997)

1.2.2 Rolle von Superoxid und therapeutische Intervention

Durch die Aufnahme eines Elektrons wird aus molekularem Sauerstoff das
Superoxidanion Oa'.

Es wird vornehmlich von Phagozyten zur Inaktivierung von Viren und Bakterien
produziert, aber auch von Leukozyten, Fibroblasten und Gefallendothelzellen
(Babior und Woodman, 1990; Dhalla et al., 2000). Die beteiligten Komplexe sind
hier vor allem das Xanthin/Xanthin-Oxidase-System und die NADPH-Oxidase.
Zudem konnen in jeder Korperzelle durch Elektronenfehlibertragungen in der
Atmungskette Sauerstoffradikale in den Mitochondrien entstehen (Nohl, 1994).

Unter  bestimmten Bedingungen  wie  Substratmangel oder  hohe
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Lipoproteinkonzentrationen kénnen NO Synthasen ebenfalls Superoxid generieren

(Darley-Usmar et al., 1992; Xia et al., 1996; Xia und Zweier, 1997)

Der Organismus besitzt drei wichtige antioxidative Enzymsysteme, die Superoxid

entfernen.

e Superoxiddismutase (SOD) existiert als zytosolische (Cu-Zn SOD),
mitochondriale (MnSOD) und sezernierte oder extrazellulare Form (ECSOD)
(Squadrito und Pryor, 1998; Stralin et al., 1995). Sie dismutiert Superoxid zu
Wasserstoffperoxid und Sauerstoff:

20" +2H - H0,+ 0Oy

o Katalase ist an Peroxysomen assoziiert und hydrolisiert das zytotoxische
Wasserstoffperoxid zu Sauerstoff und Wasser:

2 Hy0, > 02+ HO

e Wasserstoffperoxid wird in groReren Mengen effektiver von der
Glutathionperoxidase umgesetzt, die vor allem im Zytoplasma zu finden ist. Sie
bildet aus reduziertem Glutathion GSH die oxidierte Form GSSG:

2 GSH + H,0, —> GSSG + 2 H,0

Eine weitere Form der ,Beseitigung“ von Superoxid ist eine Verbindung mit NO
und daraus resultierendem Peroxynitrit, das jedoch ebenfalls zytotoxische
Eigenschaften hat (vgl. auch Abb. 2). Da NO-Synthasen neben NO unter
bestimmten Bedingungen (s.0.) auch Superoxid bilden kdénnen, werden sie
mitunter auch als ,Peroxynitrit-Synthasen“ bezeichnet (Patel et al., 1999).

Die Verbindung von Superoxid und NO zu Peroxynitrit erfolgt sehr rasch (6,7 x 10°
M's™) und ist damit etwa 3-mal schneller als die Reaktionsrate von Superoxid mit
SOD (Thomson et al., 1995).

Aus diesem Grund bietet es sich an, unter inflammatorischen Bedingungen und
damit einhergehend einer starken ROS-Produktion exogen SOD zuzufuhren, um
einerseits vorhandene Superoxid-Radikale zu beseitigen und andererseits damit
die Bildung von Peroxynitrit zu verhindern. Polyethylenglykol-gekoppelte SOD
(PEG-SOD) hat eine groRRere Halbwertszeit im Plasma und wird von den Zellen
besser aufgenommen. Es wurde unter anderem gezeigt, dass PEG-SOD gegen

myokardialen I/R Schaden protektiv wirkt (Tamura et al., 1988).
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1.3 Matrixmetalloproteinasen

Matrixmetalloproteinasen  bilden  eine  Familie aus  Zink-abhangigen
Endopeptidasen, die eine hohe Affinitat zu extrazellularen Matrixbestandteilen
aufweisen. Daher haben sie einen fundamentalen Einfluss auf
Umstrukturierungsprozesse im Gewebe (Dollery et al., 1995; Galis et al., 1994).
Die fur einen funktionierenden Kreislauf erforderliche intakte GefalRwand ist bei
Arteriosklerose pathologisch verandert. Bis zu 60 % eines atherosklerotischen
Plaque bestehen aus fibrillarem Typ-I- und Typ-llI-Kollagen (Shekhonin et al.,
1987). Diese Veranderungen der vaskularen Extrazellularmatrix sind das Ergebnis
der Bilanz von Kollagensynthese und —degradation durch verschiedene MMPs.
Sie werden in einer latenten Form synthetisiert (Zymogen oder pro-MMP) und
unterliegen zwei Moglichkeiten der Aktivierung. Entweder wird durch Spaltung der
Zink-Cystein-Bindung die katalytische Seite exponiert und das Enzym
anschlie3end proteolytisch aktiviert (Birkedal-Hansen, 1995) oder es erfolgt eine
Anderung der Konformation unter Beibehaltung des Molekulargewichtes durch
oxidative Einflisse (Okamoto et al., 1997; Tyagi et al., 1993).

Abb. 3 zeigt die allgemeine Struktur des MMP Zymogens.

Signal- Extrazellulare
peptid Zn?t Bindedomane
A
‘ | ~ ~

- Propeptid m= Katalytische Domane m= C-terminale Domane

Abb. 3: Allgemeine Struktur des MMP-Zymogens. Die MMP-Propeptid-Sequenz
enthélt ein kleines Signalpeptid, das neu synthetisierte MMPs zur Zellmembran
leitet, wo sie in den extrazelluldren Raum sekretiert werden. Das Propeptid enthéalt
eine hoch konservierte Aminosduresequenz, welche die enzymatische Latenz
aufrechterhélt. Die katalytische Doméne enthélt drei Histidine, die das Zink-lon
binden, das fiir die proteolytische Aktivitdt notwendig ist. Die C-terminale Domé&ne
ist flir jede MMP-Spezies einzigartig, da sie die extrazelluldren Bindestellen enthélt
und so die Spezifitdt des Enzyms bestimmt (verdndert nach (Nagase and Okada,
1997)).
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MMPs werden sowohl pra- als auch posttranskriptionell reguliert. Desweiteren
kann die Regulation auch Uber eine Substratinteraktion oder endogene
physiologische Inhibitoren (TIMPs; Tissue Inhibitor of Metalloproteinases) erfolgen
(Dollery et al., 1995; Vincenti et al., 1996).

Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht der in dieser Arbeit behandelten MMPs.

MMP Herkémmliche Substrate Aktivatoren  Inhibitoren Induktoren ~ Vorkommen in
Bezeichnung und (neben Zellen/Gewebe
Molekulargewicht EDTA)

MMP-2 Gelatinase A Gelatine MT-MMP TIMP-1 TGFR Ubiquitar

Laminin TIMP-2
Zymogen 72 kDa Collagen I, IV, V, VII TIMP-3
aktives Enzym 62 kDa  Fibronektin TIMP-4
Elastin
MMP-9 Gelatinase B Gelatine Plasmin TIMP-1 TGFR Weille
Proteoglykane MMP-2 TIMP-2 TNFa Blutkérperchen
Zymogen 92 kDa Collagen IV, V, VII TIMP-3 IL-1R Osteoklasten
aktives Enzym 84 kDa  Fibronektin TIMP-4 LPS Trophoblasten
Elastin Tetrazyklin Phorbol
EGF
Ischdmie

Tab. 1: Eigenschaften von MMP-2 und MMP-9
MT-MMP=membrangebundenes MMP; TIMP="Tissue Inhibitor of Metallo-
proteinases®; TGFR="transforming growth factor B*; TNFa=Tumor-Nekrose-Faktor

a; IL-1B=Interleukin-1 3; LPS=Lipopolysaccharid; EGF="epithelial growth factor”

Die Metalloproteinasen MMP-2 und MMP-9 wurden in endokardialen und
subendokardialen Schichten und im interstitiellen Gewebe nachgewiesen (Tyagi et
al., 1993). Beide spielen eine wichtige Rolle bei der Degradation von Kollagen Typ
IV, das einen Hauptbestandteil der Basalmembran darstellt, und damit beim
GefalR-“Remodeling®, bei der Stabilitat atherosklerotischer Plaques und bei
myokardialer Ischamie/Reperfusion (I/R) (Danielsen et al., 1998; Dollery et al.,
1995; Rajagopalan et al., 1996; Takahashi et al., 1990).
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Es wurde gezeigt, dass Oxidantien wie Superoxid, NO und Peroxynitrit MMPs
aktivieren konnen (Okamoto et al., 1997; Rajagopalan et al., 1996; Siwik et al.,
2001)

Die MMP Aktivitat im Herzgewebe kann sich innerhalb von Sekunden bis Minuten
andern und sie tragen zu akuter myokardialer Dysfunktion bei, wie kurzlich an I/R-

geschadigtem Myokard gezeigt (Cheung et al., 2000).

Aulerdem besteht die Mdglichkeit, dass die Enzyme Signaltransduktionswege in
der Zelle stimulieren, noch bevor es zu einer Veranderung der Kollagenmatrix
kommt (Cleutjens, 1996). So konnten Sawicki und Kollegen zeigen, dass MMP-
vermittelte Thrombozytenaggregation zu einer raschen Translokation innerhalb
weniger Sekunden und Freisetzung des Enzyms aus humanen Thrombozyten
fuhrt (Sawicki et al., 1997; Sawicki et al., 1998).
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1.4 Zielsetzung

Die endotheliale Dysfunktion der Koronargefale stellt einen frihen Prozess in der
Transplantat-assoziierten Atherogenese dar.

Der Einfluss von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) bei der Entstehung der
endothelialen Dysfunktion im Rahmen des Ischamie/Reperfusions (I/R)-Schadens
ist bereits gut untersucht, jedoch ist in diesem Zusammenhang Uber die Rolle der
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) als einem potenten Effektorsystem der ROS

wenig bekannt.

Um Erkenntnisse Uber den Einfluss von MMPs auf die endotheliale Dysfunktion
nach I/R zu gewinnen, wurde in einem Rattenmodell fir I/R-Schaden nach
allogener Herztransplantation der oxidative Stress durch Modulation des

Stickstoffmonoxid-/Superoxid-Systems verringert durch:

a) die selektive Inhibierung der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS)
durch den synthetischen Inhibitor 1400W

und/oder
b) die kontinuierliche Gabe von Superoxiddismutase (SOD)

und die Auswirkungen dieser Therapieformen auf die Aktivitat zweier
extrazellularer Matrixproteine (MMP-2 und MMP-9) und die Kkoronare

Vasomotorfunktion untersucht.
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2. Methoden

Sofern nicht anders angegeben, wurden samtliche Chemikalien von der Firma

Sigma bezogen.

2.1 Wahl des Tiermodells zur in vivo Untersuchung des I/R-

Schadens

Zur Untersuchung der koronaren endothelialen Dysfunktion 24 Stunden nach
Herztransplantation wurde ein allogenes heterotopes Rattenmodell gewanhlt.
Brown Norway Ratten fungierten als Spender des Organs, das in Lewis Ratten
heterotop Ubertragen wurde. Dieses Modell ist ein chronisches AbstoRungsmodell,
wobei immunologische Reaktionen erst 5-7 Tage nach Transplantation auftreten
(Jiang et al., 2002). Daher eignet sich dieses in-vivo-Modell, um reine |/R-Effekte
nach Transplantation zu untersuchen. Da immunologische Effekte flr unseren
Untersuchungsrahmen von 24 Stunden ausgeschlossen werden kdnnen, war eine

Immunsuppression nicht notwendig.

2.2 Experimentelles Protokoll

Mannliche Lewis- (250-350 g) und Brown-Norway-Ratten (200-300 g) wurden von
der Firma Charles River bezogen und nach den nationalen Richtlinien zur
Tierhaltung untergebracht. Die  Tiere erhielten  Trinkwasser  und

Standardtrockenfutter ohne Einschrankung.

Die Empfangertiere wurden in folgende Gruppen randomisiert:
l. Nicht transplantiert
Il. Kontrolle: physiologische Kochsalzlosung 0,5 ml/Tag s.c.
Il. selektive iINOS Inhibition: 1400 W
(A) 0,2 mg/kg/Tag s.c. (0,1 mg/kg b.i.d. s.c.)
(B) 1,0 mg/kg/Tag s.c. (0,5 mg/kg b.i.d. s.c.)
(C) 2,0 mg/kg/Tag s.c. (1,0 mg/kg b.i.d. s.c.)
V. SOD: Dem Spendertier wurde 30 min vor Explantation eine Dosis von 1000
U/kg i.v. verabreicht. Das Empfangertier erhielt nach Reperfusion einmalig
(A) 10 U/kg/Tag s.c.
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(B) 100 U/kg/Tag s.c.
(C) 1000 U/kg/Tag s.c.
V. Kombinationstherapie 1400W + SOD

1400W 2,0 mg/kg/Tag s.c. (1,0 mg/kg b.i.d. s.c.)
SOD 1000 U/kg/Tag s.c.

Nach 24 Stunden Uberlebenszeit nach Transplantation und Therapie wurden die
Tiere getotet und das transplantierte Herz zu weiteren Untersuchungen
verwendet. In der nicht transplantierten Gruppe wurde gesunden Brown-Norway-

Ratten das Herz explantiert und zu weiteren Untersuchungen verwendet.

2.3 Therapeutische Intervention

2.3.1 Kontinuierliche selektive Modulation der iNOS durch 1400W

1400W (N-(3-(Aminomethyl)benzyl) Azetamidin) (Alexis) ist ein hoch selektiver
und fest bindender Inhibitor der induzierbaren NO Synthase in vitro und in vivo. Er
bindet kompetitiv an die Bindestelle fir das Substrat L-Arginin und verhindert so
die Bildung von NO (und Superoxid). Dabei ist 1400W mindestens 5000-
(human)/1000-(Ratte)-mal selektiver flr iINOS im Vergleich zu ecNOS (Garvey et
al., 1997)

Fiar die Dosis-Antwort-Bestimmung der endothelabhangigen CFR wurden drei
Dosierungen verwendet (siehe 2.2 Gruppe IIl.(A)-(C) ).

Garvey und Kollegen beschrieben, dass 1400W in endotoxemischen Ratten in
einer subkutanen Dosis von 0,2-5 mg/kg die durch iINOS induzierte verzégerte
Plasmadurchlassigkeit des Mikrogefal3systems verhindert (Garvey et al., 1997).
Auf dieser Beobachtung und im Vorfeld durchgefihrten Dosis-Antwort-
Bestimmungen basiert die fur weitere Untersuchungen gewahlte Dosis von 2
mg/kg/Tag (siehe 2.2 Gruppe III.(C) und V.).
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2.3.2 Dismutation von Superoxid durch exogene SOD

SOD dismutiert Superoxid zu Sauerstoff und Wasserstoffperoxid, das dann
umgehend von zellularer Katalase zu Sauerstoff und Wasser entgiftet wird.

Um eine bessere Zellgangigkeit der exogen applizierten Superoxiddismutase zu
erreichen, wird ausschliel3lich an Polyethylenglykol gekoppelte SOD verwendet
(PEG-SOD, Sigma).

In der Literatur ist ein weites Dosisspektrum fur den Einsatz von SOD in vivo
beschrieben (500-10000 U/kg/Tag).

Muagge et al. untersuchten den Einfluss der SOD auf die Endothelfunktion bei
arteriosklerotischen Kaninchen und konnten bei ihrer gewahlten Dosis von 1000
U/kg/Tag einen protektiven Effekt auf die Vasomotorik beobachten (Mugge et al.,
1991).

Die Arbeitsgruppe um Becker fand Hinweise darauf, dass schon wahrend
Ischamie vor Reperfusion signifikant Superoxid durch die mitochondriale

Elektronentransportkette gebildet wird (Becker et al., 1999).

Aus diesem Grund wurde dem Spender 30 Minuten vor Explantation des Herzens
PEG-SOD (1000 U/kg) intraven6s gegeben. Fur die Dosis-Antwort-Bestimmung
der endothelabhangigen CFR wurden drei Dosierungen fur den Empfanger
verwendet (siehe 2.2 Gruppe IV.(A)-(C) ).

Far ausfuhrlichere Untersuchungen wurde auf Grund der Dosis-Antwort-
Bestimmungen und genannter Publikationen die Dosierung 1000 U/kg gewahlt
(siehe 2.2 Gruppe III.(C) und V.).

In  der Kontrollgruppe wurde nach der Transplantation physiologische

Kochsalzlésung (0,5 ml/Tag) injiziert.
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2.4 Heterotope Herztransplantation - Etablierung der

Transplantationstechnik

Die Herzen wurden in Anlehnung an das Protokoll von Ono und Lindsey (Ono und
Lindsey, 1969) heterotop intraabdominal in einem allogenen Modell transplantiert
(Brown-Norway- auf Lewis-Ratten).

Dieses heterotope Transplantationsmodell wurde gewahlt, um ein in-vivo-Modell
fur Ischamie/Reperfusion etablieren zu koénnen. Da erst nach 5-7 Tagen
chronische Abstof3ung auftritt werden somit reine I/R-Effekte untersucht (Jiang et
al., 2002).

Ein ex-vivo-Modell wie die Perfusion des Organs am Langendorff-Apparat mit
physiologischen Nahrldsungen hatte den Nachteil, dass der Einfluss zellularer

Blutbestandteile auf den I/R-Schaden nicht bertcksichtigt wirde.

2.4.1 Anasthesie

Es hat sich gezeigt, dass fur die Experimente Diethylether keine geeignete
Substanz zur Einleitung der Narkose ist. Besonders der Rattenstamm der
Spendertiere (Brown Norway) reagiert aulderst empfindlich auf Diethylether, was
eine Beeintrachtigung der Herzfunktion nach sich zieht.

Zunachst haben wir ausschliellich mit Ketamin (90 mg/kg) und Xylazin (5 mg/kg)
anasthesiert, wie vielfach in der Literatur beschrieben. Dies fuhrte aber zu keiner
ausreichend tiefen Narkose. Die Tiere waren so wahrscheinlich nicht vollig
schmerzfrei und erholten sich sehr schlecht von dem Eingriff.

Daher testeten wir verschieden Dosen Pentobarbital in Kombination mit Ketamin
und Xylazin. Es hat sich gezeigt, dass bereits eine Dosis von 10 mg/kg in der
Kombinationsnarkose ausreicht, um die Versuchstiere fur etwa drei Stunden
hinreichend zu betduben.

Daher wurde von uns im folgenden ausschliel3lich eine Kombination aus Ketamin,
Xylazin und Pentobarbital verwendet (90 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg).

Ketamin und Xylazin kénnen als Mischung injiziert werden, eine Beifligung von
Pentobarbital wirde zu einer unerwlnschten  Komplexbildung der
Einzelsubstanzen flihren. Die Injektion erfolgt mit langsamer Geschwindigkeit

subkutan im Halsbereich.
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2.4.2 Praparation des Empfangers

Das Abdomen wird vom Sternum abwarts median bis zum Ende der Blase
eroffnet, um ein ausreichend groRes Praparationsfeld mit guter Sicht der Gefalde
zu erhalten (Aorta, V. cava inferior, Vv. renales, A. renalis, Vv. lumbales). Kleinere
Blutungen wurden elektrisch koaguliert.

Kolon und lleum werden vorsichtig vom Magen gelost, Bindegewebsmembranen
des lleums und des Kolons mit der Abdominalaorta durchtrennt, um den Darm aus
der Bauchhohle verlagern zu kdnnen und ein gutes Blickfeld zu gestalten. Der
Darm wird in Gaze gehlllt, die regelmaRig mit warmem Wasser betraufelt wird, um
ein Austrocknen und Auskuhlen des Gedarms zu vermeiden.

Hierbei l1alt sich die Narkose sehr gut Uber das Atmungsverhalten des Tieres
uberprifen. Zu geringe Analgesie fuhrt wahrend dieser Praparationsarbeiten
schnell zum Atemstillstand.

Mit Hilfe eines Wattestdbchens werden nun die V. cava inferior und die infrarenale
Bauchaorta von den Nierengefallen und Lumbalvenen getrennt (Vv. renales, A.
renalis, Vv. lumbales). Auf Hohe der Einmindung der V. renalis werden die Aorta
und V. cava inferior mit Hilfe einer sehr feinen gebogenen Pinzette angehoben
und vorsichtig voneinander separiert. Danach werden der proximale Teil der V.
cava inferior und beide distale Teile der V. cava inferior und Aorta mit einer
Tourniquet-Schlinge abgebunden. Dies erfolgt vor der Abzweigung der ersten

Lumbalarterie.

2.4.3 Praparation des Spenders

FUr die Spenderpraparation haben sich als Narkose 200 mg/kg Ketamin und 20
mg/kg Xylazin als sinnvoll erwiesen. Die Injektion erfolgt subkutan im Halsbereich.
Sobald das Tier narkotisiert ist, werden 500 Einheiten Heparin zur Antikoagulation
in die V. femoralis gespritzt.

Einige Minuten spater wird der Thorax erdffnet und das Sternum mit Rippen
kopfwarts gelegt. Das noch schlagende Herz wird umgehend mit Eis und kalter
physiologischer Kochsalzlosung gekuhlt und die Abdominalaorta samt Vene
durchtrennt. Dann wird der Thymus abprapariert, der Uber dem Herzen und den

zu- und abfuhrenden Gefalien liegt.
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Eine gebogene Pinzette wird von links unter die A. pulmonalis und Aorta
geschoben und beide Gefalte angehoben. So wird der erste abzweigende Ast des
Aortenbogens (Truncus brachiocephalicus) sichtbar. Dieser wird sodann
durchtrennt. Mittels einer Pinzette wird das Organ am Truncus leicht aus dem
Brustkorb gehoben und mit einer feinen Schere GefalRe samt Gewebe
durchtrennt. Die A. pulmonalis und Aorta sollten so lang wie moglich belassen
werden. Das Abklemmen der Vv. pulmonales, V. cava inferior und V. cava
superior erfolgt mit Plastikwerkzeug. Dabei ist es wichtig, nicht in der Nahe des
Koronarsinus zu arbeiten. AnschlieRend werden diese GefalRe mit 3-0 oder 4-0
Seidenfaden fest abgebunden. Dann wird das herausgeloste Herz in eiskalter
physiologischer Kochsalzlosung gekuhlt und die Enden der A. pulmonalis und
Aorta sauber abgeschnitten, jedoch so lang wie moglich belassen.

Um die Variabilitat zwischen den Experimenten zu minimieren, wurde die

Ischamiezeit fir alle Transplantationen auf 60 Minuten standardisiert.

2.4.4 Heterotope Transplantation des Spenderherzens

Zunachst werden die Gefalde im Empfangertier ligiert: Eine Abzweigung der Aorta
(dorsal gelegen) wird von links ligiert. Eine Ligation von rechts wirde spater die
Anfertigung der arteriellen Anastomose storen. Der proximale Teil der Aorta wird
dann mit einer ,Bulldog“-Klemme ligiert, anschliefend das verbliebene Blut aus
dem Gefald gedrickt und die distalen Gefaldteile von Aorta und V. cava mit einer
Tourniquet-Schlinge abgebunden.

Mit Hilfe eines Diamantmessers wird ein kleiner Schnitt in den ventralen Teil der
Aorta gemacht und dieser mit einer sehr feinen Schere verlangert, bis er etwas
grolder als der Durchmesser des Spendergefalies ist. Die Arterie wird mit einem 8-
0 Prolenefaden auf beiden Seiten fixiert.

Nun erfolgt eine Spulung des Gefaldes mit physiologischer Kochsalzlosung, bis es
vollstandig blutleer ist. Das Gefalllumen wird mit einem Metallstab mit
abgerundeter Spitze Uberpruift.

Das Spenderherz wird im Bauchraum rechts positioniert, mit Eis und kalter
physiologischer Kochsalzlosung gekuhlt und die erste Anastomose angefertigt. Sie
beginnt linksseitig der Aorta, nach drei Stichen wird das Spenderherz auf die linke

Seite umgedreht und die Naht kaudal fortgefuhrt. Danach wird das Organ wieder
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auf die rechte Seite gelegt. Dabei hat es sich als unbedingt notwendig erwiesen,
nur einen hinreichend kleinen Saum des arteriellen Gewebes flir die Anastomose
zu nutzen und die Naht keinesfalls zu fest zu ziehen, um spater eine Stenose an
dieser Stelle zu vermeiden. Vor dem letzten Stich muss die Luft im Gefaly mit
physiologischer Kochsalzlésung in einer 1 ml Spritze evakuiert werden.

Bevor mit der Venenanastomose begonnen werden kann, muss ein Ast der Aorta
im Spenderherzen ligiert werden, der zum Thymus fuhrt. Bei Brown-Norway-
Ratten ist dieses Gefal} sehr stark ausgebildet und fuhrt ohne Ligatur nach der
Transplantation zu starkem Blutverlust, der den experimentellen Erfolg zunichte
macht.

Dann wird das Blut aus der V. cava inferior entfernt und auch der proximale Tell
des Gefales ligiert. Im Folgenden wird die V. cava inferior mit einem
Diamantmesser angeritzt und der Schnitt mit einer Schere verlangert, bis er etwa
1,5 mal so lang wie der Durchmesser der A. pulmonalis ist. Die Vene wird wieder
mit einem 8-0 Prolenefaden fixiert. Die Anastomose beginnt am kaudalen Ende
der V. cava inferior. Der erste Stich beginnt an der A. pulmonalis und wird an der
V. cava inferior weitergefuhrt. Der zweite Stich beginnt an der V. cava inferior von
aullen nach innen und wird so fortgeflihrt, bis der halbe GefalBumfang erreicht ist.
Dann wird eine neuer Faden verwendet, um zu starken Zug auf des Gefal3 zu
vermeiden. Diesmal wird von innen nach aul3en an der V. cava inferior genaht.
Nach Fertigstellung der Anastomosen wird zuerst die ligierte Stelle an der
proximalen Seite der V. cava inferior geldst, danach die distalen Gefalle. Sollte
Blutung zu beobachten sein, wird ein Fibrinplattchen aufgebracht und sanft auf die
Anastomosen gedriuckt. Dann wird der proximale Teil der Aorta freigegeben und
die Anastomosen flr einige Zeit leicht komprimiert. Dies hat so zu erfolgen, dass
der Blutfluss nicht unterbunden wird, wohl aber Blutung aus den Anastomosen.
Normalerweise ist eine Zeitspanne von einer Minute ausreichend. Die Erfahrung
hat gezeigt, dass sich ein Blutverlust von mehr als einem Milliliter sehr ungunstig
auf die Kondition des Tieres auswirkt. Es wirde daher aus der Versuchsreihe
ausgeschlossen.

AnschlieRend werden die Gedarme erneut mit warmem Wasser erwarmt und in

den Bauchraum zuruckgelegt.
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Nun koénnen die Therapiesubstanzen (physiologische Kochsalzlésung, 1400W,
SOD, 1400W+S0D) subkutan verabreicht werden.

Das Peritoneum und die Haut werden mit einem 3-0 Prolenefaden geschlossen
und subkutan 3 ml physiologische Kochsalzlosung (37°C) injiziert, um den
Fllssigkeitsverlust auszugleichen.

Zur Schmerzbehandlung hat sich Temgesic® (Boehringer Mannheim,

Deutschland) subkutan in einer Dosis von 0,1 mg als zufrieden stellend erwiesen.

2.5 Messung der Hamodynamik und koronaren Endothelfunktion

ex vivo am Langendorff-Apparat
Da eine in-vivo-Messung der Hamodynamik und koronaren Endothelfunktion
schwer maoglich ist, wurden die Herzen aus den Versuchtieren entnommen und ex

vivo am Langendorff-Apparat untersucht.

2.5.1 Explantation und Praparation des Herzens

Die Ratten wurden in einen Glaskasten Uberfuhrt, der mit Diethylether-benetzen
Papiertichern ausgelegt war (Diethylether von Hoechst). Sobald die Tiere tief
anasthesiert und schmerzfrei waren, erfolgte der Transfer auf einen verstellbaren
Praparationstisch.

Die Bauchhdhle wurde erdffnet und 2000 U/kg Heparin (Braun) in die untere
Hohlvene unterhalb des Zwerchfells appliziert. Dann wurde je nach Versuchstier

wie nachfolgend unter Punkt a) bzw. b) beschrieben verfahren.

a) Entnahme transplantierter Herzen aus dem Abdomen

Die Gedarme wurden aus dem Bauchraum gelegt und anschliefend die
Bauchhohle mit Eis in isotonischer Kochsalzlosung gekuhlt. Die A. pulmonalis und
Aorta des Spenderherzens wurden nahe der Anastomosen durchtrennt, das Herz

entnommen und in eiskaltem modifiziertem Krebs-Henseleit-Puffer (KH) gespdlt.

b) Entnahme nicht transplantierer Herzen aus dem Brustraum
Das Diaphragma und die Rippen seitlich links und rechts des Brustkorbes wurden
durchtrennt. Anschliellend erfolgte umgehend die Kihlung des gesamten

Brustinnenraumes durch Zugabe von Eis in isotonischer Kochsalzldsung.
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Das Herz wurde freiprapariert (Entfernung des dariberliegenden Thymus und des
Herzbeutels) und anschlieBend zlgig herausprapariert und in eiskaltem
modifiziertem Krebs-Henseleit-Puffer (KH) gespult. Anliegendes Fettgewebe

wurde entfernt.

In Tabelle 2 ist die Zusammensetzung des verwendeten Krebs-Henseleit-Puffers

gezeigt.
Salze mM
NaCl 118,0
CaCl; 2,52
KCI 4,7
MgSO4 1,64
NaHCO3; 24,88
KH2PO4 1,18
Glukose 5,55
Natrium-Pyruvat 2,0

Tab. 2: Zusammensetzung Krebs-Henseleit-Puffer (KH), modifiziert

2.5.2 Grundsatzliches zur retrograden Perfusion nach Langendorff unter
Konstant-Druck Bedingung

Diese Methode erlaubt die Untersuchung physiologischer Parameter unter
Beobachtung von Hamodynamik und Koronarfluss an isoliert perfundierten
Herzen. Das Organ wird nach Praparation aus dem Versuchstier Uber den
Aortenstumpf retrograd mit einer kiunstlichen physiologischen Nahrlosung (z. B.
Krebs-Henseleit-Puffer) perfundiert. Dabei schlagt der linke Ventrikel leer, es
werden lediglich die Koronarien, der rechte Vorhof und die rechte Hauptkammer
mit Puffer durchspult.

Diese Methode 1aRt sich sowohl wunter konstanten Fluss- als auch
Druckbedingungen durchfihren. Wir verwendeten bei den Experimenten einen
konstanten Druck von 70 mmHg und erfassten mit den Messgeraten die

Anderungen des Koronarflusses.
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2.5.3 Technischer Aufbau und Funktionseinheiten des Langendorff-
Apparates

Die Versuchsapparatur wurde im Rahmen dieser Arbeit aus Bausteinen der Firma
Hugo Sachs Elektronik (March-Hugstetten) zusammengestellt und ein Protokoll fur
die Versuchsanforderungen erarbeitet.

Der verwendete Aufbau ist in Abb. 4 schematisch dargestellt und besteht aus

folgenden Teilen:

Der Oxygenator ist ein geschlossenes System, dessen Druck im Inneren den
Perfusionsdruck fiur das Herz reprasentiert. Der Innenteil des temperierbaren
doppelwandigen Glasgefalles ist kugelig ausgebuchtet, wodurch eine grolde
Oberflache entsteht. Das Gasgemisch Carbogen (95 % O2/5 % CO) wird im
unteren Bereich des Oxygenators eingeleitet und verlasst ihn durch ein Réhrchen
im Schleuderscheiben-Modul auf der Oberseite via eines Gottlieb-Ventils
(Uberdruck-Ventil-Tauchrohr). Die Oxygenierung wird in diesem System nicht
mittels Gasdurchperlung erzeugt, sondern ahnlich wie im Scheibenoxygenator
einer Herz-Lungen-Maschine durch einen dunnen Flussigkeitsfilm auf einer

grolien Oberflache.

Der Gasdruck im System wird mittels eines Gottlieb’schen Ventiles manuell
eingestellt, indem ein verschiebbares Eintauch-Rohr mehr oder weniger tief in

Wasser eingetaucht wird.

Der FlUssigkeitspegel und damit die Menge des Perfusates im Oxygenator wird
mittels einer Niveauelektrode und eines elektronischen Reglers (LLC) in
Verbindung mit einer Pumpe auf konstantem Niveau gehalten. Das Perfusat wird
von oben in den Oxygenator eingepumpt und trifit dort auf die rotierende
Schleuderscheibe, so dass es fein verteilt wird und an der Innenwandung als
dinner Film nach unten fliel3t. Dabei erwarmt es sich und wird mit Sauerstoff

gesattigt.

Das oxygenierte Perfusat wird durch einen Warmeblock geleitet und Uber die

Aortenkanlle dem Herzen zugefuhrt. Ein Blasenfalle, direkt vor der Aortenkantle
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plaziert, fangt eventuell im Perfusat vorhandene Gasblaschen ab, bevor sie in die
Koronargefalte gelangen kénnen.
Hier befindet sich auch der Anschluss fur einen Druckaufnehmer (ISOTEC) fur die

Messung des tatsachlichen Perfusionsdruckes.

Der Koronarfluss wird aus der Ein- und Auszeit der Pumpe und deren Forderrate

errechnet.

Die Apparatur zur isovolumetrischen Messung des Herzinnendruckes (,LVP®)
besteht aus einem ISOTEC Druckaufnehmer mit Metallkatheter und Latexballon,
Dreiwegehahn und Spindelspritze. Der Latexballon wird Uber den Metallkatheter
im linken Ventrikel des Herzens platziert. Der Druckabnehmer selbst ist mittels
eines Hohenfeintriebes vertikal verschiebbar, so dass sich die Hohenlage des
Ballons im Ventrikel gut justieren lasst. Mit Hilfe der Spindelspritze wird der

diastolische Vordruck eingestellt (bei Ratten tblicherweise 12 mmHg).

Die Herzkammer (Organbad) besteht aus einem temperierten doppelwandigen
Glasgefal® und kann von unten Uber das montierte Herz geschoben werden, um

die konstante Benetzung des Organs mit Perfusat zu gewahrleisten.
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Abb. 4: Schematische Darstellung der verwendeten Langendorff-Apparatur
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2.5.4 Fixierung des Organs am Langendorff-Apparat

Die Aorta wurde an der Aortenkandle fixiert und das Organ an die Langendorff-
Apparatur transferiert. Dazu wird der Perfusionsdruck kurzzeitig auf 0 mmHg
reduziert, um Schaden am Organ wahrend des Anbringens der Aortenkanule am
Gerat zu vermeiden.

Danach erfolgte die sofortige Einstellung des Perfusionsdruckes auf 70 mmHg und
retrograde Perfusion mit KH-Puffer bei 37°C. Hierdurch nimmt das Organ sofort
seine Funktion wieder auf und beginnt zu kontrahieren. Der Puffer wurde mittels
eines 80 um Filters von ungeldsten Bestandteilen befreit und mit Carbogen (95 %
02/5 % CO,) begast.

Mit Hilfe des Organbades wird das Herz optimal temperiert und kann submers, in
eingetauchtem Zustand arbeiten.

Die Herzen schlugen zunachst mit einer Spontanfrequenz und wurden
gegebenenfalls elektrisch auf 300 bpm stimuliert.

Ein mit einem Druckabnehmer gekoppelter Latexballon wurde durch den linken
Vorhof eingefuhrt und in der linken Hauptkammer positioniert. Somit konnten
kontinuierlich die Herzrate, der linksventrikuldare Druck, der linksventrikulare
enddiastolische Druck, max. +/- dP/dt und linksventrikular entwickelter Druck
gemessen werden. Das Ballonvolumen wurde bei jedem Versuch auf einen
initialen enddiastolischen Druck von 12 mmHg eingestellt. Der Koronarfluss wurde
kontinuierlich durch Berechnung der Ein- und Auszeit der Pumpe und deren

Forderrate errechnet.

2.5.5 Bestimmung der koronaren Vasomotorik

In Anlehnung an Veréffentlichungen von Ali, Whitman, Sitniewska (SNP), Fulton,
Danser, Davidson, Veronneau (Indomethazin), Pearl (Bradykinin) und eigene
Vorarbeiten wurde das in Abb. 5 gezeigte Schema zur Bestimmung der
Vasomotorik erstellt (Ali et al.,, 1998; Danser et al, 1998; Davidson und
Eldemerdash, 1990; Fulton et al., 1996; Pearl et al., 1994; Sitniewska et al., 2000;
Veronneau et al., 1997; Whitman et al., 1997).

Fur die vasoaktiven Substanzen wurde in Vorversuchen die geeignete Dosis zur

Erzielung maximaler Effekte ermittelt.
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Indomethazin

SNP Indomethazin 10 uM
200 uM 10 uM Bradykinin
Stabilisierung 1M
1,5 min 20 min 10 min 1,5 min

Abb. 5: Zeitschema zur Bestimmung der endothelunabhéngigen und —abhéngigen
Vasomotorik am Langendorff-Apparat. Die Pharmaka wurden in KH Puffer gelést
und Uber die Perfusatzuleitung fiir die angegebene Zeitspanne infundiert.

SNP: Natrium-Nitroprussid

Zur Bestimmung der endothel-unabhangigen Vasomotorik wurde fur 1,5 Minuten
Natrium-Nitroprussid (200 uM) infundiert und die maximale Koronargefal3dilatation
bestimmt. Natrium-Nitroprussid wirkt durch spontane chemische Spaltung der
Ausgangssubstanz als NO-Donor und kann so direkt an der glatten
Gefalmuskulatur angreifen.

Danach erfolgte eine 20 minutige Stabilisierungsphase. Dann wurde fur 10
Minuten Indomethazin (10 uM) (Blockierung der Zyklooxygenase) und fur 1,5
Minuten Indomethazin und Bradykinin (1 pM) infundiert, um die endothel-
abhangige Vasomotorik zu ermitteln. Bradykinin wirkt rezeptorvermittelt an den
Endothelzellen und stimuliert diese zur NO-Freisetzung Uber die endotheliale NO-
Synthase. Eine Teilwirkung durch EDHF kann jedoch nicht ausgeschlossen
werden.

Abb. 6 zeigt stellvertretend den Zeitverlauf des Koronarflusses unter Einfluss der

verwendeten Substanzen zur Bestimmung der Vasomotorik.
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Abb. 6: Zeitverlauf des Koronarflusses in Abhéngigkeit von der Infusion
vasoaktiver Substanzen. SNP: Natrium-Nitroprussid; Indo: Indomethazin; Brady:

Bradykinin

2.6 Gewebegewinnung und -aufbewahrung

Nach Beendigung des Experimentes wurden die Vorhofe und der rechte Ventrikel
entfernt. Aus dem linken Ventrikel wurden zwei 2 mm dicke Ringe und 100 mg
Portionen geschnitten und entweder in flissigem Stickstoff gefroren und bis zur
weiteren Verarbeitung bei —80°C gelagert oder in 4%igem, gepufferten Formalin
(Fischer) Uber Nacht fixiert, Uber eine aufsteigende Alkoholreihe dehydriert und in

Paraffin eingebettet.

2.7 Nachweis von iNOS Protein mittels Western Blot

Vorversuche hatten gezeigt, dass NO-Synthasen, insbesondere iINOS, im
Herzgewebe von Ratten nur schwer im Western Blot nachweisbar sind. Trotz der
hohen Sensitivitat der Methode ist unter normalen Aufbereitungsbedingungen des
Gewebes kein zufrieden stellendes Signal detektierbar.

Aus diesem Grund haben wir das Gewebehomogenat im Vorfeld einer

Aufreinigung unterzogen, bei der NADP’-abhangige Dehydrogenasen
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angereichert werden (NO-Synthasen enthalten in ihrer Reduktase-Domane eine
NADPH-Einheit). Auf diese Weise koénnen im Western Blot aussagekraftige

Signale fur das iINOS Protein erzielt werden.

2.7.1 Anreicherung der NO-Synthasen mittels 2’5 ADP-Sepharose 4B

Die Sepharose (Amersham Pharmacia) wurde gemafl den Herstellerangaben
vorbereitet und in Homogenisierpuffer (0,1 mM EDTA, 0,5 M DTT, 10 pg/ml
Leupeptin, 25 ug/ml Phosphoramidon, 100 pug/ml Aprotinin in 50 mM Tris pH 7,5)
bei 4 °C gelagert.

100 mg Herzgewebe wurde in 1 ml Puffer auf Eis homogenisiert (Polytron PT
1200, Kinematika, Schweiz) und die Proteinkonzentration bestimmt (Bradford-
Methode, Biorad).

Zwei Milligramm Gesamtprotein wurden mit NP 40 (Tergitol) mit einer
Endkonzentration von 0,1 % versetzt. Dieser Ansatz wurde fir zwei Stunden bei 4
°C inkubiert. Anschliellend wurde fur zwei Minuten bei 13 000 rpm zentrifugiert
und der Uberstand in ein neues GefaR (iberflhrt.

Nach Zugabe von 100 ul Sepharose wurde Uber Nacht bei 4°C unter leichtem
Schutteln inkubiert. Danach erfolgte eine Zentrifugation von 30 Sekunden bei 13
000 rpm zur Sedimentation der Sepharose.

Der Uberstand wurde verworfen und der Sepharose-Niederschlag dreimal mit
Homogenisierpuffer gewaschen.

100 pl SDS-PAGE-Auftragspuffer (1:6 vorverdinnt) wurden zugefigt und die
Ansatze 4 Minuten gekocht, um die angereicherten Proteine von der Sepharose
zu lésen.

Nach Zentrifugation bei 13 000 rpm fiir 30 Sekunden wurde der Uberstand fir die

Elektrophorese verwendet.

2.7.2 Elektrophorese

Die Elektrophorese wurde unter denaturierenden Bedingungen mittels eines
Polyacrylamid-Gels durchgefihrt (SDS-PAGE).

Um eine optimale Auftrennung der Proteine im Bereich 100-150 kDa zu erhalten,
wurde das Trenngel 8%ig hergestellt. Die Tabellen 3 und 4 zeigen die

Zusammensetzungen der Polyacrylamid-Gele und bendétigter Puffer.
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Trenngel 8 % Sammelgel 4 %

H>0O 6,1 mi 4,7 mi

30 % Acrylamid/Bisacrylamid | 2,7 ml 1,3 ml

1,5 M Tris-HCI pH 8,8 2,5 ml /

0,5 M Tris-HCI pH 6,8 / 2,5ml

10 % (w/v) SDS 0,1 ml 0,1 ml

10 % (w/v) APS 300 pl 300 pl

TEMED 5 ul 10 pl

Tabelle 3: Pipettierschema fiir Trenn- und Sammelgel

10x Laufpuffer pH 8,3

250 mM Tris-Base
1,92 M Glycin
1 % (w/v) SDS

6x SDS-PAGE-Auftragspuffer

0,1 % (w/v)

Bromphenolblau

10 % (w/v) DTT
10 % (w/v) SDS
30 % (viv) Glycerin

in 0,5 M Tris-HCI pH 6,8

Der Laufpuffer fur die Elektrophorese
wurde als 10fach Konzentrat angesetzt

und jeweils fir den Versuch verdinnt.

Tabelle 4: Zusammensetzung von Lauf- und Auftragspuffer

Pro Spur wurden 10 pl des Uberstandes aufgetragen und einer Elektrophorese bei

120 V fur 3 Stunden unterzogen.
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2.7.3 Transfer der Proteine auf eine Membran nach dem Semi-Dry-Verfahren
Zum Transfer der in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine PVDF
Membran (Boehringer Mannheim) wurde die Blotting-Apparatur wie in Abb. 7

dargestellt zusammengebaut.

B = Kathode

2 Filterpapiere in Kathodenpuffer
I Gel

PVDF-Membran

2 Filterpapiere in Anodenpuffer Il
2 Filterpapiere in Anodenpuffer |
B 7 Anode

Abb. 7.: Anordnung der Membran und der Filterpapiere in der Blotting-Apparatur

Anodenpuffer |

0,3M Tris-Base

20 % (viv) Methanol
Anodenpuffer Il

25 mM Tris-Base

20 % (viv) Methanol
Kathodenpuffer

40 mM e-Aminocapronsaure
0,01 % (w/v) SDS

20 % (viv) Methanol

Tabelle 5: Zusammensetzung der Puffer flir den Transfer

Je zwei Filterpapiere pro Pufferldsung wurden in der entsprechenden Ldsung
gebadet (siehe Tabelle 5); die PVDF-Membran wurde zuerst mit Methanol und

dann mit Anodenldsung Il befeuchtet.
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Der Proteintransfer auf die Membran erfolgte in einer Semi-Dry-Blotting-Apparatur

mit 0,8 mA/cm? fiir 35 min.

2.7.4 Immunologischer Nachweis mit monoklonalen Antikdrpern

Alle beschriebenen Schritte wurden mit Hilfe eines 3D-Orbital-Schuttlers (Frobel
Labortechnik GmbH) durchgefihrt.

Die Membran wurde der Transferapparatur entnommen und dreimal funf Minuten
in Waschpuffer gewaschen (PBS mit 0,1 % Tween als Detergenz). Anschliel3end
erfolgte die Absattigung freier Proteinbindestellen auf der Membran durch
Inkubation mit Blockierlésung bei 4 °C Uber Nacht (5 % Milchpulver in
Waschpuffer). Am nachsten Tag wurde erneut mit Waschpuffer dreimal funf
Minuten gewaschen.

Die Inkubation mit dem monoklonalen Erstantikorper gegen iINOS erfolgte fur 2
Stunden bei Raumtemperatur (iINOS monoklonal N39120, Transduction
Laboratories; 1:5000 in Waschpuffer verdinnt).

Zur Detektion wurde der ECL Plus Westernblotting Kit verwendet (Amersham
Pharmacia Biotech): Die Membran wurde mit dem Zweitantikorper fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur behandelt (anti-Maus-Immunglobulin gekoppelt an Meerrettich-
Peroxidase; 1:20000 in Waschpuffer verdinnt).

Nach dreimal funfminitigem Waschen wurde das Detektionsreagenz gemal’ den
Herstellerangaben appliziert und die Membran fur 1-3 Sekunden mit einem
sensitiven Rontgenfilm in Kontakt gebracht (Amersham Hyperfilm, Amersham

Pharmacia Biotech) und dieser entwickelt.

2.8 Superoxid-Nachweis

Die Methode wurde in Anlehnung an die von D. D. Lund et al. beschriebene
Vorgehensweise fur unseren Versuchsansatz optimiert (Lund et al., 2000).

Der oxidative Fluoreszenzfarbstoff Hydroethidin dient hierbei als Nachweisreagenz
fur Superoxid/Sauerstoff-Radikale in situ. Die Zellwand ist fur Hydroethidin
permeabel und es wird im Zellinneren unter Anwesenheit von
Superoxid/Sauerstoff-Radikalen zu Ethidiumbromid oxidiert. Ethidiumbromid
interkaliert in die DNA und ist im oxidierten Zustand nicht mehr zellgangig. Einmal

umgesetztes Hydroethidin verbleibt also als Ethidiumbromid in der Zelle. Durch
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seine fluoreszierenden Eigenschaften kann es im Fluoreszenzmikroskop sowohl
Nukleinsaure-assoziiert im Zellkern als auch im Zytoplasma detektiert werden
(Tarpey and Fridovich, 2001).

25 um Kryoschnitte wurden 30 min in Aceton fixiert und anschliefiend 5 min in
TrisHCI pH 7,5 gewaschen. Es erfolgte eine 30 minutige Inkubation mit 8 uM
Dihydroethidium (Molecular Probes bei Mo Bi Tec GmbH) in DMSO bei 37°C in
einer feuchten Kammer. Nach dreimal 5 minatigem Waschen mit TrisHCI wurden
die Schnitte mit Vectashield (Vektor bei Alexis) eingedeckt und im
Fluoreszenzmikroskop bei 585 nm mikroskopiert.

Als Negativkontrolle (Bestimmung der Autofluoreszenz) wurden die Schnitte mit
DMSO inkubiert.

Im Rahmen der Etablierung der Methode wurde als Positivkontrolle Gewebe von
Ratten eingesetzt, die 10 mg/kg LPS (E. coli) i.v. fir 6 Stunden erhalten hatten. Es
wurde vielfach gezeigt, dass unter septischen Bedingungen oxidativer Stress (u.a.
Entstehung von Sauerstoffradikalen) im Gewebe zu beobachten ist.

Um einen Hinweis auf die Spezifitat der Methode fur Superoxid-Radikale zu
erhalten, behandelten wir die Proben vor Inkubation mit Hydroethidin flr eine
Stunde mit exogener SOD (PEG-SOD, Sigma, Taufkirchen). Dazu wurden pro
Schnitt 200 U appliziert.

2.9 Immunhistochemie

2.9.1 Anfertigung von Gefrierschnitten

Frisches Gewebe wurde in 2 mm dicke Ringe geschnitten, in Tissue Tek®
(Sakura) eingebettet und vorsichtig in fliussigem Stickstoff gefroren. Die Lagerung
erfolgte bei —80 °C.

Das Gewebe wurde zur Schnittanfertigung in flussigen Stickstoff transferiert.

Mit einem Kryostaten (Reichert-Jung) wurden Schnitte der Dicke 5 um angefertigt
(Objekthaltertemperatur —25°C; Schneidekammertemperatur —20 °C) und auf
Objekttrager aufgebracht (Superfrost® Plus von Menzel-Glaser). Diese wurden
staubfrei fur einige Stunden bei Raumtemperatur getrocknet und bis zur weiteren

Verwendung bei —80°C verwabhrt.
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2.9.2 Einbettung in Paraffin, Anfertigung von Paraffinschnitten

Es wurden 2 mm dicke transmurale Ringe des linken Ventrikels aus frischem
Gewebe vorbereitet und diese fur sechs Stunden in 4%igem, gepufferten Formalin
fixiert.

AnschlieRend erfolgte die Dehydrierung nach einem Standardprotokoll der
Neuropathologie (automatisiert, Uber Nacht): aufsteigende Alkoholreihe (70 %, 80
%, 90 %, 100 %), Xylol, Aufbewahrung in flissigem Paraffin bei 60 °C.

Am nachsten Morgen wurde das Gewebe in Paraffinblockchen ausgegossen und
bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms (Mikrom) wurden Schnitte der Dicke 5 pm
angefertigt, in eine Schale mit warmem Wasser transferiert und auf Objekttrager
aufgezogen.

Die getrockneten Objekttrager wurden bei Raumtemperatur bis zur weiteren

Verwendung verwahrt.

2.9.3 Nachweis von Nitrotyrosin und MMP-9 in situ

Von Paraffin-eingebettetem Gewebe wurden Schnitte der Dicke 5 ym 30 Minuten
im Warmeschrank (37 °C) getrocknet, deparaffiniert (Inkubation zweimal flnf
Minuten in Xylol) und in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert (100 %, 95 %,
80 %, 70%, je zwei Minuten) und in Tris 50 mM pH 7,5 gewaschen.

Die Lokalisierung der Nitrotyrosinbildung/MMP-9 Produktion erfolgte mit einem
spezifischen  polyklonalen  Antikérper  (anti-Nitrotyrosin, = Upstate/Biozol,
Verdunnung 1:100; anti-MMP-9, zur Verfigung gestellt von Dr. M. R. Radomsky,
Edmonton, Kanada, Konzentration 10 ug/ml), Negativkontrollen wurden unter
Verwendung von Antikorperverdinnungsreagenz (Dako) anstelle des ersten
Antikoérpers angefertigt. Zwischen den Inkubationsschritten wurde je dreimal mit
TrisHClI 50 mM pH 7,5 gewaschen. Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur
durchgefuhrt.

Das EnVision™ Nachweissystem (Meerrettich-Peroxidase-konjugierter
Zweitantikorper) (Dako) diente zur Detektion des gebundenen Erstantikorpers.
Nach 30-minutiger Fixierung der Schnitte in Chloroform wurde die endogene
Peroxidase durch eine 10 minutige Wasserstoffperoxidbehandlung (1,5 %)

blockiert. Nach Waschung in Leitungswasser und TrisHCI-Puffer wurden nicht
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spezifische Bindestellen mit Protein Serum Free Block (Dako) abgesattigt. Danach
erfolgte die Inkubation mit dem Erstantikérper (anti-Nitrotyrosin flr 45 min, anti-
MMP-9 far 3 h), anschlielend wurde der Sekundarantikorper (EnVisionTM) fur 30
min appliziert. Mit dem Peroxidase Substrat Kit AEC (Vector/Alexis) erfolgte die
Visualisierung der entsprechenden Proteine (Inkubation fur 10 min).

Zur morphologischen Darstellung wurden die Schnitte mit Hamalaun gegengefarbt

und mit 0.1 % Salzsaure differenziert.

2.10 Zymografie mit Matrixmetalloproteinasen

Proteine wurden auf ein 8%iges denaturierendes PAA-Gel aufgetragen, das 1
mg/ml Gelatine enthalt, und elektrophoretisch aufgetrennt. Als Positivkontrolle
diente eine Proteinpraparation von humanen Fibrosarcomzellen (HT1080), die mit
Phorbolester stimuliert wurden und so MMP-2- und MMP-9-Aktivitat aufweisen.
Anschlie®end wurde das Gel mit Triton X-100 und Inkubationspuffer (50 mM Tris;
0,15 M NaCl; 5 mM CaCl,) gewaschen, um SDS zu entfernen. Es folgte eine
Inkubation bei 37 °C fir 12 oder 24 Stunden in Inkubationspuffer. Durch
nachfolgende Farbung mit 0,05 % Coomassie-Brilliant-Blau-G-250-Lésung
erscheinen transparente Banden an Orten gelatinolytischer Aktivitat vor einem
blauen Hintergrund. Die Zymogramme wurden fur die densitometrische Analyse
gescannt (Scan Jet 3 ¢ scanner, Hewlett Packard) und die jeweiligen Intensitaten

mittels Sigma Gel Measurement Software (Jandel Co) analysiert.
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2.11 Statistik

Die hamodynamischen Daten sind als Mittelwerte + Standardabweichung
angegeben. Die koronaren Flussreserven werden in Balkendiagrammen, die pro-
MMP-9-Aktivitaten in Boxplots dargestellt.

Dabei wird die Haufigkeitsverteilung schematisch abgebildet, indem zwischen dem
25. und 75. Perzentil ein Kasten aufgebaut wird, in dessen Bereich 50 % der
Beobachtungen fallen. Die Kennzeichnung der 5. Und 95. Perzentile vermittelt den

Eindruck, wie weit die restlichen 50 % der Werte streuen (siehe Abb. 8)

_‘, ————— 95. Perzentil

----- 75. Perzentil
50. Perzentil (Median)

J_ ————— 25. Perzentil
————— 5. Perzentil

Abb. 8: Schematische Darstellung eines Boxplots

Der Bartlett-Test wurde eingesetzt, um die Homogenitat der Varianzen zu
uberprifen.

Die einfaktorielle Varianzanalyse (one-way analysis of variance, ANOVA) mit
anschlielRendem Fisher-PLSD-Test wurde zur Beurteilung der hamodynamischen
Daten und koronarer Flussreserven angewendet.

p-Werte von < 0,05 wurden als statistisch signifikant akzeptiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Linksventrikulare Hamodynamik

Die hamodynamischen Parameter sowie die Vasomotorik wurden am isolierten,
retrograd perfundierten Herzen am Langendorff-Apparat bestimmt (siehe 2.5).

Die Daten wurden in der nicht transplantierten Gruppe von sieben, in der

Kontrollgruppe von acht und in den Therapiegruppen von je sechs Tieren erhoben.

Im Vorfeld wurden gesunde nicht transplantierte Spenderherzen untersucht, um
einen Vergleich mit der hamodynamischen Leistung der nicht therapierten
Kontrollherzen anstellen zu kdnnen. Dabei ergaben sich die in Tabelle 6 gezeigten
Werte.

Tabelle 7 fasst die hamodynamischen Daten der einzelnen transplantierten

Gruppen zusammen.

Nicht transplantiert p-Wert

HR [b/min] 291 + 11 n.s.
LVDP [mmHg] 93+ 6 n.s.
dP/dtmax [mmHg/s] 2184 + 136 n.s.
dP/dtmin [mmHg/s] -1668 + 106 n.s.
CF [ml/min] 91 + 0,6 0,0027

Tabelle 6: Hé&modynamische Parameter gesunder, nicht transplantierter
Spenderherzen

p-Wert versus Kontrolle aus Tabelle 7; n.s. = nicht signifikant

Uberpriifung der Varianzhomogenitét mittels Bartlett-Test, Beurteilung der Daten
mittels ANOVA und anschlieBendem Fisher-PLSD-Test.

HR: Herzfrequenz; LVDP: links-ventrikuldr entwickelter Druck; dP/dtmax: maximal

positives dP/dt; dP/dtmin: maximal negatives dP/dt; CF: Koronarfluss
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Kontrolle 1400W SOD 1400W + SOD p-Wert
HR [b/min] 289+ 9 277+ 7 311+ 5 284 + 14 n.s.
LVDP [mmHg] 84 + 13 109+ 8 88 + 10 93+ 8 n.s.

dP/dtmax [mmHg/s] 2410+ 305 3086+ 218 2667+ 296 2613+ 198 n.s.
dP/dtmin [mmHgals] _1680+ 220 -2175% 164 -1857+ 214 -1814% 153 n.s.

CF [ml/min] 135+ 1,4 11,8+ 09 10,7+ 1,0 11,1+ 0,5 n.s.

Tabelle 7: Hémodynamische Effekte von Placebo (physiologische
Kochsalzlésung), kontinuierlicher INOS Modulation (1400W) und Dismutation von
Superoxid (SOD) 24 Stunden nach Transplantation

p-Wert versus Kontrolle; n.s. = nicht signifikant

Uberpriifung der Varianzhomogenitét mittels Bartlett-Test, Beurteilung der Daten
mittels ANOVA und anschlieBendem Fisher-PLSD-Test.

HR: Herzfrequenz; LVDP: links-ventrikuldr entwickelter Druck; dP/dtmax: maximal

positives dP/dt; dP/dtmin: maximal negatives dP/dt; CF: Koronarfluss

Ein Vergleich von Tabelle 6 mit den Werten der Kontrollgruppe aus Tabelle 7
ergibt keine signifikanten Unterschiede der hamodynamischen Leistung mit
Ausnahme des Koronarflusses, der in der Kontrollgruppe hoher ist.

Der chirurgische Eingriff einer Transplantation hat also in diesem Modell
zumindest nach 24 Stunden Uberlebenszeit keinen Einfluss auf die Hamodynamik
des transplantierten Spenderherzens.

LVDP, HR, +/-dP/dt und Ruhefluss zeigten keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Gruppen.



3. Ergebnisse 38

3.2 Dosis-Antwort-Bestimmung von 1400W und SOD auf die
endothelabhangige CFR

Die adaquate Dosis der Therapeutika fur submaximale Effekte auf die koronare
Flussreserve wurde durch eine Dosis-Antwort-Bestimmung beider Substanzen
ermittelt (siehe 2.5.5).

Die Daten wurden in der nicht transplantierten Gruppe von sieben, in der
Kontrollgruppe von acht, in den Therapiegruppen mit SOD 10 und 100 U/kg/Tag
sowie 1400W 0,2 und 1 mg/kg/Tag von drei und in den Therapiegruppen mit mit
SOD 1000 U/kg/Tag und 1400W 2 mg/kg/Tag von je sechs Tieren erhoben.

3.2.1 Therapie mit 1400W

24 Stunden nach Transplantation ist ohne Therapie eine deutliche Einschrankung
der endothelabhangigen Flussreserve zu verzeichnen (nicht transplantiert 6,4 +
1,0; Kontrolle 1,7 £ 0,4; p < 0,0001 vs. nicht transplantiert).

Bei einer Therapiedosis von 0,2 mg/kg/Tag 1400W ist weiterhin eine signifikante
Reduktion der Flussreserve zu beobachten (2,8 + 0,3; p = 0,0104 vs. nicht
transplantiert), wobei auch gegenuber der Kontrollgruppe noch keine signifikante
Verbesserung zu verzeichnen ist.

Eine Dosis von 1 mg/kg/Tag fuhrt zu einer signifikanten Zunahme der koronaren
Flussreserve gegenuber der Kontrollgruppe (5,5 + 0,5; p = 0,0053 vs. Kontrolle);
bereits bei diesem Therapieansatz lasst sich kein signifikanter Unterschied mehr
zu nicht transplantierten Organen feststellen.

Ebenso verhalt es sich mit der von uns verwendeten Dosis von 2 mg/kg/Tag, die
zu einer vollstandigen Wiederherstellung der endothelabhangigen koronaren
Flussreserve fihrt (6,9 + 0,9: p = 0,0001 vs. Kontrolle) (vgl. Abb. 9A).

3.2.2 Therapie mit SOD

Die abgestufte Therapie mit Superoxiddismutase fuhrt bezuglich der
endothelabhangigen koronaren Flussreserve zu vergleichbaren Ergebnissen wie
die Behandlung mit dem selektiven iNOS Inhibitor 1400W:

Wahrend nach Transplantation ohne SOD-Gabe die Flussreserve massiv

eingeschrankt ist (nicht transplantiert 6,4 + 1,0; Kontrolle 1,7 + 0,4; p < 0,0001 vs.
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nicht transplantiert), findet bei 10 U/kg/Tag lediglich tendenziell eine Verbesserung
statt (3,2 + 0,6; p = 0,0163 vs. nicht transplantiert).
Doch schon mit 100 U/kg/Tag lasst sich die koronare Flussreserve vollstandig
wiederherstellen (5,1 + 1,6; p = 0,0096 vs. Kontrolle), ebenso mit 1000 U/kg/Tag
(7,0 + 0,5 p <0,0001 vs. Kontrolle) (vgl. Abb. 9B).
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Abb. 9: Endothelabhéngige Flussreserve (CFR-Brady) in Abhéngigkeit von der
Therapiedosis: (A) 1400W in mg/kg/Tag; (B) SOD in U/kg/Tag
Die angegebene Dosis von ,,0“ entspricht der Kontrollgruppe,; zum Vergleich ist die
Flussreserve von gesunden, nicht transplantierten Spenderorganen angegeben.
*p < 0,05 versus Kontrolle
#p < 0,05 versus nicht transplantiert
Uberpriifung der Varianzhomogenitét mittels Bartlett-Test, Beurteilung der Daten
mittels ANOVA und anschlieBendem Fisher-PLSD-Test.
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Vorversuche mit einer subtherapeutischen Kombinationstherapie von 1400W 0,2

mg/kg/Tag und SOD 10 U/kg/Tag flhrten zu keiner deutlichen Verbesserung der

endothelabhangigen koronaren Flussreserve. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden

fur weiterfUhrende Experimente die folgenden Dosierungen verwendet:

1400W: 2,0 mg/kg/Tag s.c. (1,0 mg/kg b.i.d. s.c.)

SOD: Dem Spendertier wurde 30 min vor Explantation eine Dosis von 1000
U/kg i.v. verabreicht. Das Empfangertier erhielt nach Reperfusion
1000 U/kg/Tag s.c.

3.3 Endothelabhdngige und —unabhangige Vasomotorfunktion
Abb. 10 wund 11 zeigen die endothelabhangigen (CFR-Brady) und

endothelunabhangigen (CFR-SNP) koronaren Flussreserven (siehe 2.5.5).
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Abb. 10: Koronare Flussreserve (CFR) gesunder, nicht transplantierter
Spenderherzen nach Stimulation mit SNP (endothelunabhédngig) und Bradykinin
(endothelabhéngig).

SNP: Natrium-Nitroprussid; Brady: Bradykinin
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Abb. 11: Endothelabhéngige (CFR-Brady) (A) und endothelunabhéngige (CFR-
SNP) (B) koronare Flussreserven der Therapiegruppen.
Uberpriifung der Varianzhomogenitét mittels Bartlett-Test, Beurteilung der Daten
mittels ANOVA und anschlieBendem Fisher-PLSD-Test; *p < 0,05 versus Kontrolle
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Dabei findet sich eine massive Einschrankung sowohl der endothelabhangigen
wie auch der -unabhangigen koronaren Flussreserve bei transplantierten
Kontrollherzen im Vergleich zu nicht transplantierten Spenderorganen (CFR-
Brady: nicht transplantiert 6,8 + 0,9 vs. Kontrolle 1,7 £ 0,4, p < 0,0001; CFR-SNP:
nicht transplantiert 9,8 + 0,7 vs. Kontrolle 4,0 + 0,7, p < 0,0001)

Der selektive iNOS-Inhibitor 1400W und SOD verbesserten die koronare
Flussreserve als Antwort auf endothelabhangige (Bradykinin) und
endothelunabhangige (SNP) Stimuli in allen Therapiegruppen.

CFR-Brady: Kontrolle 1,7 + 0,4; 1400W 6,9 + 0,9 p < 0,0001 vs. Kontrolle; SOD
7,0+ 0,5 p <0,0001 vs. Kontrolle; 1400W+SOD 8,3 + 1,2 p < 0,0001 vs. Kontrolle
CFR-SNP: Kontrolle 4,0 + 0,7; 1400W 9,4 + 1,2 p = 0,0001 vs. Kontrolle; SOD
10,7 + 1,1 p < 0,0001 vs. Kontrolle; 1400W+SOD 10,2 + 0,8 p < 0,0001 vs.

Kontrolle

Die Transplantation per se fuhrt zu einem Anstieg des Ruheflusses (siehe 3.1) und
damit zu einer Abnahme der koronaren Flussreserve. Die Maximalflusse
unterschieden sich jedoch nicht zwischen nicht transplantierten Spenderorganen
und Kontrollherzen (CFmax-Brady: nicht transplantiert 15,8 + 1,3 vs. Kontrolle 15,2
+ 1,4, p = n.s.; CFnax-SNP: nicht transplantiert 18,9 + 0,9 vs. Kontrolle 17,5 + 1,6,
p=n.s.)

Die Therapie mit 1400W und SOD fluhrte groftenteils sogar zu einer signifikanten
Steigerung des Maximalflusses:

CFnmax-Brady: Kontrolle 15,2 + 1,4; 1400W 18,7 + 0,8 p = 0,045 vs. Kontrolle; SOD
17,7 £ 0,9 p = n.s. vs. Kontrolle; 1400W+SOD 19,4 + 1,3 p = 0,018 vs. Kontrolle
CFmax-SNP: Kontrolle 17,5 + 1,6; 1400W 21,2 + 0,8 p = 0,043 vs. Kontrolle; SOD
21,4+ 1,5 p = 0,036 vs. Kontrolle; 1400W+SOD 21,3 + 0,8 p = 0,041 vs. Kontrolle
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3.4 Nachweis des iNOS Proteins mittels Western Blot

Mit Hilfe eines monoklonalen spezifischen Antikorpers gegen iINOS wurde der
Einfluss der selektiven iNOS Inhibierung durch 1400W und SOD Therapie auf die
iINOS-Protein-Produktion untersucht (siehe 2.7).

Die Ergebnisse der Autoradiografie sind reprasentativ in Abb. 12 gezeigt. Die
iINOS-Proteinproduktion wurde bei drei Versuchstieren pro Gruppe untersucht und

der Versuch je dreimal wiederholt.
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Abb. 12: NOS-Proteinproduktion: Reprasentativer Western Blot mit
aufgereinigten Proteinextrakten.

Zur Abschétzung der ProteingroBe von INOS wurden die Signale eines
Proteingré3enstandards in der Abbildung markiert (220 kDa, 97 kDa)

Die Positivkontrolle zeigt ein deutliches Signal bei etwa 130 kDa, der erwarteten
GrolRe fur das iINOS-Protein.

In nicht transplantiertem Gewebe lafit sich iINOS-Protein im Western Blot nicht
nachweisen, wohingegen in der Kontrollgruppe eine starke Induktion zu
verzeichnen ist. Die Therapiegruppe mit SOD zeigt ebenfalls ein deutliches und
mit der Kontrollgruppe vergleichbares Signal flr das iNOS Protein.

Die selektive Inhibierung der iNOS durch 1400W und die kombinierte Therapie mit
1400W und SOD dagegen fuhren zu einer starken Reduktion der iINOS

Produktion. Sie ist im Western Blot kaum mehr nachzuweisen.
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3.5 Einfluss der Therapie mit 1400W und SOD auf die Superoxid-
Bildung

Mit Hydroethidin als Nachweisreagenz flr Superoxid werden prinzipiell auch
andere Sauerstoff-Spezies neben Superoxid-Radikalen nachgewiesen. Benov et
al. publizierten allerdings, dass Superoxid im Gegensatz zu Sauerstoff oder
Wasserstoffperoxid Hydroethidin sehr schnell zu Ethidium oxidiert (Benov et al.,
1998). Bindokas et al. wiesen zudem nach, dass Hydroethidin weder durch
Hydroxyl-Radikale, Stickstoffmonoxid, Peroxynitrit und Hypochlorit noch durch
Singlet-Sauerstoff oxidiert wird (Bindokas et al., 1996). Ebenso berichted Tardey
Uber eine relative Spezifitat fur Superoxid (Tarpey und Fridovich, 2001).

In eigenen Vorversuchen konnte die Fluoreszenz im Gewebe (Anwesenheit von
durch Sauerstoff-Radikale oxidiertes Hydroethidin) jedoch durch die Aktivitat
exogen applizierter SOD auf die Intensitat einer Negativkontrolle reduziert werden.
Daraus ist zu schliellen, dass zumindest fur die Bedingungen in unseren
Versuchen von einer relativ grolRen Spezifitdt der Methode flr Superoxid
ausgegangen werden kann (siehe 2.8).

Abb. 13 zeigt die Autofluoreszenz der Gewebeschnitte (Inkubation mit DMSO
anstelle von Hydroethidin) und im Vergleich dazu Gewebe eines nicht
transplantierten Herzens, das mit Hydroethidin inkubiert wurde. Dabei lasst sich
kein deutlicher Unterschied zwischen beiden Farbungen darstellen. Es sind

lediglich zellulare Strukturen im nicht transplantierten Gewebe erkennbar.
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Autofluoreszenz Nicht transplantiert

Abb. 13: In situ Nachweis von Superoxid mittels Hydroethidin-Farbung.
Darstellung der Autofluoreszenz des Gewebes und Férbeintensitdt von gesundem,

nicht transplantiertem Spendergewebe; VergréBerung 200x

In Abb. 14 sind reprasentative Gewebeschnitte fur den Superoxid-Nachweis durch
oxidiertes Hydroethidin gezeigt. Der Versuch wurde mit Gewebe von drei Tieren
pro Gruppe durchgeflihrt und dreimal wiederholt.

In der nicht therapierten Kontrollgruppe findet sich ein starkes Fluoreszenzsignal
vor allem in Gefalden, infiltrierenden Zellen sowie in Myozyten. Im Gegensatz dazu
zeigen Gewebeproben der drei Therapiegruppen eine stark reduzierte
Fluoreszenz. Ebenfalls hat die kombinierte Therapie mit 1400W und SOD keine

synergistischen Effekte.
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Abb. 14: In situ Nachweis von Superoxid mittels Hydroethidin-Férbung.

Darstellung der Fluoreszenz in der Kontroll- und den drei Therapiegruppen;

VergréBerung 200x
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3.6 Einfluss der Therapie mit 1400W und SOD auf die
Nitrotyrosin- und MMP-9-Expression

Die Farbungen wurden von 4 bis 6 Tieren pro Gruppe durchgefuhrt und dreimal
wiederholt (siehe 2.9.2/2.9.3).

Nitrotyrosin als nachweisbares Endprodukt der Aktivitat von Peroxynitrit im
Gewebe wurde immunhistochemisch in Myozyten und in der perivaskularen
Region intramyokardialer Gefalte detektiert (Abb. 15).

Im Gegensatz zu Gewebe der Kontrollgruppe fand sich in allen drei
Therapiegruppen eine eindeutig reduzierte Farbung fur Nitrotyrosin in Myozyten.
Zudem zeigte hier die perivaskulare Region intramyokardialer Gefalze keine
spezifische Reaktivitat flr Nitrotyrosin-Antikorper (Pfeile in Abb. 15).

(Die Daten der Nitrotyrosinfarbung wurden in Zusammenarbeit mit Haluk Akdemir

erstellt.)

In der Kontrollgruppe konnte MMP-9 immunhistochemisch vorwiegend in
intramyokardialen GefalRen nachgewiesen werden (Pfeile in Abb. 16). Therapie
mit 1400W, SOD oder die Kombination aus beiden fuhrt zu einer stark reduzierten
Nachweisbarkeit von MMP-9.

Die Inkubation mit Antikorperverdunnungsreagenz anstelle des Erstantikorpers

(Negativkontrolle) fuhrte zu keiner Immunreaktivitat.
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Abb. 15: Immunhistochemische Darstellung von Nitrotyrosin; VergréBerung 200x
Pfeile zeigen die Lokalisation von intramyokardialen Gefdlen an, um die

Identifikation des perivaskulédren Antikbrper-Nachweises zu erleichtern



3. Ergebnisse

- -
. v
o\ all i
- ¥l - . -
‘ 4 .
. - 4 §
\_ L L | Y e 3
\ L
» .
“ 4 L3
. % . ” * . L # v
" s ' c( ‘
' 24 b .
A - » a2 L oty { .
2 - »
\ i | e " 1
. - 4 . * - r "
# F -
- - » i
,r -
_“ ‘ o
<7 § ¢
/f’ - K .
- . ~
P " _ :
-~
» v
»
» ’ ( . =
- } ] . L
. > e - 3
- 1
- -
> g . ’ L
D,
/ (] 0 &
3 / d /
” = L
\" ¥ - -

s T40W; v |

> " o . | A
) - .
- L] - " \ L
- - !
& '
s - - - - \ ; .
o - - \
f - v .; ' ‘3 » ) n
= . e N
< 5 P - - - = A - ”
, [ e = » i - \I Y
- » - = L ' %
’ i., 4 e - i . \
. : Ve ’ A i ! A
;_ - F. y [ v I - |
1 | / - » r ]
, / 2 e ¥ . » ] \ 3
L]
§ -2 . § L
a " |
\ L
B
o 2 e ] ‘ '
i
AR = 3 g 4 ’ v
' ‘ . ’ - 5.5 X
4 b 3 o
g / - .- - ’
\:.L A a ) y 5 4
t 4y SI ; o [ % b '
r s ] 4 | & i
' oo [
\ - - -, 4 | ) ’
1 . N
' . il ] N
'] . -
. ’ 1
) L i ’
) 4 - A f
f ' ! v L & F ‘ :: " b
! a! - . - : " -
1 Y L ’ .*‘d'
SOD - P ' 1400W+SOD -~ f
o . . = ; - - -

Abb. 16: Immunhistochemische Darstellung von MMP-9; VergréBerung 200x

Pfeile zeigen die Lokalisation von intramyokardialen GefdlBen an, um die
Identifikation des perivaskuldren Antikérper-Nachweises zu erleichtern.
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3.7 Einfluss der Therapie mit 1400W und SOD auf die MMP-2 und
MMP-9 Aktivitaten

Zymogramme wurden von funf Tieren je Gruppe durchgefiuihrt und dreimal
wiederholt (siehe 2.10).

Um sicherzustellen, dass trotz der hohen Sensitivitat der Zymografie die Aktivitat
fur proMMP-2 nicht an der Nachweisgrenze liegt, wurden Gele neben 12 Stunden
auch fur 24 Stunden inkubiert. Auch bei verlangerter Inkubationszeit blieb das
Muster der Banden fur proMMP-2 gleich, Signale fur proMMP-9 waren jedoch
ubersteuert. Daher wurden zur Auswertung Gele mit 12 Stunden Inkubationszeit
herangezogen.

Abb. 17 zeigt reprasentativ die gelatinolytische Aktivitat des linken Ventrikels
transplantierter Rattenherzen von je drei Tieren pro Gruppe (unterer Bildteil).

Als Positivkontrolle dienten humane Fibrosarcomzellen, die zuvor mit Phorbolester
stimuliert wurden und so MMP-2- und MMP-9-Aktivitat aufweisen.

Im Zymogramm zeigen sich Proteine der Groélke 92 kDa und 72 kDa mit
gelatinolytischer Aktivitat.

Die Therapie mit 1400W, SOD oder beidem fuhrt zu einer Verringerung der
Aktivitat des 92 kDa-Proteins (proMMP-9) im Vergleich zur nicht therapierten
Kontrollgruppe. Auffallend ist die starke Reduktion der gelatinolytischen Aktivitat
von pro-MMP-9 unter Einfluss von SOD.

Auf die Aktivitat von pro-MMP-2 (72 kDa) haben die drei angewandten
Therapieformen keinen Einfluss.

Die densitometrische Analyse der gelatinolytischen Aktivitat im Ventrikelgewebe
verifiziert die im Zymogramm gemachte Beobachtung fur proMMP-9 (oberer
Bildteil der Abb. 17). Alle drei Therapieformen fuhren zu einer signifikanten
Reduktion der Aktivitat, wobei die Applikation von SOD den massivsten Einfluss
auf die Aktivitat hat (n = 5 je Gruppe; Kontrolle 955 + 124; 1400W 492 + 62 p =
0,03 vs. Kontrolle; SOD 274 + 107 p = 0,01 vs. Kontrolle; 1400W+SOD 455 + 114
p = 0,02 vs. Kontrolle).
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Abb. 17: Densitometrische Analyse der gelatinolytischen Aktivitdt von MMP-9 in
Herzgewebe nach Transplantation (obere Hélfte); Darstellung des Zymogramms
von proMMP-2 und -9 als Gelbild (untere Hélfte)

Uberpriifung der Varianzhomogenitét mittels Bartlett-Test, Beurteilung der Daten
mittels ANOVA und anschlieBendem Fisher-PLSD-Test.

*p < 0,05 versus Kontrolle
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4. Diskussion

Eine Vielzahl von Veroffentlichungen weist darauf hin, dass die endotheliale
Dysfunktion der KoronargefalRe bei herztransplantierten Patienten einen frihen
Hinweis fur die Entwicklung einer Transplantat-Arteriosklerose darstellt. Generell
beobachtet man bei Patienten mit einem Risiko fur Arteriosklerose sehr oft eine
Einschrankung der Vasodilatation. Dabei ergeben sich immer mehr Hinweise,
dass die beobachtete Dysfunktion tatsachlich als pradiktiver Parameter fur die
Entwicklung einer Arterioklerose oder anderer kardiovaskularer Ereignisse
betrachtet werden kann (Schachinger et al., 2000).

Weiterhin gibt es immer mehr Hinweise darauf, dass die Oxidantien NO und
Superoxid ursachlich an der Entstehung der endothelialen Dysfunktion beteiligt
sind, wobei die genauen Mechanismen noch nicht geklart sind (Kessler et al.,
1997; Wildhirt et al., 2001; Cai und Harrison, 2000; Gunnett et al., 2001).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, inwiefern die selektive iNOS-
Inhibierung durch 1400W sowie die kontinuierliche Gabe von SOD Einfluss auf
zwei extrazellulare Matrixproteine (MMP-2 und MMP-9) und die koronare
Vasomotorfunktion nach Ischamie/Reperfusion in transplantierten Rattenherzen
hat.

Abb. 18 zeigt mogliche Quellen der NO- und Superoxid-Produktion im
verwendeten Versuchsmodell und Interaktionen mit Therapeutika oder anderen

zellularen Strukturen.
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Abb. 18: NO- und Superoxidproduktion: mégliche Quellen und Interaktionen

1400W

Es konnte gezeigt werden, dass die kontinuierliche Therapie mit dem hoch

selektiven iINOS Inhibitor oder SOD wahrend I/R sowohl die endothelabhangige

als auch die endothelunabhangige koronare Flussreserve in transplantierten

Rattenherzen dosisabhangig verbessert. Die Kombination der Einzeldosierungen

von 1400W und SOD resultiert nicht in einem weiteren Effekt auf die Protektion

der koronaren Vasomotorik (siehe 3.3). Superoxid- und Nitrotyrosin-Farbung fand

sich in nicht therapierten Kontroll

Superoxid Nitrotyrosin deutlich reduziert nachzuweisen (siehe 3.5/3.6).

Weiterhin wurde gezeigt, dass Ischamie und nachfolgende Reperfusion zu einer

herzen. In allen Therapiegruppen waren

gesteigerten MMP-9-Synthese und -Aktivitat fuhrt. Beides wird durch die Therapie

mit 1400W oder SOD signifikant reduziert und fuhrt zu einer signifikanten
Verbesserung der vaskularen Funktion. Eine kombinierte Therapie resultiert in
vergleichbaren Effekten auf die Inhibierung der MMP-9-Aktivitat und

Gefalprotektion (siehe 3.6/3.7/3.3).
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4.1 Oxidativer Stress und Endothelfunktion

Es stellt sich die Frage, warum iINOS-Inhibierung oder Superoxid-,scavenging®
durch SOD zu vergleichbaren protektiven Effekten fuhren.

Die Induktion der iNOS unter pathologischen Bedingungen resultiert in einer
Produktion von NO und Superoxid gleichermallen (Vos et al., 2000; Xia und
Zweier, 1997). Daher konnte die Inhibierung der INOS direkt zu einer
Verminderung der Superoxid-Bildung fuhren. Die durch Oxidantien vermittelte
Einschrankung der vaskularen Funktion kann durch diese Wirkung zumindest zum
Teil verhindert werden. Die hier vorgestellten Daten zeigen eine signifikante
Verminderung der Superoxidbildung durch Therapie mit dem selektiven iNOS-
Inhibitor 1400W (siehe 3.5). Im verwendeten Versuchsmodell ist also ebenfalls zu
vermuten, dass INOS neben NO auch Superoxid freisetzt. In diesem
Zusammenhang konnten Gunnett und Kollegen zeigen, dass die Transfektion von
INOS in Kaninchen-Arterien zu einer Einschrankung der NO-abhangigen
Relaxierung fuhrt; diese kann durch die Applikation von PEG-SOD oder Tiron
entscheidend verbessert werden, wodurch die Rolle von Superoxid bei der
Entwicklung der vaskularen Dysfunktion neuerlich betont wird (Gunnett et al.,
2001). Die Autoren beschreiben ebenfalls das in dieser Arbeit beobachtete
Phanomen, dass iNOS unter bestimmten Bedingungen anscheinend anstelle
grolRerer Mengen NO auch Superoxid produziert. In weiterfihrenden Versuchen
belegen die Autoren, dass diese Beobachtung auf eine Substratknappheit (L-
Arginin) zurtuckzufuhren ist. In dem beschriebenen Rattenmodell mit chronischer
Herzinsuffizienz tragt die gesteigerte Superoxid-Bildung bei den Versuchstieren
zur Hyperreaktivitat der Mesenterialarterien bei, obwohl sie Uber ein intaktes
Endothel verfigen. Sowohl 1400W als selektiver iNOS Inhibitor als auch ein SOD-
Analog heben die Uberempfindlichkeit der GefaRe auf vasoaktive Stimuli auf
(Miller et al., 2000).

Welcher Anteil der Superoxid-Produktion in diesem Versuchsmodell allerdings auf
die direkte Aktivitat der INOS zurickzuflhren ist, bleibt spekulativ.

Zudem kann iNOS indirekt zu einer Superoxid-Freisetzung durch das
Endothel fuhren. Diese Moglichkeit entsteht durch einen relativen Mangel an
Kofaktoren wie Tetrahydobiopterin (BH4) oder der Verminderung des

intrazellularen L-Arginin-Spiegels (als Substrat). Es wurde von verschiedenen
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Gruppen gezeigt, dass unter diesen Bedingungen die endotheliale NOS (ecNOS)
einem sogenannten ,uncoupling® unterliegt, das eine Produktion von Superoxid
anstelle NO nach sich zieht (Cai und Harrison, 2000; Andrew und Mayer, 1999).
Eine weitere Mdglichkeit, die vergleichbaren protektiven Effekte von 1400W
und SOD zu erklaren, ist das Potenzial beider Therapieformen, die Produktion des
starken Oxidanz Peroxynitrit zu verhindern. Da sowohl NO als auch Superoxid fur
die Peroxynitrit-Bildung bendtigt werden, kann die Inhibierung und ,Scavenging®
beider Reaktionspartner einen Schutz der vaskularen Funktion nach sich ziehen.
Diese Hypothese wird durch die immunhistochemischen Farbungen flr
Nitrotyrosin unterstutzt, da in allen Therapiegruppen eine deutliche Reduktion von
Nitrotyrosin nachweisbar ist (siehe 3.6). Diese Beobachtung wurde auch in
anderen Modellen gemacht, wie z. B. experimenteller Myokarditis und in
Endotoxin-behandelter Rattenlunge (Bouloumie et al., 1997; Brady et al., 1997,
Ishiyama et al., 1997; Xia und Zweier, 1997). Wang und Kollegen konnten die
Entstehung von Peroxynitrit in den ersten Minuten der Reperfusion in isolierten
Rattenherzen direkt nachweisen. Sie bestimmten den zeitlichen Verlauf der NO-
und Superoxidbildung mittles Elektronmagnetresonanz-Messung und die
Entstehung von Peroxynitrit durch Chemilumineszenz. Die Gabe von NOS
Inhibitoren oder SOD verhinderte die Bildung von Peroxynitrit. Die Bildung von
Nitrotyrosinen im Gewebe konnte immunhistochemisch in postischamischen

Herzen nachgewiesen werden (Wang und Zweier, 1996).

In der vorliegenden Studie wurde Nitrotyrosin (als ,nichtflichtiger” Marker fur die
Peroxynitrit-Entstehung) in myokardialen Zellen und in perivaskularen Regionen
intramyokardialer Gefalle nachgewiesen, und zwar ausschlie3lich in der nicht
therapierten Kontrollgruppe (siehe 3.6). Die hamodynamischen Parameter
unterschieden sich nicht zwischen den Gruppen, doch die Anwesenheit von
Nitrotyrosin korrelierte mit einer Einschrankung der koronaren Flussreserve in der
Kontrollgruppe (siehe 3.3). Dies lasst sich durch eine groRere Sensitivitat der
Endothelzellen auf oxidativen Stress unter pathologischen Bedingungen erklaren
(Bhagat et al., 1996; Szabo et al., 1998). Dies wird durch eine vor kurzem
erschienene Veroffentlichung von Yamamoto gestutzt, in der beschrieben wird,

dass unter inflammatorischen Bedingungen die Bindung der EC-SOD
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(extrazellulare SOD) an die endotheliale Zelloberflache von Blutgefallen durch
eine starke Produktion von NO vermindert wird. Daraus resultiert ein verminderter
Schutz der endothelialen Zelloberflache vor oxidativem Stress (Yamamoto et al.,
2001). Unterschreitet dieser Schutzmechanismus ein bestimmtes Mal3, so werden
die Endothelzellen apoptotisch oder nekrotisch, je nach Ausmal} des oxidativen
Stresses (Burlacu et al., 2001).

Eine weitere interessante Beobachtung im Rahmen dieser Arbeit ist - neben einer
Verbesserung der vaskularen Funktion - die signifikante Reduktion der iNOS-
Proteinsynthese bei einer Therapie mit 1400W oder der Kombination aus 1400W
und SOD, nicht jedoch bei alleiniger Therapie mit SOD (siehe 3.4). Die Tatsache,
dass sowohl die selektive iINOS-Inhibierung als auch Superoxid-,scavenging® zu
vergleichbaren funktionellen Effekten fuhrt, 1asst darauf schlie®en, dass in diesem
Versuchsansatz Superoxid oder die Bildung von Peroxynitrit eine entscheidende
Rolle in der Entwicklung von Endotheldysfunktion spielt. Dies wird auch durch die
vorliegenden Nitrotyrosin- und Superoxid-Nachweise unterstutzt (siehe 3.5/3.6).

In diesem Zusammenhang zeigten Ruetten und Kollegen, dass die selektive iINOS
Inhibierung mit Aminoguanidin oder Aminoethyl-isothioharnstoff die Synthese von
INOS-Protein in LPS-stimulierten Makrophagen und in der Rattenlunge verhindert

(Ruetten und Thiemermann, 1996).

4.2 Rolle der MMPs bei I/R induzierter vaskularer Dysfunktion -

MMPs als potenzielle Effektormolekiile bei oxidativem Stress

Die Rolle pathologisch erhohter MMP-Aktivitat in  der Entwicklung von
Endothelfunktionsstorungen ist derzeit unklar. Allerdings konnten in
arteriosklerotischen Plaques Lipid-haltige Makrophagen mit einer erhéhten MMP-
Aktivitat nachgewiesen werden, wobei in vivo generierte Makrophagen-
Schaumzellen grole Mengen Superoxid und NO produzieren. Unter
inflammatorischen Bedingungen stellen Sauerstoffspezies wie Superoxid oder
Peroxynitrit potente Aktivatoren der Gelatinasen dar (Danielsen et al., 1998;
Rajagopalan et al., 1996; Eberhardt et al., 2000b). Reaktive Sauerstoffspezies

konnen in Arealen mit groRem oxidativen Stress die Matrixdegradation modulieren
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und daher zur Instabilitdt von atherosklerotischen Plaques beitragen (Rajagopalan
et al., 1996). Weiterhin ist bekannt, dass MMP-1, MMP-2 und MMP-9 bei
myokardialer und vaskularer Dysfunktion hochreguliert werden (Cheung et al.,
2000; Danielsen et al., 1998; Eberhardt et al., 2000b).

In diesem Zusammenhang zeigten Cheung und Kollegen, dass nach I/R in
isolierten Rattenherzen die MMP-2-Aktivitat unmittelbar hochreguliert wird. Eine
Inhibierung der Matrixmetalloproteinasen durch den nicht selektiven Inhibitor
Doxyzyklin oder Phenanthrolin ex vivo verbesserte die Funktion der Herzen und
spricht flr eine direkte regulatorische Rolle von MMP-2 bei der Kontrolle der
myokardialen Funktion (Cheung et al., 2000).

Upchurch und Kollegen zeigten, dass die Hemmung der Zytokin-induzierten NO-
Bildung in glatten GefalRmuskelzellen in vitro zu selektiver Dosis-abhangiger
Zunahme der MMP-9-Expression und -Synthese fuhrt (Upchurch et al., 2001).
Daher kéonnten Veranderungen der lokalen NO-Synthese die MMP-9-abhangige
Gefallwand-Schadigung beeinflussen.

Weiterhin konnte die Gruppe um Danielsen eine positive Regulation von MMP-1
und MMP-9 im ischamischen reperfundierten Myokard zeigen (Danielsen et al.,
1998).

Es ist jedoch nicht klar, durch welchen Mechanismus MMPs die vaskulare

Funktion andern kbnnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde MMP-9-Synthese vorwiegend in
intramyokardialen Gefalken nachgewiesen (siehe 3.6). Gurjar und Kollegen
zeigten, dass in glatten GefalBmuskelzellen infolge gesteigerter Superoxid-
Produktion die MMP-9-Aktivitat erhoht ist (Gurjar et al., 2001), und auch die
Gruppe um J. Pfeilschifter fand Superoxid als ko-stimulatorischen Faktor fur die
MMP-9-Expression (Eberhardt et al., 2000b). Da auch der Superoxid-Nachweis
dafur spricht, dass beide therapeutischen Interventionen zu einer Reduktion von
Superoxid fuhren, korreliert dieses Ergebnis mit der verminderten MMP-9-Bildung
unter Therapiebedingungen mit 1400W und/oder SOD (siehe 3.5/3.6). Damit
einhergehend sind die hier gezeigten immunhistologischen Farbungen fur

Nitrotyrosin (siehe 3.6), da aus in-vitro-Versuchen bekannt ist, dass pro-MMP-
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Formen durch Peroxynitrit in aktive MMPs umgewandelt werden (Okamoto et al.,
1997).

Bedeutsam ist die Beobachtung im Rahmen dieser Arbeit, dass durch indirekte
therapeutische Intervention (selektive iINOS-Inhibierung und Superoxid-
,scavenging“) und damit Herabsetzung des oxidativen Stresses die MMP-9-
Aktivitat signifikant erniedrigt wurde, was mit einer direkten Verbesserung der
Endothelfunktion einhergeht (siehe 3.3/3.7).

Eine selektive pharmakologische Hemmung von MMP-9 ist derzeit mangels
geeigneter Inhibitoren nicht mdglich, wodurch ein direkter Nachweis der MMP-

Beteiligung an der endothelialen Dysfunktion nicht gefihrt werden kann.

Weitere durch MMPs beeinflusste Faktoren sind bekannt, die potente Mediatoren
der endothelialen und vaskularen Dysfunktion darstellen: Matrixmetalloproteinasen
bauen nach |I/R extrazellulare Matrix ab und steigern die Einwanderung
inflammatorischer Zellen in das Gewebe. Durch ihren Einfluss nimmt die
Aggregation der Thrombozyten zu und glatte Gefalmuskelzellen migrieren
verstarkt (Danielsen et al., 1998; Madri et al., 1996; Sawicki et al., 1997).

Doch auch eine weitere Moglichkeit zur Modulation der Endothelfunktion durch
MMPs ist denkbar: Kurzlich wurde gezeigt, dass MMPs Big-Endothelin-1 in die
vasoaktive Form Endothelin-1 spalten konnen (Fernandez-Patron et al., 2001).
Somit wurde unter pathologischen Bedingungen ein wichtiger Gegenspieler von
NO in der Regulation der Vasomotorik eine Rolle spielen, da Endothelin-1 der
derzeit potenteste bekannte Vasokonstriktor ist. Eine Imbalance von Endothelin

und NO fuhrt somit zu einer Funktionsstérung des Endothels.

Die hier vorgestellten Daten deuten ebenfalls darauf hin, dass MMP-9 eine
bedeutende Rolle bei der Entstehung der ROS-vermittelten vaskularen
Dysfunktion der Koronargefalle spielt. Dabei bestatigt sich, dass die
Endothelfunktionsstérung im Rahmen der Arterioskleroseentstehung einen
reversiblen Prozess darstellt.

Die Bedeutung dieser Beobachtung auf Langzeiteffekte bei der Organfunktion
bleibt abzuklaren. Doch die Endotheldysfunktion der Koronargefalle ist ein

Vorreiter und friher Indikator fur die Entwicklung der Transplantatvaskulopathie. In



4. Diskussion 60

diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass MMP-9 Uberexpression die
Proliferation und Wanderung der glatten GefalBmuskelzellen steigert. Dies flhrte
zu verandertem Gefal3-,Remodeling®, dokumentiert durch erhohten Gefallumfang,
dunnere GefaRwande und Reduktion des Matrixgehaltes in der Intima (Mason et
al., 1999).

Weiterfuhrende Studien sind no6tig, um die Verknlpfung zwischen fruher
Gefaldysfunktion (verbunden mit der Induktion von iNOS, Superoxid-Produktion
und MMP-9-Aktivierung) und  morphologischen  Veranderungen  der
Transplantatvaskulopathie oder der klassischen Arteriosklerose herzustellen.
Dabei ware die Entwicklung von selektiven Hemmstoffen der MMP Isoenzyme von
grol3er Bedeutung, allerdings existieren derzeit noch keine Substanzen dieser Art

mit zufrieden stellenden selektiven Eigenschaften fur in-vivo-Experimente.
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5. Zusammenfassung

Die progressive Entwicklung einer Transplantatvaskulopathie ist die Hauptursache
fur ein Versagen des initial gesunden transplantierten Organs und damit der
limitierende Faktor fir das Langzeitiberleben. In diesem Zusammenhang spielt
das Endothel eine entscheidende Rolle, da es anatomisch gesehen eine
strategische Position zwischen zirkulierendem Blut und glatter GefaRmuskulatur
einnimmt und so als wichtiger Regulator der Gefallwandfunktion wirkt.

Der globale Ischamie- und Reperfusionsschaden des Myokards spielt in der
frihen postoperativen Organdysfunktion eine wichtige Rolle. Dabei entsteht eine
Vielzahl von Mediatoren, die Einfluss auf die Endothelfunktion nehmen, wie etwa
NO, Superoxid und Peroxynitrit als reaktive Sauerstoffspezies und deren
Effektormolekiile (z.B. Matrixmetalloproteinasen).

Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, inwieweit die beobachtete
Funktionsstorung der Koronargefalle 24 Stunden nach I/R nach heterotoper,
allogener Herztransplantation in der Ratte durch endogene, oxidative Substanzen
und deren Effektormolekile vermittelt wird.

Dazu wurden zwei Substanzen einzeln und in Kombination therapeutisch
eingesetzt. Der hoch selektive INOS Inhibitor 1400W verhindert die Bildung von
NO durch die induzierbare NO Synthase und exogen zugefluhrte SOD neutralisiert
das im Zuge der I/R entstehende Superoxid. Somit wird auch Einfluss auf die
Bildung von Peroxynitrit genommen. Zusatzlich sollte die Rolle von
Matrixmetalloproteinasen bei der Entstehung der endothelialen Dysfunktion naher
untersucht werden, wobei eine selektive MMP Inhibierung nicht vorgenommen
wurde.

Es wurde gezeigt, dass die kontinuierliche Therapie mit einem hoch selektiven
INOS-Inhibitor oder SOD wahrend I/R die koronare Vasomotorik nach
Herztransplantation dosisabhangig verbessert (sowohl endothelab- als auch —
unabhangig).

Der selektive iINOS Inhibitor 1400W fuhrt zu einer verminderten NO- und
Superoxidbildung. Peroxynitrit als reaktives Produkt aus NO und Superoxid ist als
Nitrotyrosin immunhistochemisch in den Therapiegruppen deutlich vermindert
nachzuweisen. Matrix-Metalloproteinase-9 wird durch ROS wie NO, Superoxid
und Peroxynitrit aktiviert, ihre Aktivitat wird durch Therapie mit 1400W und/oder
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SOD reduziert und damit die Vasomotorik verbessert, weswegen uber ihre
potenzielle Rolle bei der Vermittlung der endothelialen Dysfunktion spekuliert
werden kann.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung haben Bedeutung fiur Klinik und Therapie,
denn die Entwicklung einer TVP zu einem spateren Zeitpunkt kdnnte reduziert
oder gar verhindert werden, wenn die frihe Organfunktion nach I/R nicht

beeintrachtigt wird.
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