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Einleitung

1.1 Myokardiale Ischémie und frithe Reperfusion

Die Versorgung des Herzmuskels mit Sauerstoff und Né&hrstoffen ist an die
adaquate Durchblutung der Koronargefal3e gebunden. Durch koronarsklerotische
Prozesse (Plaquebildung) werden Gefallverengungen hervorgerufen, die bei
kritischer Stenosierung zu einer myokardialen Minderdurchblutung fuhren. Diese
Durchblutungsstérung wird als Ischdmie bezeichnet und stellt eine
Minderversorgung des betroffenen Gewebes mit Sauerstoff dar. Hamodynamisch
ist dieses Ereignis mit einer Verringerung der myokardialen Kontraktilitat in dieser
Region verbunden, die damit dem verminderten energetischen Angebot Rechnung
tragt. Dieser pathophysiologische Zusammenhang wird in der Klinik als Angina
pectoris beschrieben und kann in der Regel als Vorstufe zu einem Myokardinfarkt
gesehen werden. Dieser entsteht, wenn ein Kranzgefal3ast komplett Uber l&angere
Zeit (>30min) durch einen Thrombus verschlossen ist, ohne dal3 es in diesem
Gebiet zu einer ausreichenden Versorgung Uber Kollateralen kommt
(Braunwald, 1989).

Alle therapeutischen Bemuhungen in der Klinik zielen auf eine schnelle und
wirksame Reperfusion des ischdmischen Gewebes ab (Boyle u. Weisman, 1993).
Dies gelingt in der Regel durch medikamentdse (Fibrinolyse, Glycoprotein lIb/llla
Antagonisten) und mechanische (PTCA, Stentimplantationen, Bypass-
Operationen) Interventionen (Koren et al., 1985; Weaver et al., 1997). Die
Reperfusionsphase mit einer Reoxygenierung des Gewebes zeichnet sich am
Patienten und im Tierexperiment durch komplexe Rhythmusstérungen (,Reper-
fusionsarrhythmien®) sowie in einer Uber Stunden und Tage reversibel ab-
laufenden, eingeschrankten Pumpkraft (,myocardial stunning®) aus (Bolli, 1990).
Auch die Endothelzellen kdénnen funktionell gestért sein (endothelial stunning).
Dies fiihrt zu einer beeintrachtigten Vasodilatation und Odembildung, sowie zum
.no-reflow“-Phdnomen im reperfundierten Areal. Diese Klinischen und
experimentellen Beobachtungen machen deutlich, da? die Reperfusion eine

instabile Phase fur den postischamischen Herzmuskel darstellt.



1.2 Der Reperfusionsschaden des postischdmischen Myokard

Im ischamischen Herzmuskelgewebe kann die Wiederherstellung des Blutflusses
prinzipiell zu einer Erholung der reversibel geschadigten Zellen und ihrer Funktion
innerhalb von zeitlichen Grenzen flhren. Aus neueren experimentellen
Untersuchungen ist jedoch bekannt, dal3 durch die Reoxygenierung des
Herzmuskelgewebes in der frihen Phase der Reperfusion paradoxerweise ein
zusatzlicher funktioneller Zellschaden (negative Inotropie) und struktureller
Schaden (Zellnekrosen) entsteht, der durch unterschiedliche Zelltypen und
pathologische Stoffwechselprozesse im Myokard hervorgerufen wird (Entman u.
Smith, 1994). Dieser Reperfusionsschaden mit seinen molekularen und
metabolischen Veranderungen des Herzmuskelgewebes bestimmt im weiteren
Verlauf die Funktion und Qualitat des myokardialen Zellverbandes in der
betroffenen Region. In seiner reversiblen Form wird dieses Phanomen als
.myocardial stunning“, in seinem irreversiblen Ablauf als Myokardinfarkt
bezeichnet (Lefer und Granger, 2000).

An der Pathogenese des myokardialen Reperfusionsschadens sind ortsstandige
Zellen des Herzmuskelgewebes wie Endothelzellen, Makrophagen, Mastzellen
und Kardiomyozyten, aber auch von extern infiltrierende Entziindungszellen
(Monozyten und andere Leukozyten) in gegenseitiger Interaktion beteiligt
(Lucchesi, 1990). Alle diese Zellen bilden reaktive Sauerstoff-Verbindungen
(ROS), die die GefalRendothelien und die Kardiomyozyten direkt schéadigen

koénnen.

Die freien Sauerstoff-Radikale stehen im Mittelpunkt des Geschehens in der
frihen Reperfusionsphase des postischamischen Myokard. Diese Molekile
besitzen ein unpaares Elektron auf der &auf3eren Elektronenschale und sind
dadurch chemisch instabil und hoch reaktiv. Sie kdnnen Kettenreaktionen
auslosen, die zu irreversiblen chemischen Veranderungen an den zellularen
Lipiden und Proteinen fuhren und damit Zellstérungen bis zu Nekrosen auslosen.
Unter physiologischen Bedingungen fuhren nur 5% des gesamten Sauerstoff-
umsatzes einer gesunden Herzmuskelzelle zur Bildung freier Radikale und ROS.

Diese werden quantitativ durch spezielle Enzyme (,Radikalenfanger®) wie
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Superoxid-Dismutase, Glutathion-Peroxidase und Katalase entgiftet (Mc Cord,
1988).

Reaktive Sauerstoffverbindungen werden von verschiedenen Enzymen in diversen
Zellkompartimenten gebildet: Endoplasmatisches Retikulum (mehrere Oxidasen; P
450), Mitochondrien (Atmungskettenenzyme; P 450), Peroxisomen (multiple
Oxydasen), Lysosomen (Myeloperoxidase, NO-Synthase) und Zytosol (Xanthin-
oxidase). Es entstehen Superoxid-Anionen (Oy’), die in weiteren Reaktionen zu
Hydroxyl-Radikalen (OH), Wasserstoffperoxid (H»0;) und anderen reaktiven
Sauerstoffverbindungen sowie Stickstoffmonoxid (NO) umgewandelt werden
(Garlick et al., 1987). Diese Substanzen konnen beispielsweise intrazelluléar die
Nukleinséduren des Zellkerns und durch Peroxidation der Lipide die Struktur der

Zellmembran zerstéren (Lefer und Granger, 2000).

Die freien Radikale besitzen einen direkten, depressiven Effekt auf die
myokardiale Pumpfunktion. Diese Beeintrachtigung beruht auf einer gestorten
Calcium-Verteilung im Zytosol und den intrazellularen Speichern (Sarko-
plasmatisches Retikulum, Mitochondrien). Bei einer normalisierten Durchblutung in
der frihen Reperfusionsphase behindern die neugebildeten Radikale den
Elektronentransport in den Mitochondrien (Atmungskette) und kénnen chemisch
mit den Lipid- und Proteinbausteinen von Membranen, lonentransportern und
Enzymen reagieren. Dadurch kénnen die zuvor abgebauten ATP-Reserven nicht
genugend aufgefullt und viele Stoffwechselvorgange und lonengradienten nicht
aufrechterhalten werden. Betroffen ist davon besonders die zytosolische ionale
Calcium-Fraktion. Vermehrt von auf3en angebotene Calcium-lonen kénnen nicht
im Zytosol (ber ATP-verbrauchende Ca®'-ATPasen an die intrazelluldren
Speicher  (Mitochondrien, Sarkoplasmatisches Retikulum) oder wieder
transsarkolemmal nach aul3en abgegeben werden (Aufthebung der intrazellularen
Calcium-Homoostase). In der Summe der Ereignisse erhéht sich dadurch die
zytosolische Ca?*-Fraktion und verursacht eine Calcium-Uberladung des Myozyten
mit einem initialen diastolischen und spateren systolischen Kontraktionsschaden
(Meldrum, 1998).



Bei einer chemischen Veranderung des kontraktilen Apparates (Aktin-Myosin--
Komplex) durch die freien Radikale nimmt die Sensitivitat der kontraktilen Proteine
fur Calcium-lonen ab. Im Zusammenspiel tragen beide Mechanismen — die
Calcium-Uberladung und die Calcium-Desensitivierung — zum Phanomen des
.myocardial stunning“ bei, das Uber Stunden und Tage nach der Reperfuson
anhalten kann und definitionsgemald als reversibler Reperfusionsschaden gilt
(Bolli, 1990). Bei starkeren funktionellen und metabolischen Schaden der
Herzmuskelzellen durch lang anhaltende Ischamien und eine extrem hohe
Radikal-Bildung in der anschlieRenden Reperfusionsphase ist der Ubergang zu

irreversiblen Schaden mit Einzelzellnekrosen und Infarktarealen vorgezeichnet.

Als weiteren Effekt I6sen die freien Radikale zusammen mit den nekrotischen
Zellen Uber gewebsstandige Mastzellen und Makrophagen durch Zytokininduktion
eine Entzindungskaskade aus, die zu einer Einwanderung von Monozyten und
neutrophilen Granulozyten in das Herzmuskelgewebe fuhrt (s. u. 4.1.2.4). ROS
konnen sogar direkt die Expression von Entziindungsmediatoren, insbesondere
die von Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNFa) in den betroffenen Zellen ausldsen

(Frangogiannis et al., 2002).

1.3 Herkunft und Bedeutung von TNFq

TNFa wurde Mitte der 70er Jahre als ein durch Endotoxin induzierbarer Serum-
Faktor entdeckt. Der Name des Proteins leitet sich von seiner Fahigkeit ab, im
Tierexperiment Zellen von transplantierten Tumoren zu nekrotisieren sowie den
Zelluntergang von neoplastischen Zelllinien bei in vitro Experimenten hervor-
zurufen (Carswell et al. 1975). Zehn Jahre spater gelang die Reinigung des
Proteins und die Identifizierung des menschlichen Gens fir TNFo.. Humaner TNFa
wird initial als 233 Aminosauren (AS) langes transmembranares Protein syn-
thetisiert und kann anschlieend als ein 157 AS langes, nicht glykosyliertes
Protein von der Zellmembran abgespalten werden (Aggarwal et al.,1985; Wang et
al.,1985). Bei Mausen und Ratten besitzt dieses Spaltprodukt 156 AS und ist
zusatzlich mit Sialylsdure und N-glykosylierten Resten versehen (Pennica et
al.,1985; Sherry et al.,1990).



TNFa liegt in vivo als Homotrimer vor und kann in Zellen des Immunsystems
(Mastzellen, Makrophagen, Lymphozyten etc.) wie auch in den Parenchymzellen
vieler Organe (z.B. Thymus, Niere, Darm, Milz, Herz etc.) durch verschiedene
Stimuli gebildet werden (Galli, 1993; Giroir et al., 1992). Dieses Zytokin entfaltet
seine unterschiedlichen Wirkungen im Organismus Uber die an vielen
Zellmembranen vorkommenden beiden TNFa-Rezeptoren TNF-RI und TNF-RII
(Tartaglia et al., 1993). Beide Rezeptoren kommen im gesunden und insuffizienten
Myokard vor, wahrend das TNFa-Protein angeblich nur im insuffizienten
Herzmuskelgewebe gebildet wird (Torre-Amione et al., 1996). Der TNF-RI kann
durch loslichen TNFa, TNF-RII kann sowohl durch l6slichen TNFa als auch durch
membrangebundenen TNFa aktiviert werden. Die vom membranstandigen
Rezeptor nach intrazellular geleitete Signalkaskade ist sehr komplex und richtet
sich primar an den Zellkern, in dem es zur Transkription von Genen mit der an-
schlieBenden Bildung von Zytokinen sowie zur Vermittlung von apoptotischen,
antiapoptotischen und proliferationsférdernden Effekten kommt (Ledgerwood et
al., 1993; Krown et al., 1996).

TNFa spielt eine Schlisselrolle im Start und Ablauf einer Entziindung (Vilcek und
Lee,1991). Bei der Ausschaltung mikrobieller Erreger und Viren fuhrt dieses
Zytokin zur Einwanderung und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und
Monozyten am Ort der Infektion. Neben diesen lokalen Wirkungen kann TNFa
systemische Effekte wie Fieber und Kachexie, sowie die Synthese von Akut-
Phase-Proteinen der Leber und Aktivierung von Lymphozyten hervorrufen. Bei
hohen Konzentrationen im Serum kann TNFa zusatzlich intravaskulare

Thrombosen und Schock auslésen (Kumar et al.,1996; Parillo et al., 1990).

Neuerliche experimentelle Befunde weisen darauf hin, da TNFa auch im Herz-
muskel eine wichtige Rolle spielen kann. Patienten nach akutem Herzinfarkt
wiesen im Serum einen erhdhten Spiegel von TNFa auf (Neumann et al., 1995).
Ein Anstieg dieses Zytokins zeigte sich auch im Blut von Patienten, die sich
aufgrund einer hochgradigen Koronarsklerose einer Bypass-Operation unter-
ziehen mufdten (Massoudy et al., 2000). Dal} die erhéhten Werte fir TNFa nicht
als reine Epiphanomene, sondern sogar als bestimmend fur das pathologische

Geschehen zu deuten sind, beweisen experimentelle Beobachtungen bei
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Labortieren. Bei genetisch modifizierten Mausen fiihrte eine leichtgradige Uber-
expression von TNFa-Protein im Myokard zu einer dilatativen Kardiomyopathie
(Kubota et al., 1997a); bei massiver Uberexpression kam es zu einer hypertrophen

Kardiomyopathie mit Myokarditis und hoher Letalitdt (Kubota et al., 1997b).

Experimentelle Ergebnisse aus unterschiedlichen Tiermodellen haben gezeigt,
dall TNFa eine wichtige, zum Teil aber ungeklarte funktionelle Bedeutung beim
postischamischen Reperfusionsschaden des Herzmuskels hat (Meldrum, 1998). In
der Literatur gibt es Hinweise auf eine benefizielle Wirkung von TNFa, die sich
beispielsweise in einer erhdhten funktionellen Resistenz gegeniber den Folgen
eines myokardialen Reperfusionsschadens (Brown et al., 1992) sowie in einer
Verringerung der Infarktausweitung  darstellt (Kurrelmeyer et al.,, 2000).
Ungunstige Effekte von TNFa werden durch die Verminderung der Kontraktilitat
des linken Ventrikel (Kapadia et al.,1995), eine Verstarkung des postischamischen
Reperfusionsschadens mit Leukozyteninfiltration (Maekawa et al., 2002) sowie
durch den Nachweis von postischamischen Apoptosen beschrieben (Fliss und
Gattinger, 1996).

Uber die Herkunft und Freisetzung von TNFa im Herzmuskelgewebe bestehen in
der Literatur unterschiedliche Auffassungen. Die Arbeitsgruppe um Entman stellt
die ortsstandige Mastzelle als Hauptsynthese- und Freisetzungsort fur die TNFa-
Produktion heraus (Frangogiannis et al., 1998). Andere Autoren halten die
infiltrativ eingewanderten Entziindungszellen (Monozyten und andere Leukozyten)
fur die TNFa-Bildung nach einem Myokardinfarkt fir hauptverantwortlich (Marx et
al.,1997). Im Gegensatz dazu gibt es experimentelle Ergebnisse, die die Kardio-
myozyten als Hauptproduktionsort dieses Zytokins nahelegen (Irwin et al., 1999).
Gleichzeitig ist nicht bekannt, wie sich die Anteile des freigesetzten TNFo nach
Ischdmie und Reperfusion quantitativ auf die einzelnen Zelltypen im Myokard
verteilen.

Die Klarung dieser Fragen ist fir das pathophysiologische Verstandnis des
postischamischen Reperfusionsschadens von erheblicher Bedeutung und ergabe
grundsatzlich die Mdglichkeit zu neuen Therapieansatzen.
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1.4 Fragestellung

Aufgrund der dargelegten Ergebnisse uber die Bedeutung von TNFa in der
postischamischen Reperfusionsphase standen die unten aufgefiuihrten Fragen im
Vordergrund des Interesses. Zu ihrer Klarung wurde das Modell des isoliert
perfundierten Mauseherzens nach Langendorff benutzt. Bei der Spezies Maus
gibt es sowohl die Mdglichkeit, den Einflul3 einzelner Gene mit Hilfe diverser
knock-out (k.0.)-Tiere (Tiere, bei denen spezielle Gene entfernt wurden) auf die
TNFa-Freisetzung zu untersuchen, als auch den Einflu pharmakologischer
Substanzen zu testen. Bisher gibt es in der Literatur nur wenige Untersuchungen,
die sich mit der TNFa-Freisetzung an k.o. -Tieren beschaftigten.

Die Spaltung von synthetischem TNFa-Peptid wurde zusatzlich in Herzmuskel-
homogenaten nach Gaben von verschiedenen Protease-Inhibitoren bestimmt. Die
an der Bildung von TNFa-Protein beteiligten Gewebezellen wurden in immunhisto-

chemischen Praparaten ermittelt.

Im Einzelnen sollten dabei folgende Fragen beantwortet werden:

1.) Welche zeitlichen und quantitativen Unterschiede weist die Abgabe von
TNFo unter Normoxie und nach postischamischer Reperfusion bei Mause-
herzen auf ?

2) Unterscheiden sich Transsudat (Mischung aus interstitieller Flussigkeit und
Lymphe des Herzmuskels) und Koronareffluat beziiglich des Gehaltes an
TNFa ?

3) Wie verlauft die Histamin-Freisetzung in der Reperfusionsphase ?

4) Konnen anhand der Kinetik der TNFa-Abgabe bei den einzelnen
Interventionen unterschiedliche biologische Freisetzungsmodi identifiziert
werden ?

5.) Lalt sich die TNFa-Freisetzung wahrend der postischdmischen Reperfusion
durch genetische Modifikationen oder pharmakologische Interventionen
beeinflussen ?

6.) Welche experimentellen Hinweise ergeben sich auf die myokardialen

Gewebezellen, die an der TNFa-Produktion beteiligt sind?
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Material und Methoden

2.1 Modell des isolierten Mduseherzens

Die vorliegenden Untersuchungen wurden an isolierten, ,retrograd” perfundierten
Mauseherzen durchgefiihrt. Dabei wurden ausschliel3lich Herzen mannlicher
Tiere mit einem Gesamtgewicht >20g verwendet. Die einzelnen Herzen wogen
zwischen 120 und 200mg. Fir die Experimente wurden Mastzell-defiziente
WBB6F,-Kit"V/Kit""  (Kit"""")-Mause und deren entsprechender Wildtyp
WBB6F1+/+(Kit""), Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-1-k.0.(TNF-RI")-Méause, Inter-
leukin-6-k.0.(IL-67)-M&use und Matrix-Metalloprotease-7-k.0.(MMP-7")-Mause
untersucht. Als Kontrollen dienten Wildtyp-Méause (C57 BL/6 Charles River, Sulz-
feld, Deutschland).

Das Perfusionsmodell basiert im Prinzip auf einer von Langendorff entwickelten
JApparatur  zur  Durchfihrung von Untersuchungen am (berlebenden
Saugethierherzen® (Langendorff, 1895). Gemal} dieses Versuchaufbaues wurde
eine Kanule in die Aorta ascendens oberhalb der Aortenklappenebene
eingebunden. Diese Kanule war mit einer 140cm hohen Wasserséaule im Steigrohr
mit separatem Warmekreislauf von 37°C verbunden (s. Abb. 1). Der durch die
Wassersaule hervorgerufene hydrostatische Druck schlofl3 die Aortenklappe, so
dald bei suffizientem Klappenschlu3 kein Perfusionsmedium in den linken Ventrikel
gelangte. Gleichzeitig bewirkte diese Wassersaule, da? das Myokard passiv tber
die oberhalb der Klappenebene entspringenden Koronargefal3e perfundiert wurde.
Der KoronarfluR gelangte Uber den Koronarsinus in den rechten Vorhof und
wurde von dort Uber den rechten Ventrikel in die Pulmonalarterie ausgeworfen.

Das Koronareffluat konnte bei Bedarf in Eppendorf-Hitchen aufgefangen werden.
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Abb.1:
Schema der Langendorff-Apparatur

Transsudat

Im Langendorff-Modus fuihrt somit nur der rechte Ventrikel eine Druck-Volumen-
Arbeit aus, wahrend der linke Ventrikel lediglich ohne Fullung und Auswurf
kontrahiert. Wéahrend des Experiments kann neben dem Koronarflu3 (ca.
1,5ml/min) auch das sogenannte Transsudat (<0,5ml/min) aufgefangen werden,
das epikardial austritt und an der Herzspitze abtropft. Das Transsudat stellt eine

Mischung aus interstitieller Flissigkeit und Lymphe des Herzmuskelgewebes dar.
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Bei den verwendeten Mauseherzen enthielt es zusatzlich praparationsbedingt

einen Anteil Leckfluf3.

2.2 Praparation und Apparatur

Vor Versuchsbeginn wurden die Mause gewogen, anschliel3end mit Diethylather
narkotisiert und mit einem Schlagbolzen get6tet. Danach wurden die Tiere in
Ruckenlage zur Herzentnahme fixiert und beide Karotiden zur Entblutung
durchtrennt. Nach rascher Er6ffnung des Thorax wurde das Herz mit 8°C kalter,
0,9%iger NaCl-Losung umspult und dadurch zum Stillstand gebracht. Lungen,
Thymus und Perikardreste wurden durch Abtrennen entfernt. Nachdem mit Hilfe
einer Mikropinzette die Aorta mit einem Faden unterfahren und dieser mit einem
losen Knoten um das Gefal3 gelegt wurde, konnte die Aorta im Ascendensteil
angeschnitten und anschlieRend eine Metallkanile eingebunden werden. Danach
wurde das Herz sofort mit einer auf 37 °C angewarmten, modifizierten Krebs-
Henseleit-Losung (KHL) druckkonstant perfundiert. Die KHL (126 mM NaCl, 24
mM NaHCOg3, 4,7 mM KCI, 0,6 mM MgCl,*6H,0, 1,25 mM CaCl,*2H,0, 1,2 mM
KH2PO4, 0,3 mM Pyruvat, 5,5 mM Glucose, 5 U/l Insulin) wurde mit 5,6% CO,
und 94,4% O, begast (Gasmischpumpe, K.Wdsthoff, OHG, Bochum, Deutsch-
land), wodurch ein pH-Wert von 7,4 im Medium resultierte. Danach wurde das
Herz aus dem Thorax mit einer Schere freiprapariert und in die Apparatur (s.
Abb.1) dberfuhrt. Die praparationsbedingte Ischamiezeit betrug 3-5 min. Die
gesamte Praparation wurde mit Hilfe einer auf ein Brillengestell montierten Lupe
(3-fache Vergrof3erung) durchgefihrt .

An der Apparatur wurden am Herzen beide Hohlvenen und die Vena azygos
ligiert, sowie die Arteria pulmonalis mit einer Metallkanile sondiert und
eingebunden. Zusatzlich wurde zu diesem Zeitpunkt tber einen Infusomaten eine
Noradrenalin-Loésung direkt oberhalb des Dreiwegehahnes (s. Abb.1) in das
koronare Perfusat eingebracht, so daR eine 3x 10" M Endkonzentration im Herzen
resultierte. Spatestens nach der Noradrenalin-Infusion begann das Herz erneut
hochfrequent (>500/min) zu schlagen. Um Warmeverluste Uber den gesamten
Versuchsablauf auszugleichen, befand sich das Herz in einem doppelwandigen,
wassergefillten Glaszylinder, der einem Warmekreislauf (37°C) angeschlossen

war. Fur die pharmakologischen Interventionen (s.u. 2.4) wurde in den Schlauch
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oberhalb der Aortenkanile mit Hilfe einer Injektionsnadel ein weiterer Infusomat
angeschlossen, der die eingesetzten pharmakologischen Substanzen dem
Perfusionsmedium zufuhrte (s.Abb.1).

Zur Induktion einer globalen Ischamie wurde in die Apparatur ein Dreiwegehahn
eingebaut, der die Perfusion des Herzens unterband (s. Abb. 1). Kurze Zeit spater
sistierten die Kontraktionen sowie der Flu? von Transsudat und Koronareffluat.
Die Reperfusionsphase konnte durch erneute Freigabe des Perfusates uber den
Dreiwegehahn eingeleitet werden. Bei (n=3) Wildtyp-Herzen wurde fir
histologische Fragestellungen lediglich eine partielle 15 min Ischamie durchge-
fuhrt. Hierfur wurde 1mm unterhalb des linken Herzohres der Ramus inter-
ventricularis anterior aufgesucht und dort zusammen mit einem dinnen Plastik-
schlauch mit Hilfe eines 8er OP-Fadens Gewebe schonend eingebunden (s. Abb.

2). Durch einfaches Herausziehen des Schlauches konnte dann nach 15 min die

Reperfusion eingeleitet werden.

Abb. 2: Mauseherz mit Ligatur des
Ramus interventricularis anterior
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2.3 Versuchsablauf bei globaler Ischamie und Reperfusion

Nach Fertigstellung der Préaparation folgte eine Aquilibrierungsphase von 30min
(Einschlagzeit). In dieser Zeit wurde das Herz mit konstantem Druck (140cm
Wassersaule) und der modifizierten KHL perfundiert. Danach schlofl3 sich eine 15
minutige Phase einer globalen Ischamie an. In diesem Zeitbereich fiel die
Temperatur des Herzmuskels an seiner Oberflache auf 29,0°C ab. Eine &hnliche
Temperaturabnahme unter diesen Bedingungen wird von anderen Arbeitsgruppen
angegeben (Paz et al., 2003). Um den Temperatureinflul zu testen, wurde bei
einer Untergruppe von Wildtyp-Mausen das Herz wahrend der Ischamiezeit in eine
37°C warme Tyrode-Lésung (137 mM NacCl, 2,6 mM KCI, 1,0 mM MgCl,x6H.0,
3,0 mM CaCl,, 1,0 mM Tris-Base, 0,1 % Glukose, pH=7,4) komplett eingetaucht.

Die anschlieBende Reperfusionszeit begann durch akute Wiederherstellung der
urspringlichen Perfusionsbedingungen. Vor und wahrend der Reperfusionszeit
konnten zu bestimmten, festgelegten Zeitpunkten (15 min und 1min
praischamisch, 1,10, 20, 30, 60, 90 min postischamisch) Proben von Koronarflul3
und Transsudat in Eppendorf-Hutchen aufgefangen und danach in flissigem
Stickstoff bei -196 °C zur weiteren Analyse schockgefroren werden. Die schock-
gefrorenen Proben wurden in der Regel auf ihre TNFa-Konzentration (pg/ml), in
Einzelféallen auf Histamin (ng/ml) untersucht. Am Ende des Versuches wurden die
Herzen entweder gewogen oder fir bestimmte histologische Fragestellungen mit
Formalin (1%) retrograd perfundiert und fixiert bzw. flr Proteaseaktivitats-

Messungen im Herzmuskelgewebe schockgefroren.

2.4 Genetische und pharmakologische Modifizierungen

Spezielle Untersuchungen wurden an Mastzell-defizienten WBB6F;-Kit"/Kit""
(Kit"""™)-Mausen (GSF Minchen, Deutschland) (Maurer et al.,1998), TNF-RI-k.o.
(C57BL/6 TNF-RI")-Mausen (TU Miinchen und Charles River, Deutschland)
(Pfeffer et al., 1998), Interleukin-6-k.0. (C57BL/6 IL-67)-Mausen (Medizinische
Hochschule Hannover) (Fuchs et al., 2003) und Matrix-Metalloprotease-7-k.o.
(C57BL/6 MMP-?"')-Mausen (Howard Hughes Medical Institute, Vanderbilt
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University, Nashville, TN, USA) (Wilson et al., 1997) durchgefihrt. Der
Versuchsablauf entsprach dem unter 2.3 dargestellten Vorgehen.

Die pharmakologischen Untersuchungen wurden mit Matrix-Metalloprotease-
Inhibitor Il (MMP-Inh-IlI);, Tumor-Nekrose-Faktor-a-Protease-Inhibitor (TAPI),
Cycloheximid (CHX) und ortho-Phenanthrolin durchgefihrt. Die Untersuchungen
mit MMP-Inh-Il, TAPI (beidelOuM) und o-Phenanthrolin (100uM) erfolgten mit
einer Infusion der Substanzen, beginnend 15 min vor der geplanten globalen
Ischamie durch den Infusomaten. Das CHX (10uM) wurde in gleicher Weise,
jedoch erst unmittelbar mit Beginn der Reperfusionsphase infundiert. Der
Versuchsablauf entsprach insgesamt dem unter 2.3 beschriebenen Vorgehen.
Eine Gruppe von Wildtyp-Mausen wurde als Kontrollgruppe tber 135 min ohne

Ischdmiephase untersucht (normoxische Kontrollen).

Proben-
entnahme €
Aquilibrierungs-
phase

Infusionsbeginn von Infusionsbeginn von
- TAPI - CHX

- MMP-Inh-II

- Orthophenanthrolin

Reperfusion

10 20 30 60 90 Minuten

Abb. 3: Zeitgang des Versuchsablaufes: Nach Einbringung des Herzens in die Apparatur und
Beginn der retrograden Perfusion der Aorta (-45min) beginnt die Aquibrilierungsphase (-45min
bis —15min). Es schlieen sich die Ischdmie (-15 min bis 0 min) und die Reperfusionsphase (0
min bis 90 min) an. Die Probenentnahme (kleine Pfeile) wird zu den markierten Zeitpunkten
vorgenommen. Der Infusionsbeginn der einzelnen Pharmaka (lange Pfeile) ist ebenfalls
kenntlich gemacht.
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2.5 Nachweismethoden

2.5.1 Bestimmung von TNFa und Histamin

Die TNFa- und Histamin-Konzentrationen wurden zu den angegebenen Zeiten im
Transsudat bzw. Koronareffluat der Mauseherzen mit Hilfe von Enzyme-Linked-
Immunosorbent-Assay (ELISA)-Tests nachgewiesen. Die kommerziell erhalt-
lichen Nachweis-,Kits* stammten von der Firma Biosource, Nivelles, Belgien (Rat
TNFa ultrasensitive ELISA); die entsprechenden Histamin-Kits von Immunotech/
Beckman Coulter, Krefeld (Histamine Enzyme Immunoassay Kit). Die
Durchfiuhrung der ELISA-Tests erfolgte nach Vorschrift und Anleitungen der
jeweiligen Hersteller. Durch Multiplikation der so ermittelten Konzentration (pg/ml)
mit der FluR3rate (ml/min) konnte die Freisetzungsrate (pg/min) der jeweiligen

Substanz bestimmt werden.

2.5.2 Histochemische und immunhistochemische Methoden

Fur die Fixierung der Mauseherzen zur Herstellung von Paraffinschnitten wurden
die isolierten Herzen einige Minuten im Langendorff-Modus perfundiert und
anschlieend fur 5 min durch retrograde Perfusion mit einer 1%igen Formalin-
l6sung (FluBrate 1,5 ml/min) fixiert. Daraufhin wurden die Praparate aus der
Perfusionsanlage entnommen, die Vorhofe entfernt und die Ventrikel durch einen
Schnitt transversal zum Septum in zwei Teile getrennt. Das Gewebe wurde in
einer 1%igen Formalinldsung bei 4-8 °C aufbewahrt. Die Einbettung des Myokard
in Paraffin und die Anfertigung der 5 um dicken Gewebsschnitte erfolgte in der
Anstalt fur Anatomie der LMU (Institutsdirektor Prof. Dr. med. U. Welsch).
Mastzellen wurden anhand ihrer Heparin-haltigen Granula mit Alcianblau
angefarbt; TNFa wurde immunhistochemisch nachgewiesen. Der primare Anti-
korper zur Darstellung von TNFa in den Praparaten war ,Anti rabbit TNFa-

Antikoérper* (Molecular Probes Europe, Leiden, Niederlande).
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2.5.3 TNFa-Peptid—Spaltung in Herzmuskelhomogenaten

Zur Bestimmung der TNFa-spaltenden Protease-Aktivitaten im Herzmuskel-
homogenat wurde ein spezielles Peptid gewéhlt, das bei spezifischer Spaltung
fluoresziert und damit die Proteaseaktivitat quantitativ darstellt.

Das Wirkprinzip dieser Methode besteht darin, dall zum Hermuskelhomogenat
ein synthetisches Peptid, das die TACE-Spaltsequenz innerhalb von TNFa enthalt,
hinzugegeben wird und das von den myokardialen Proteasen gespalten werden
kann. Das Peptid hei3t DABCYL-TNFa-EDANS und besteht im Prinzip aus drei
Funktionsarealen. Die N-terminale Gruppe (DABCYL) ist fluoreszenzabsorbierend.
Der 10 Aminosauren enthaltende mittlere Peptidanteil besitzt die spezifische
Spaltsequenz des TNFa fur TACE (TNFa—Converting Enzyme). Dieses Enzym
kann das membrangebundene TNFa freisetzen. Das C-terminale Fluorophor
(EDANS) wird im ungespaltenen Zustand durch den benachbarten DABCYL-Rest
in seiner Fluoreszenz supprimiert. Bei einer Spaltung des Peptids kommt es zu
einer rdumlichen Trennung der EDANS- und DABCYL-Gruppen, so daf} eine
Fluoreszenz mel3bar ist, deren Intensitat als direktes Ausmald der Peptidspaltung
gilt ( Beekman et al., 1996).

2.5.3.1 Herstellung von Herzmuskelhomogenaten

Die fur die Herstellung von Gewebshomogenaten vorgesehenen isolierten
Mauseherzen wurden nach Beendigung der Reperfusionszeit mit einer in
flussigem Stickstoff vorgekuhlten Aluminiumzange gefaldt, zusammengeprel3t,
durch kurzes Eintauchen in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 ° C
aufbewahrt. Das Gewebe wurde anschlieRend zur Analyse mit einem Morser in
flissigem Stickstoff zerrieben, mit 2ml Homogenisierungspuffer (50 mM Tris-HCI
pH 7,4, 320 mM Sucrose, 1mM DTT, 10g/ml Leupeptin, 2g/ml Aprotinin, 1 mM
NaV0;, 10 mM NaMO4, 11 mM NaF, 0,2% Nonidet P-40 (w/v)) versetzt und die
Suspension in einem Glas-Potter homogenisiert. Die Homogenate wurden fir 30
min mit 3900 x g bei 4° C zentrifugiert. Die dabei erhaltenen Uberstande wurden
in ein neues Gefald pipettiert und weiter untersucht. Die Bestimmung des
Proteingehaltes wurde photometrisch mit dem BCA Protein Assay durchgefuhrt.
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2.5.3.2 TNFa-Peptidspaltung durch Herzextrakte

Die Homogenate aus den Mauseherzen wurden 1:10 im Reaktionspuffer (50 mM
Tris-HCI pH 7,4, 1 mM NaV0Q,, 1 mM DTT, 10 mM NaMO,4, 5 mM NaF, 0,1 mM
ZnCly) verdinnt und in eine vorgefertigte Mel3platte gegeben. Zu einigen Ansatzen
wurde TAPI (100uM) oder MMP-Inh-II (10uM) hinzugegeben. Das DABCYL-
TNFa -EDANS Peptid wurde jeweils kurz vor der Messung zugesetzt. Die
Entstehung von Fluoreszenz in den Proben wurde in einer Zeitkinetik (Spectra
Fluor plus, Tecan, Salzburg, Osterreich) ermittelt. Die Anregungswellenlange
betrug 355 nm, die Emissionswellenlange 495 nm. Unmittelbar vor jeder der 30
im 2-min-Takt erfolgenden Messungen wurden die Ansatze programmgesteuert
geschittelt. Fur jede Probe wurde der mittlere Anstieg der Fluoreszenz pro
Zeiteinheit ermittelt (ARFU/min) und auf die Gesamtproteinmenge normiert

(ARFU/min * ug Protein).

2.6 Eingesetzte Chemikalien

Aprotinin: AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Arterenol: Sigma Chemical, St. Louis, USA

Ascorbinséaure (Vitamin C): Fluka, Buchs, Schweiz

BCA Protein Assay (Reagenzien A und B): Pierce, Rockford, IL, USA

DABCYL-TNFa-EDANS [(4-(4-Dimethylaminophenylazo)
Benzoyl-Leu-Ala-GIn-Ala-Val-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-5-((2-Aminoethyl-)
Amino-)Napthalen-1-Sufonséaure)]: Biochem, Heidelberg, Deutschland

Cycloheximid (CHX) [3-(2-(3,5-Dimethyl-2-Oxocyclohexyl)-2-Hydroxyethyl-)-
Glurarimid ]: Sigma, Steinheim, Deutschland

DMSO (Dimethylsulfoxid): Merck, Darmstadt, Deutschland

Diethylather (zur Narkose): Hoechst, Frankfurt a.M., Deutschland

DTT (Dithiothreitol): Sigma, St Louis, USA

Formalin (10 %): Sigma, St.Louis, USA

Glucose: Merck, Darmstadt, Deutschland

Leupeptin: AppliChem, Darmstadt, Deutschland

MMP-Inhibitor-11: Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

21



O-Phenanthrolin [1,10-Phenanthrolin-Monohydrat]: AppliChem, Darmstadt,
Deutschland
Np-40 (Nonidet P-40): Sigma, St. Louis, USA
TAPI-2 [(N-(2-(Hydroxyaminocarbonyl)Methyl-4-Methylpentanoyl-L-t-Butyl-Gly-L-
Ala-2-Aminoethylamid)] ,,TNFa-protease inhibitor*: Peptides International,
Louisville, USA

2.7 Statistische Untersuchungsmethoden

Die gewonnenen Probenkollektive wurden anhand der Analyse von Kolmogorow
und Smirnow auf die vorliegende Verteilung geprift (Sachs, 1975). Bei
vorliegender Normalverteilung kam der unverbundene t-Test nach Student zur
Anwendung. In allen anderen Fallen wurde der verteilungsfreie Wilcoxon-Test
eingesetzt. FUr Vergleiche innerhalb von Gruppen (Zeitreihen) wurden gepaarte t-
Tests durchgefihrt. Es wurden die Mittelwerte (MW), die Standardabweichung
(SD) und der mittlere Fehler des Mittelwertes (SEM) in den einzelnen Gruppen
bestimmt. Statistische Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05 bei zweiseitiger
Fragestellung angenommen. Die praktische Durchfihrung der Analysen erfolgte

mit dem Statistikprogramm ,Sigma-Stat".
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Ergebnisse

3.1 Vergleich der Gesamtflussraten unter den gewéahlten Versuchsbedin-

ungen

Die spontanen koronaren GesamtfluR3raten (Koronareffluat plus Transsudat) von 8
Wildtyp-Herzen nach abgeschlossener Praparation bis zum Versuchsende 135
min spater wurden zu bestimmten Zeitpunkten unter normaler Sauerstoffbegasung
ermittelt (s. Abb. 4). Die hochsten FluZraten (4 ml/min) wurden unmittelbar nach
Ende der Praparation mit Beginn der Einschlagzeit (Zeitpunkt -45 min) erzielt.
Bereits 15 min spéater erreichten die FluRraten ein Plateau (FIuf3 ca. 2 ml/min), das

bis zum Ende des Versuchs tendenziell leicht abfiel.

—&— C57BL/6 mit Ischamie/Reperfusion
—O— C57BL/6 ohne Ischamie

Ischamie

Fluz (ml/min)

O T T T T T T T 1
-40 -20 0 20 40 60 80 100

Zeit (min)

Abb. 4: Darstellung der koronaren GesamtfluBrate (ml/min) von
Wildtyp-Herzen (C57BL/6) mit und ohne Ischdmiephase Uber den
gesamten Versuchszeitraum (135 min). Die Kurve der Wildtyp-
Herzen mit Ischamie / Reperfusion (n=9) wurde den Kontrollen ohne
Ischamie (n=8) Uberlagert, indem die FluBwerte der Kontrolltiere
zum Zeitpunkt —15 min als Ausgangswert fiir das Ischamiekollektiv
diente. Die einzelnen Kurvenpunkte stellen den Mittelwert +/- SEM
dar. Die Ischamiezeit ist als weilRer Balken dargestellt. # =p< 0,05
postischamisch vs. praischamisch.
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Die ermittelten FluRraten dieser Mauseherzen dienten als normoxische
Kontrollen zu den einzelnen Interventionen (s.u.). So wurde der Zeitpunkt 30 min
nach Praparationsende als stabiler Ausgangspunkt fur den Beginn der

Ischamiephase gewahlt (Zeitpunkt —15 min in Abb. 4).

In Abb. 4 sind die FluRBraten der Wildtyp-Herzen (C57BL/6) nach 15 min Ischdmie
denjenigen der normoxischen Kontrolltiere tberlagert. Diese Darstellung ermég-
licht es direkt, das Ausmald der ,reaktiven Hyperamie* mit Einsetzen der
Reperfusion abzuschatzen. Der Koronarflul3 der Wildtyp-Herzen nach 15 min
Ischamie erreichte unmittelbar nach Beginn der Reperfusion (Zeitpunkt 0) einen
Gipfelpunkt (im Mittel ca. 3,0 ml/min). Bereits 10 min spater hatte der FluRwert
das Niveau des Kontrollkollektivs ohne Ischamie wieder erlangt.

Mit Ausnahme der WBB6F-Kit"V/Kit"V(Kit""")-Mause, bei denen der
postischamische Koronarflul3 anhaltend erhéht war, besal3en die genetisch modifi-
zierten Mause prinzipiell das Kurvenprofil der Wildtypen nach 15 min Ischamie,
wiesen jedoch aufgrund etwas unterschiedlicher praischamischer Ausgangswerte
unterschiedliche Gipfelhéhen auf (s. Abb. 5). In analoger Weise galt dies ebenfalls
fur die FlulRkurven der Wildtyp-Méause (C57BL/6) nach Gabe von Cycloheximid,
TAPI oder MMP-Inh-Il (s. Abb. 6). Auch hier war eine deutliche reaktive

Hyperamie nachzuweisen.
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Abb. 5: GesamtfluRrate von Wildtyp-Herzen (C57 BL/6) nach 15 min
Ischamie (n=9) im Vergleich zu Kit"""'-Herzen (n=5), IL-6-k.0.-
Herzen (n=7), TNF-RI-k.0.-Herzen (n=8), und MMP-7-k.0.-Herzen
(n=9).
4,5 4
—e— C57BL/6
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3,5
3,0
2
2,5 £
<
(8]
i)
2,0
1,5
1,0
0,5 T T T T T T T 1
-40 -20 0 20 40 60 80 100

Zeit (min)

Abb. 6: Gesamtflu3rate von Wildtyp-Herzen (C57BL/6) nach 15
min Ischamie (n=9) im Vergleich mit Wildtyp-Herzen nach
Gabe von Cycloheximid (n=7), TAPI (n=5) und MMP-Inh-II
(n=4).
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Eine davon unterschiedliche Kinetik wiesen die GesamtfluRBwerte fir die mit

100 uM o-Phenanthrolin behandelten Wildtyp-Herzen auf (s. Abb.7). Bemerkens-
wert war der unmittelbare starke Anstieg der Gesamtflu3rate auf 5,5 ml/min, d.h.
vor Beginn der 15 min globalen Ischamiephase. Wahrend der Reperfusion
verblieb der Flul3 der mit o-Phenanthrolin behandelten Herzen auf einem
Plateauwert (ca. 4,5 ml/min) bis zur 30. min, um dann bis zum Versuchsende
stetig abzufallen. Alle Kurvenpunkte liegen signifikant Uber denen der

normoxischen und ischamischen Kontrollherzen.

—e— C57BL/6
. —O— C57BL/6 mit 100uM o-Phenanthrolin
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-40 -20 0 20 40 60 80 100
Zeit (min)
Abb. 7: Gesamtflu3rate von Wildtyp-Herzen (C57BL/6) nach 15 min
Ischamie (n=9) im Vergleich mit Wildtyp-Herzen, die mit 100uM o-
Phenanthrolin behandelt wurden (n=4). * : p< 0,05 vs.zeitgleiche
Kontrollwerte
3.2
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Vergleich der normoxischen- und der ischamiebedingten

TNFa—Freisetzung

Um die spontane Freisetzung von TNFa nach abgeschlossener Praparation unter
Normoxie zu studieren, wurde die Substanzabgabe von TNFa (pg/min) von
Beginn der Aquilibrierungsphase (0 min) bis zum Versuchsende (135 min) zu
bestimmten Zeitpunkten an 8 C57BL/6 Mauseherzen ermittelt (s. Abb. 8). Aus der
Darstellung geht hervor, dal3 unmittelbar nach der Praparation ein Maximum der
TNFo-Freisetzung (ca. 5pg/ min) vorliegt. Diese Abgabe féllt dann relativ rasch
(nach ca. 20 min) auf ein konstantes Niveau ab (ca. 1,5-1,8 pg/min) und nimmt

im weiteren Verlauf bis zur 135. Minute noch weiter ab.

7 —O— C57BL/6 Normoxische Kontrollen

TNFoa—Freisetzung (pg/min)

0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit (min)

Abb. 8: Darstellung der spontanen TNFa-Freisetzung (pg/min) von
Wildtyp-Herzen (C57BL/6; n=8) unmittelbar nach Abschlul3 der
Préaparation (Zeitpunkt O min) bis zum Ende der Untersuchung
(135 min). Die Kurvenpunkte stellen Mittelwerte +/- SEM dar.
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Im Gegensatz dazu verlief die TNFoa-Freisetzung der Wildtyp-Herzen (C57BL/6)
nach 15 min Ischamie biphasisch (s. Abb.9). Vor der Ischamiephase entsprach die
TNFo—Abgabe derjenigen wahrend der Aquilibrierungsphase unter normoxischen
Bedingungen (s. Abb. 8). Unmittelbar mit einsetzender Reperfusion nach Ende der
15 min Ischamiezeit zeigte die TNFa-Abgabe einen ersten Gipfel. Dieser Gipfel
sank rasch auf Werte der normoxischen Kontrollherzen ab. Nach 60 min
Reperfusion erreichte die TNFo—Freisetzung im Effluat einen zweiten Gipfel, um
zur 90. min leicht abzufallen. Die Herzen von 8 zuséatzlichen Mausen wurden einer
15 min Ischamie bei 37°C ausgesetzt. Bei n=4 Tieren zeigte sich ein ahnlich
zweiphasiger Verlauf der TNFa-Freisetzung, der sich statistisch nicht signifikant
von den Mause-Herzen unterschied, deren Ischamietemperatur 29°C betrug
(Daten nicht gezeigt). Die anderen 4 Herzen dieses Kollektivs fuhrten nach Ende
der Ischamiezeit keine Kontraktionen mehr durch und waren daher fur die TNFo-

Bestimmungen nicht zu verwerten.
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Abb. 9: Zeitgang der TNFa-Freisetzung (pg/min) vor und nach 15min
Ischamie an Wildtyp-Herzen (C57BL/6; n=9). Die einzenen Kurvenpunkte
stellen Mittelwerte +/- SEM dar. Die Ischamiezeit ist als weier Balken
markiert. Die Kurve dient in den folgenden Diagrammen (Abb. 14-21) als
Kontrollkurve zu den einzelnen Interventionen.
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Die unterschiedliche Kinetik der spontanen TNFa-Freisetzung und der unter
Ischamiebedingungen ist als Uberlagerung der beiden Graphen in Abb.10
dargestellt. Daraus geht hervor, dalR der erste Gipfel mit einsetzender
Reperfusion und der spate zweite Gipfel (60 bis 90 min nach Reperfusion) sich
statistisch signifikant von den korrespondierenden Werten der spontanen TNFa-

Freisetzung unter normoxischen Bedingungen unterscheiden.

—@— C57BL/6 mit Ischamie/Reperfusion
—O— C57BL/6 ohne Ischamie

Ischamie

TNFa -Freisetzung (pg/min)
D

-40 -20 0 20 40 60 80 100
Zeit (min)

Abb.10: Vergleich der TNFa-Freisetzung (pg/min) von ischamisch,

reperfundierten Wildtyp-Herzen (C57BL/6; n=9) mit der spontanen TNFa.-

Freisetzung von Kontrollherzen ohne Ischamie (n=8; s. Abb. 8). * : p<0,05
vs. zeitgleiche Werte der normoxische Kontrollherzen.

3.3 TNFa —Freisetzung in Koronareffluat und Transsudat bei Wildtyp-
WBB6F;+/+ (Kit**) und Mastzell-defizienten WBB6F;-KitW/Kit¥¥ (KtWW-r)

-Herzen

Zur Differenzierung der TNFa-Freisetzung in Koronareffluat und Transsudat
wurden die jeweiligen FluRvolumina pro Minute zunachst getrennt aufgefangen
und auf den Gehalt von TNFa analysiert. Sowohl fir die Wildtyp-Herzen
WBB6F,+/+ (Kit") (s. Abb.11) als auch fiir die Mastzell-defizienten WBB6F;-

Kit"/Kit"v (Kit"""") -Herzen (s. Abb.12) ergaben sich jeweils annahernd gleiche
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Werte fur die TNFo-Freisetzung, die statistisch keine signifikanten Unterschiede in

Transsudat und Koronareffluat aufwiesen.

8- —e— Wildtyp WBB6F, -+/+ (Kit ) Transsudat
—O— Wildtyp WBB6F, -+/+ (Kit ") Koronareffluat
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Abb.11: TNFo-Freisetzung (pg/min) vor und nach 15min Ischamie in
Transsudat und Koronareffluat von Wildtyp-Herzen (WBBG6Fi+/+

(Kit""); n=4). Die einzelnen Kurvenpunkte stellen Mittelwerte +/-

SEM dar.
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Abb. 12: TNFa-Freisetzung (pg/min) vor und nach 15 min Ischamie in
Transsudat und Koronareffluat von Mastzell-defizienten Herzen
(WBB6F-Kit"/Kit" (Kit""V*);n=5).
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Ahnliche Ergebnisse fanden sich auch fir die brigen Versuchsreihen, so daR in
den nachfolgenden Untersuchungen die dargestellten Werte der TNFa-
Freisetzung aus der Summe von Koronareffluat und Transsudat (Gesamteffluat)

gebildet wurden.

Abb. 13 vergleicht die TNFa-Freisetzung im Gesamteffluat (Summe der beiden
Flussigkeitskompartimente) zwischen den WBBG6F-Kit"V/Kit"" (Kit"™")-Herzen
und Wildtyp-Herzen WBB6F,+/+ (kit”*) desselben Stammes. Die Freisetzungs-
raten des Zytokins waren bei beiden Kollektiven in der Reperfusion gesteigert,
zuerst nur mafig, nach etwa 60 min signifikant. Es bestand kein signifikanter

Unterschied zwischen beiden Gruppen.

14 -

—e— WBBG6F-Kit"/Kit"" T
1 4 —O— WBB6F1-+/+ (Kit'"")

<

=

10 )

Z

=3 2

S 8+ e

N H]

D < L

0 o

O 6 2

)

£

Z 47

|_

] i
0 T T T T T T T 1
-40 -20 0 20 40 60 80 100

Zeit (min)

Abb. 13: TNFa-Freisetzung (pg/min) vor und nach 15 min Ischamie im
Gesamteffluat von Mastzell-defizienten Herzen (WBB6F;-Kit"/Kit""
(Kit"™"); n=5) und Wildtyp-Herzen (WBB6F,+/+(Kit"*);n=4) desselben
Maus-Stammes.
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3.4 TNFa-Freisetzung nach 15 min Ischamie bei genetisch modifizierten

Mauseherzen

Gegenuber den (C57BL/6) Kontrollherzen wiesen Herzen von Mastzell-defizienten
WBB6F-KitV/Kit"" (Kit"")-Mausen nach einer 15 min Ischamie keine statistisch
signifikanten Veranderungen auf (s. Abb. 14). Postischamisch ist das Fehlen des
initialen Gipfels der TNFa-Freisetzung auffallig. Der weitere zeitliche Verlauf der
TNFa-Kurve war ab der 10. Minute nach Beginn der Reperfusion in beiden

Kollektiven weitgehend identisch
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Abb. 14: TNFoa-Freisetzung (pg/min) von Mastzell-defizienten Herzen
(WBB6F,-Kit"/Kit"" ; n=5) und Wildtyp-Herzen (C57 BL/6; n=9).

Beim Vergleich der TNFa-Freisetzung der Wildtyp-Herzen (C57BL/6) und der
Interleukin-6-k.o.-Herzen fiel eine unterschiedliche Kinetik auf (s. Abb.15). Den
Interleukin-6-k.0.-Mausen fehlt der initiale Gipfel mit Beginn der Reperfusion.

Danach steigt die Kurve kontinuierlich bis zur 90. Minute an. Die Kurvenpunkte
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der Interleukin-6-k.0.-Herzen liegen mit Beginn der Reperfusion und 60 min

danach statistisch signifikant unter denjenigen der Wildtyp-Herzen.
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Abb.15: TNFa-Freisetzung (pg/min) von Interleukin-6-k.o.-Herzen

(C57BL/6 IL-6" ; n=7) und Wildtyp-Herzen (C57 BL/6; n=9). * :
p<0,05 vs. zeitgleiche Werte der Wildtyp-Herzen.

Die TNF-RI-k.0.-Herzen zeigten den biphasischen Verlauf der Kontrollherzen einer
etwas abgeschwachten Form (s. Abb.16). Bei erheblicher Streuung der Unter-
suchungsergebnisse ergab sich keine Signifikanz der Abweichung gegeniber den

Werten der Wildtyp-Herzen.

Die TNFa-Freisetzung von MMP-7-k.0.-Herzen wies von Beginn der Reperfusion
bis zur 30. Minute einen nahezu identischen Verlauf wie der der Wildtyp-Herzen
auf (s. Abb. 17). In der Spatphase der Reperfusion trat aber kein zweiter Gipfel
auf. Die Werte der MMP-7-k.0o-Herzen zum Zeitpunkt der 60. und 90. Minute
lagen signifikant niedriger als diejenigen der Wildtyp- Herzen (C57 BL/6) und

erreichten die TNFa-Freisetzung der normoxischen Kontrollherzen.
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Abb. 16: TNFo-Freisetzung (pg/min) von TNF-RI-k.0.-Herzen
(C57BL/6 TNF-RI”; n=8) und Wildtyp-Herzen (C57 BL/6; n=9).
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Abb.17: TNFa-Freisetzung (pg/min)

von

MMP-7-k.o.-Herzen

(C57BL/6 MMP-7"; n=9) und Wildtyp-Herzen (C57BL/6; n=9).
*: p<0,05 vs. zeitgleiche Werte von Wildtyp-Herzen.
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3.5 TNFa-Freisetzung nach 15 min Ischamie und Pharmakon- Gabe

Der Vergleich der TNFa-Freisetzung nach 15 min Ischamie an Wildtyp-Herzen
(C57BL/6) und den mit Cycloheximid behandelten Herzen wird in Abb.18
dargestellt. 20uM Cycloheximid wurde mit Beginn der Reperfusion infundiert. Die
Cycloheximid-Kurve zeigt gegeniber der biphasischen Wildtypkurve einen
plateauartigen Verlauf. Der fehlende Gipfelpunkt mit Beginn der Reperfusion
ergab keine statistische Signifikanz. Im Gegensatz dazu lagen die Werte bei 60

und 90 min signifikant niedriger als diejenigen der Kontrollherzen.

—@— C57BL/6
—O— C57BL/6 + 10 uM Cycloheximid
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Abb. 18: TNFa-Freisetzung (pg/min) von Wildtyp-Herzen (C57BL/6;
n=9) und Wildtyp-Herzen, die mit 10uM Cycloheximid (CHX) behandelt
wurden (n=7) . * : p<0,05 vs. zeitgleiche Werte ohne CHX. Beginn der
CHX-Infusion bei 0 min.

Die mit 10uM TAPI behandelten Wildtyp-Herzen (Infusionsbeginn 15 min vor der
Ischamie) zeigten gegenuber den Kontrollherzen insgesamt erhéhte Werte (s.
Abb. 19). Schon nach 15 min Gabe von TAPI lag der praischamische Wert
signifikant hoher als derjenige der unbehandelten Herzen. Die mit TAPI be-
handelten Wildtyp-Herzen zeigten den biphasischen postischamischen Verlauf der

Kontrollherzen, ihre Werte lagen jedoch zu fast allen Zeitpunkten signifikant héher.
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Abb.19: TNFa-Freisetzung (pg/min) von Wildtyp-Herzen ((C57 BL/6;

n=9) und Wildtyp-Herzen,

die mit 10uM TAPI behandelt wurden

(n=5). * : p<0,05 vs zeitgleiche Werte ohne TAPI. Beginn der TAPI-

Infusion bei —30min.
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Abb. 20: TNFa-Freisetzung (pg/min) von Wildtyp-Herzen ((C57

BL/6; n=9) und Wildtyp-Herzen,

die mit 10uM MMP-Inh-II

behandelt wurden (n=4). Beginn der MMP-Inh-II-Infusion bei

—-30min.
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MMP-Inh-II (10uM) wurde 15 min vor der Ischamiephase den Wildtyp-Herzen
infundiert. Die mit MMP-Inh-Il behandelten Wildtyp-Herzen (C57BL/6) zeigten
ebenfalls den charakteristischen biphasischen Kurvenverlauf (s. Abb.20).
Insgesamt lagen alle Kurvenpunkte der MMP-Inh-Il Herzen niedriger als
diejenigen der Kontrolltiere, ohne dalR die Abweichung jedoch statistische

Signifikanz erreichte.
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Abb. 21: TNFa-Freisetzung (pg/min) von Wildtyp-Herzen (C57
BL/6; n=9) und Wildtyp-Herzen, die mit 10uM o-Phenanthrolin
behandelt wurden (n=4). * : p<0,05 vs zeitgleiche Werte ohne o-
Phenanthrolin. Beginn der o-Phenanthrolin-Infusion bei —30min.

Eine Sonderstellung nahmen die mit 100 uM o-Phenanthrolin behandelten Mause-
herzen ein (s. Abb. 21). Die Infusion wurde 15 min vor Beginn der Ischamiephase
begonnen. Der unmittelbar vor der Ischamie gemessene Wert der TNFa-
Freisetzung lag im gleichen Bereich wie der entsprechende Wert der unbe-
handelten Mauseherzen. Mit Beginn der Reperfusion stieg die TNFa-Freisetzung
bis zum Zeitpunkt 20 min kontinuierlich an, um dann bis zum Versuchsende
wieder abzufallen. Die Kurve zeigte somit einen monophasischen Verlauf. Die
Werte zum Zeitpunkt 20 und 30 min nach Reperfusion lagen statistisch signifikant

Uber denjenigen der unbehandelten Kontrollherzen .
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3.6 Vergleich der Histaminfreisetzung von Wildtyp-Mausen (C57BL/6) und
Mastzell-defizienten WBB6F;-KitY/KitY™Y (Kit¥™~Y)-Mausen

Die Histaminfreisetzung aus Herzen von Wildtyp (C57BL/6)- und Mastzell-
defizienten WBB6F-Kit"V/Kit"" (Kit"™") -Mausen ist in Abb. 22 dargestellt.
Histamin fand sich bereits vor der Ischamie in gut nachweisbaren Mengen im
Effluat von Wildtyp-Herzen (C57 BL/6), wobei die Konzentration im Transsudat
deutlich hher war als im koronaren Effluat (Daten nicht gezeigt). Bei den Wildtyp-
Herzen erreichte die Abgabe unmittelbar nach der Ischamie einen Gipfel (1. min
nach Reperfusion), der nach 10 min deutlich abfiel, und zwar von einer 8-fachen
Steigerung auf etwa das Doppelte der praischdmischen Freisetzungsrate. Beide
Werte waren signifikant hoher als die des Mastzell-defizienten Kollektivs, bei dem

Histamin im Gesamteffluat nur in Spuren festzustellen war.
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Abb. 22: Histamin-Freisetzung (ng/min) von Wildtyp-Herzen(C57
BL/6 ; n=4) und Mastzell-defizienten Herzen (WBB6F;-Kit"/Kit""
(KitW’W'V); n=5). * : p<0,05 vs. zeitgleiche Werte der Mastzell-
defizienten Herzen.
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3.7 Spezifische TNFa-Farbung in histologischen Préparaten von Mause-

herzen

Mit Hilfe eines TNFa-Antikbrpers wurde der Nachweis der TNFa-Lokalisation in
den einzelnen Zellen des Mauseherzens gefiihrt. Die histologischen
Untersuchungen an nicht-ischamischen Wildtyp-Herzen (C57 BL6) ergaben, dafl3
zu diesem Zeitpunkt allein die Mastzelle als Ort hoher TNFa-Bildung nach-
gewiesen werden konnte (s. Abb. 23a). Im Gegensatz dazu zeigten die nicht-
ischamischen  Mastzell-defizienten Kit""V-Herzen eine TNFa-Anfarbung in
Endothelzellen (s. Abb. 23b) und Makrophagen der Herzmuskulatur (s. Abb.
23c). Nach 15 min partieller Ischamie und 90 min Reperfusion konnte in keinem
Praparat eine eindeutige Anfarbung der Kardiomyozyten, Mastzellen oder
Makrophagen fur TNFa erzielt werden. Nur in einigen arteriellen GefaRen schien
das Endothel starker anfarbbar fir TNFa zu sein (s. Abb. 23d).

Abb. 23a: TNFa-Anfarbung von
zwei Mastzellen im Myokard
einer C57 BL/6 Wildtyp-Maus
(nicht-ischamisch). Anfarbungen
mit Alcianblau, das spezifisch
Heparin in  Mastzell-Granula
farbt, zeigte dieselbe Farbungs-
verteilung wie die TNFa-
Antikorper-Farbung und diente
somit  als Nachweis  fir
Mastzellen.

Abb.23b: TNFa-Anfarbung von
Endothelzellen im Myokard einer
Mastzell-defizienten Kit"M-
Maus (nicht-ischamisch).
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Abb. 23c: Anfarbung von TNFa in einem Makrophagen im
Myokard einer Mastzell-defizienten Kit""“-Maus  (nicht-
ischamisch). Farbung mit einem CDG65 spezifischen Antikdrper
(Marker  fir  Gewebe-Makrophagen) zeigte dasselbe
Verteilungsmuster

Abb. 23d: Anfarbung von TNFa von partiell ischdmischem (15min),
reperfundiertem (90min) Myokard einer Wildtyp-Maus (C57BL/6).
Ischamisch, reperfundierte Areale und nicht-ischdmische Areale

zeigten keinen Unterschied in der TNFa-Anfarbung. TNFo—positiv
war das Endothel einer Arteriole.
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3.8 TNFa-Peptid-Spaltung in Herzmuskelhomogenaten

In einer kleinen Versuchsreihe wurde die Spaltungsaktivitat fir TNFa—Peptid in
den Herzmuskelhomogenaten von Wildtyp-Mausen (C57 BL/6; n=8) und MMP-7-
k.0.-Mausen (n=6) bestimmt. Ein aliquoter Teil dieser Homogenate wurde jeweils
mit dem TACE-Inhibitor TAPI (100uM) oder mit dem unspezifischen Metallo-
protease-Inhibitor MMP-Inh-1l (10uM) versetzt. Trotz eines etwas geringeren
Umsatzes bei den MMP-7-k.o.-Herzen ergab sich kein signifikanter Unterschied
fur die TNFa-Spaltungsaktivitat zwischen beiden Arten von Homogenaten. Nach
Gabe von TAPI war die Spaltung in beiden Gruppen vermindert aber nicht
aufgehoben. MMP-Inh-1I war ohne nennenswerte Hemmwirkung. Wieder zeigten
beide Gruppen untereinander keine statistisch signifikanten Unterschiede (s. Abb
24)
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N & (C57BLI6)
= 2 8-
té? v (n=8) (n=6)
=
= g T
5= ¢
- - T
% 5 _
O 4 - =
S o T '|'
=
2 -
0 ;
+ TAPI + MMP-Inh-II + TAPI + MMP-Inh-II
Abb. 24: Spaltung von DABCYL-TNFa-EDANS-Peptid
in Wildtyp- und MMP-7-k.0.-Herzmuskelhomogenaten.
RFU= Relative fluorescent units
4
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Diskussion

4.1 Die Rolle von TNFo im postischdmischen, reperfundierten Myokard

Nach einer ca. 15 min dauernden, globalen Ischamie ist der ATP-Gehalt einer
Myokard-Zelle auf 35% des Kontrollwertes abgefallen; die Energiegewinnung
erfolgt zu ca. 90% uber die anaerobe Glykolyse. Eine zu diesem Zeitpunkt
durchgefuhrte Reperfusion mit normaler Sauerstoffversorgung bewirkt eine
komplette Reversibilitat aller Stoffwechselstérungen wie auch die Erholung der
myokardialen Kontraktilitdt (Jennings et al., 1981). Vor diesem biochemischen
Hintergrund soll die Bildung und Freisetzung von TNFa im postischamischen,

reperfundierten Herzmuskelgewebe dargestellt werden.

4.1.1 Die Ursachen und der Mechanismus der TNFa-Freisetzung

Als auslésende Stimuli fur die TNFa-Bildung und -Freisetzung in speziellen Zellen
(Immunsystem) und Geweben (Organparenchym) werden Endotoxine und Viren
(Girair et al., 1992; Kapadia et al., 1995 ; Mann, 2001b), Sauerstoffradikale (Lefer
und Granger, 2000), Gewebe-Verletzungen nach Verbrennungen (“burn shock”)
(Mann, 2003) und Dehnungsreize der Herzmuskelfasern nach Druck- und
Volumenbelastung (Kapadia et al.,1997) angegeben. TNFa kann im Prinzip in
allen kernhaltigen Organzellen gebildet werden, ohne dal3 das Immunsystem Uber
eine Entzindungsreaktion gestartet oder primar beteiligt werden muf3 (Mann,
2001a; Kubota et al.,1997). Eine lokale TNFa-Bildung und -Freisetzung kann
jedoch Uber eine begleitende Entzindung so verstarkt werden, dall TNFa

systemisch nachweisbar und wirksam wird (Nakamura et al., 2003).

In der Reperfusionsphase des Myokard gelingt eine adaquate Reoxigenierung
des ischamischen Herzmuskelgewebes durch eine initiale reaktive Hyperamie, die
bis zum Abbau einer bestehenden Sauerstoffschuld besteht. Die entscheidende
Substanz des Reperfusates ist der molekulare Sauerstoff (s.u.1.1.2). Durch
Ischamie geschadigte Zellorganellen fihren in der frihen Reperfusionsphase eine

inkomplette Sauerstoffreduktion innerhalb der Atmungskette und anderen
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Enzymsystemen durch und bewirken dadurch eine erhéhte Produktion von reak-
tiven Sauerstoffspezies (ROS). Diese Bildung lauft ca. 10 bis 30 sec nach Beginn
der Reperfusion mit bereits maximaler Produktionsrate an (Zweier et al.,1989).
Die ROS im reperfundierten Myokard sind die spezifischen Ausloser der TNFa-

Bildung und -Freisetzung (Pogrebniak et al., 1990).

Der allgemeine Mechanismus der TNFa-Bildung ist am besten flir Makrophagen
beschrieben; er gilt aber prinzipiell auch fir die Kardiomyozyten (Meldrum, 1998).
In den meisten Zelltypen liegt das TNFa-Gen inaktiv (,silent gene®) vor und muf3
erst durch einzelne Stimuli Uber spezielle intrazellulare Signalkaskaden aktiviert
werden (Beutler und Kruys, 1995). Die intrazellulare Reaktionskette der TNFa-
Freisetzung durch Lipopolysaccharide (LPS) einzelner Mikroorganismen ist sehr
genau untersucht (Sweet und Hume, 1996). Die Interaktion von LPS mit dem
Oberflachenmarker CD14  fihrt Uber Zwischenschritte zur Aktivierung der
Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAP Kinase), die in einer weiteren Reaktion
den Nuklear-Faktor-Kappa-B (NF-«B) aktiviert. In dieser Kaskade gewinnen die
ROS Uber einen Nebenweg Anschlul® an die Genexpression und Sekretion von
TNFa. Die reaktiven Sauerstoffspezies konnen die Zellmembran direkt permeieren
und treten auf der Ebene der MAP Kinase und des NF-xB in den von LPS
vorgegebenen intrazellularen Signalweg zur TNFa-Bildung ein (s. Abb. 25). Die
ROS konnen auf diese Weise direkt im Zytosol die MAP Kinase und NF-xB
aktivieren (Guyton et al., 1996; Hattler et al., 1995; Chandrasekar und Freeman,
1997). NF-xB wandert in den Zellkern und fihrt zur Transkription des TNFa-
Gens. Die transkribierte  TNFa m-RNA wird im rauhen Endoplasmatischen
Retikulum zum Pro-TNFoa translatiert und in die Zellmembran inseriert (Dinarello
et al.,, 1995). Das TNFa-Cleaving- Enzyme (TACE) fuhrt zum “shedding” des
membrangebundenen TNFa und setzt es damit in das Interstitium frei (Black et al.,
1997; Moss et al. 1997).
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Abb. 25: Mechanismus der TNFo-Freisetzung (Modifiziert nach Meldrum 1998)

Neben dem Enzym TACE kann auch die Matrix-Metalloprotease-7 (MMP-7) TNFa
freisetzen (Haro et al., 2000; Mohan et al., 2002), wobei MMP-7 nicht wie TACE in
der Zellmembran verankert ist. Die durch TACE vermittelte Freisetzung wird
spezifisch durch einen TNFa-Protease-Inhibitor-3 (TIMP-3) gehemmt (Amour et
al., 1998).

Fur die TNFoa-Produktion und -Freisetzung werden im Herzmuskel unter-
schiedliche Zelltypen verantwortlich gemacht. An einem blutperfundierten,
experimentellen Hundeherz-Modell konnten Mastzellen als TNFa-freisetzende
Zellen in einer Frihphase der Ischamie identifiziert werden (Frangiogiannis et al.,
1998). Durch detaillierte, immunhistologische Analysen wurde gezeigt, dal? diese
Zellspezies durch Degranulation bereits préaformierten TNFo in die Umgebung
freisetzt (Walsh et al., 1991; Thomas et al., 1996). Andere Autoren fanden mit

gleicher Untersuchungstechnik in der postischdmischen Reperfusionsphase
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Kardiomyozyten, Gefal3endothelien und Makrophagen als Bildungsort von TNFa
(Irwin et al., 1999 ; Kapadia et al., 1995; Gurevitch et al., 1997).

Die TNFa-Bildung lauft in einzelnen Organen unterschiedlich ab . Der Thymus ist
das einzige Gewebe, das stdndig TNFa-Protein bildet und freisetzt (Giroir et al.,
1992). Manche Gewebe (Milz und Darm) exprimieren unter normalen
Bedingungen standig TNFa-mRNA, wahrend andere Organe (z.B. Leber, Lunge,
Pankreas und Niere) die permanent vorhandene TNFa-mRNA erst nach
Endotoxin-Stimulation hochregeln (Ulich et a., 1990) . Eine Sonderstellung soll der
Herzmuskel einnehmen, der erst auf die beschriebenen Stimuli hin mit einer “de
novo “-Synthese fir TNFa-mRNA und TNFa-Protein antwortet (Giroir et al., 1992;
Kapadia et al., 1995 und 1997). Fur die Transkription, Translation und Freisetzung
von membranstandigem TNFa-Protein im Herzmuskel wird in der Literatur
Ubereinstimmend eine charakteristische, zeitliche Latenz von 60 min angegeben
(Herskowitz et al.,1995; Nakano et al.,1998).

4.1.2 Die pleiotropen Effekte von TNFa

Die Wirkung von TNFa wird tber die beiden membranstandigen Rezeptoren TNF-
Rl und TNF-RIl vermittelt, die nahezu ubiquitdr exprimiert sind. Der 55 kDa
Rezeptor (TNF-RI) besitzt eine niedrigere, der 75 kDa Rezeptor (TNF-RII) eine
hohere Bindungsaffinitdt. Beide Rezeptoren kommen im gesunden wie auch im
insuffizienten Myokard vor (Torre-Amione et al., 1996). Eine Besonderheit stellt die
~Abscherung” beider Rezeptoren von der Zelloberflache durch bestimmten Stimuli
dar, so dal3 sie als losliche Rezeptoren im Blut nachgewiesen werden kdnnen.
Unklar ist bislang die biologische Bedeutung der Rezeptoren in ihrer l6slichen
Form (Kapadia et al., 1997).

Uber beide Rezeptoren werden eine Vielzahl von unterschiedlichen Effekten
ausgelost, die sich teilweise antagonisieren. Bei einer Einwirkung von Endotoxinen
bzw. Infektion des Herzmuskels mit Viren (Myokarditis) fuhrt TNFo zum Beispiel
zu Einzelzellnekrosen und einer NO-Neusynthese. Die Entziindung verhindert

einerseits durch Nekrosen eine Virusreplikation in den infizierten Zellen und
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bewirkt Uber das gebildete, leicht diffusible NO eine direkte toxische Zerstérung
der Viren im Stadium der Replikation. Fir den Herzmuskel andererseits bedeuten
Zellnekrosen aber einen Substanzverlust und die NO-Produktion eine negativ
inotrope Funktionsstérung (Mann, 2001b). Entscheidend flir die pleiotropen
Wirkungen von TNFa sind die Hohe der Konzentration im Organismus, der
Zeitpunkt und die Dauer der Freisetzung des Zytokins sowie seine Wirkung auf

die unterschiedlichen Zellen und Organe (Sack, 2000).

4.1.2.1 Der Mechanismus des negativ inotropen Effektes

Der negativ inotrope Effekt wird Gber den TNF-RI der Kardiomyozyten vermittelt.
Man unterscheidet einen NO-unabhé&ngigen, kontraktilititsmindernden Effekt in
der Frihphase und einen NO-abhangigen Mechanismus in der Spatphase (s. Abb.
26). Die Fruhphase der Kontraktionsstorung wird durch eine TNFa-induzierte
Beeintrachtigung der intrazelluldaren Ca?*-Homoostase bewirkt. Diese Storung
erfolgt durch eine Aktivierung von Sphingosinen, die einerseits den
spannungsabhangigen Ca?*-Einstrom (“Ca**-Entry”) iiber den plasmalemmalen L-
Typ-Kanal reduzieren und andererseits die Ca**-getriggerte Ca®*-Freisetzung aus
dem Sarkoplasmatischen Retikulum Uber eine Blockierung des Ryanodin-
Rezeptors vermindern. Auf diese Weise sinkt die systolische Ca**-Konzentration
am Aktin-Myosin-Komplex ab, was zu einer Schwachung der Kontraktion fihrt.
Diese Phase setzt unmittelbar nach einer TNFa-Freisetzung ein, halt aber lediglich

fur einige Minuten an (Yokayama et al., 1993).

Die entscheidende spate Phase der Kontraktilitdtsstorung kann tdber Stunden und
Tage andauern und erfolgt Uber die induzierbare NO-Synthase (iNOS), die von
TNFao aktiviert wird. Das durch INOS gebildete Stickstoffmonoxid (NO) fihrt zu
einer Ca**-Desensibilisierung der Myofilamente des kontraktilen Apparates (Finkel

et al., 1992). Die hier geschilderten Konzepte sind allerdings umstritten.
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4.1.2.2 Zytoprotektive Effekte des TNF«

Abb. 26: Aus Kardiomyozyten und
Gewebsmakrophagen freigesetzter
TNFa tragt nach Ischdmie und
Reperfusion in zwei Phasen zur
kardialen Dysfunktion bei. In der friihen
Phase der Reperfusion fiihrt TNFa
NO-unabhangig zu einer Abnahme der
Ca”*-Transiente. Nach Stunden bewirkt
TNFa Uber eine NO-Induktion eine
Desensibilisierung der Myofilamente
(Maodifiziert nach Meldrum 1998).

TNFo kann in niedriger Dosierung den postischamischen Reperfusionsschaden

des Herzmuskels vermindern.

Dies konnte anhand einer verminderten

Freisetzung zellularer Enzyme und einer Verbesserung der Hamodynamik

wahrend der Reperfusion gezeigt werden. Dieser zytoprotektive Effekt von TNFa

erfolgte Uber eine vermehrte Expression des Radikalfangers Mangan-Superoxid-
dismutase (MnSOD) (Eddy et al.,1992; Ambrosio et al., 1986). Ahnliche Effekte
wurden uUber spezielle “Hitzeschock*-Proteine (HSP) erzielt. Alle beschriebenen
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protektiven Mechanismen kommen Uber eine Aktivierung von NF-xB zustande
(Nakano et al., 1997 und 1998).

4.1.2.3 Apoptose und antiapoptotische Effekte

TNFa vermittelt sowohl seine apoptotischen und als auch seine antiapoptotischen
Effekte Uber den TNFa-RI (s. Abb. 27). Uber Rezeptorquervernetzung des TNF-
RI wird das Adapterprotein TRADD (TNFR-associated protein with death domain)
aktiviert. TRADD selbst bindet das FADD (Fas associated death domain) und fuhrt
so zur Aktivierung von Kaspasen (Cysteine-containing-aspartate-directed
proteases) und Endonukleasen, die die eigentliche Apoptose Uber eine Zerstorung
von Stukturproteinen und Kernmaterial (DNA-Fragmentierung) einleiten (s. Abb.
27, linke Seite). Histologisch konnte die Apoptose von Myozyten im
Gewebeverband unter Mitwirkung einer entzindlichen Reaktion im ischamischen
und reperfundierten Myokard gezeigt werden, wobei der Anteil der Apoptose bei
reiner Ischamie Uber 2 Stunden 33%, nach 45 min Ischamie und Reperfusion

23% des untersuchten Gewebes betrug (Fliss und Gattinger, 1996).
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TRADD TRADD
l Pro Caspase 8 g r 80
; . NF-kB
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activation “ °
i Increased gene expressnon ]
i : Degradation
i 3 by proteasome

Apoptosis Survival y

Abb. 27 Intrazellulare Signalkaskaden des TNFa (nach Cotran; Pathologic Basis of
Disease, 6" Edition, Saunders 1999)

Im Gegensatz dazu kann unter bestimmten Umstanden TRADD ebenfalls eine
Kinase-Kaskade anstol3en, die zu einer Aktivierung des NF-xB durch

Phosphorylierung und Abdissoziation seines Inhibitor-Proteins (I-xB) im Zytosol
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fuhrt (s. Abb. 27, rechte Seite). NF-xB gelangt in den Zellkern und induziert dort
die Transkription von Genen, deren Produkte antiapoptotisch, zellproliferativ und

proinflammatorisch wirken (Steller, 1995; Thompson, 1995).

4.1.2.4 Proinflammatorische Effekte des TNF«

Die TNFa-Freisetzung aus Gewebsmastzellen in der Ischamie und Frihphase der
Reperfusion gilt als entscheidendes Ereignis fir die Auslésung einer begleitenden
Entziindung im Myokard, die durch Rekrutierung von Monozyten und Leukozyten
aus dem zirkulierenden Blut den primar bestehenden Reperfusionsschaden noch
weiter verstarken kann (Jolly et al.,1982). Komplement C5a sowie Adenosin und
Sauerstoff-Radikale als spezifische Reperfusionsprodukte filhren zu einer
Mastzelldegranulation, die praformierten TNFa im Herzmuskelgewebe freisetzt.
Der TNFa gelangt auf diese Weise direkt in das Interstitium und kann in den
benachbarten GefalRendothelien, Fibroblasten, neutrophilen Granulozyten und vor
allem aber in den Monozyten Uber eine Aktivierung von NF-xB die Expression von
Interleukin- 6 (IL-6) induzieren (Sanceau et al., 1995). Interleukin-6 ist ein
vielseitig wirksames, proinflammatorisches und vasodilatatives Zytokin, das an der
Kontrolle vieler Zellfunktionen wie der Antikérperbildung von B-Zellen, der
Zytotoxizitat der T-Zellen, der Stammezell-Differenzierung und der Bildung der
Akut-Phase-Proteine beteiligt ist (Kishimoto, 1989).

Der weitere Ablauf der Entzindungskaskade wird durch die biologischen Effekte
von Interleukin-6 auf die GefalRendothelien (Kupatt et al., 1999) und Myozyten
(Morishita et al., 2002) bestimmt. Nur in der Region des postischamischen,
reperfundierten Myokard induziert Interleukin-6 eine vermehrte Synthese des inter-
zellularen Adhasionsmolekils (ICAM-1) in beiden Zelltypen (Kukielka et al.,1995).
Dieses Oberflachen-Glycoprotein wird durch die Faktoren Interleukin-8 (IL- 8)
und Cbha  aktiviert und bewirkt eine feste Anlagerung von neutrophilen
Granulozyten an die  Endothelien der postkapillaren Venolen (Adhasion).
AnschlieRend konnen die Granulozyten von dort direkt in das Interstitium des
Myokard einwandern (Diapedese). Die Anheftung der Neutrophilen an die

Kardiomyozyten wird durch die Interaktion des CD11b/CD18 Integrins auf den
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Granulozyten mit ICAM-1 auf der Zellmembran der Myozyten hervorgerufen.
Anschlielend induzieren die neutrophilen Granulozyten eine toxischen
Schadigung der Herzmuskelzellen u.a. durch eine direkte Freisetzung von
Sauerstoffradikalen (,respiratory burst*) und proteolytischen Enzymen (Youker et
al.,1992, Entman et al., 2000).

4.2 Bewertung der eigenen experimentellen Ergebnisse

4.2.1 Der Koronarfluld der isoliert perfundierten Mauseherzen nach den unter-

schiedlichen Interventionen

Die spontane GesamtfluRBrate tber den Versuchszeitraum von 135 min ist fUr
Kontrolltiere unter normoxischen Bedingungen dargestellt (s. Abb. 4). Unmittelbar
nach Praparationsende zeigten diese Herzen einen Flul3gipfel, der als ,reaktive
Hyperamie” zu interpretieren ist, um die in der Praparationsphase eingegangene
Sauerstoffschuld zu begleichen (Jennings und Steenbergen, 1985). Dieser Prozel3
war spatestens nach 15 min abgeschlossen und der Flul3 erreichte danach einen
Plateauwert. Ein &ahnlicher reaktiver Gipfelpunkt trat bei Wildtyp-Herzen (C57
BL/6) nach 15 min Ischdmie unmittelbar mit Beginn der Reperfusion auf. Der
Koronarflul3 dieser Herzen kehrte nach ca. 10 min auf das Niveau der normal
perfundierten Kontrollgruppe zurick (s. Abb.4). Die Grol3e der reaktiven Hyper-
amie der Wildtyp-Herzen nach der experimentellen Ischamie erreichte aber nicht

diejenige der normoxischen Kontrollen nach der praparationsbedingten Ischamie.

Alle genmanipulierten Mauseherzen zeigten ebenfalls den typischen Gipfelpunkt
der FluBraten unmittelbar mit Beginn der Reperfusion, die sich nach ca. 10 min
auf einen Plateauwert einstellten (s. Abb.5). Die unterschiedliche Hohe der
Gipfelpunkte und der Plateauwerte der einzelnen Gruppen war nicht statistisch
signifikant und spiegelte daher die biologische Streuung der Flufraten in den
einzelnen Kollektiven wider. Aus dem zeitgleichen Abfall der maximalen Fluf3raten
mit Beginn der Reperfusion bei allen untersuchten Kollektiven geht hervor, daf3
das Ausmald der ,reaktiven Hyperamie” fur alle Mauseherzen annahernd gleich
ist. Das ist fur die Interleukin-6-k.o.- Mause deshalb bemerkenswert, da die TNFa.-

Freisetzung nur bei diesen Herzen mit Beginn der Reperfusion signifikant
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erniedrigt war (s. Abb. 15). Daraus kann geschlossen werden, dal3 die verringerte
TNFa-Freisetzung nicht mit der Sauerstoffschuld oder einer vermehrten Bildung

von Adenosin in der vorangegangenen Ischamiephase korreliert.

Ahnliches gilt fir die mit den Metalloprotease-Inhibitoren TAPI und MMP-Inh-II
behandelten Wildtyp-Herzen, aber nicht fir die mit o-Phenanthrolin behandelten.
Die in Abb. 6 dargestellten Ergebnisse der drei pharmakologischen Interventionen
zeigen die vorbeschriebene Streuung des ersten Gipfelpunktes mit den
nachfolgenden Plateauwerten in den einzelnen Kollektiven. Im Gegensatz dazu
erreichten die mit o-Phenanthrolin vorbehandelten Wildtyp-Herzen ein Gesamt-
fluBmaximum schon unmittelbar vor Beginn der 15 minutigen Ischamiephase (s.
Abb. 7). Dieser Wert lag statistisch signifikant iber dem korrespondierenden Wert
der Wildtyp-Herzen. Mit Beginn der Reperfusion lagen alle Kurvenwerte der mit o-
Phenanthrolin behandelten Tiere signifikant Gber denen der Kontrollherzen. O-
Phenanthrolin ist bei normaler Dosierung (10 — 100 uM) ein unspezifischer
Metalloproteasehemmer, der unter anderem auch die TNFa-Freisetzung
(,Shedding“) von der Zellmembran blockiert (Cheung et al.,1999; Gilles et al.,
2003). Aus der Kinetik der FluRBraten nach o-Phenanthrolin-Behandlung geht
hervor, dal3 bereits vor der Ischamiephase eine maximale Flu3rate ermittelt
wurde, die als ,reaktive Hyperdmie” eine Sauerstoffschuld reprasentiert, die
vermutlich diejenige in der sich anschlielenden Ischamiephase Ubertrifft bzw.
sich dazuaddiert. Die in diesem Versuchsansatz erzielte Konzentration von o-
Phenanthrolin im Perfusat (100uM) muf3 deshalb ,toxisch-anoxische Effekte" im
Herzmuskelgewebe ausgeldst haben und schwerwiegend in den Energiehaushalt
der Zellen eingegriffen haben (Arese et al., 1971). In hoheren Konzentrationen
vermag o-Phenanthrolin n&mlich auch, die eisenhaltigen Enzyme der
mitochondrialen Atmungskette zu inhibieren.

Diese Annahme  wird weiter dadurch gestitzt, dal die postischamischen
FluRwerte der o-Phenanthrolin behandelten M&auseherzen um den Faktor 2 hoher
als diejenigen der unbehandelten Wildtyp-Herzen lagen. Dadurch zeigte sich eine
permanente und massive ,reaktive Hyperamie” Uber den gesamten
Versuchsablauf, ohne dal} eine Erholungsphase bzw. eine eindeutige Abnahme

auf einen Basalwert erreicht wurde.
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4.2.2 Die Verteilung von TNFa in Koronareffluat und Transsudat

Aus Untersuchungen an isoliert, perfundierten Rattenherzen ist bekannt, daf
TNFa Uberwiegend im Transsudat, d.h. interstitiell freigesetzt wird (Gilles et al.
2003). Um den Gehalt von TNFa in den einzelnen Geweberdaumen beim
Mauseherz-Modell zu bestimmen, wurde eine Analyse von TNFa im
Koronareffluat (Vaskularraum) und Transsudat (Interstitium) durchgefihrt (s. Abb.
11 und 12). Es ergaben sich pra- und postischamisch keine signifikant unter-
schiedlichen Substanzmengen in beiden Kompartimenten, wobei die
Konzentration im Koronareffluat hoher lag als im Transsudat. Diese Befunde
konnten so interpretiert werden, dal3 Vaskularraum und Interstitium bei isolierten,
salin perfundierten Herzen aufgrund des fehlenden kolloidosmotischen Druckes in
den Gefallen und den bestehenden Endothellecks in den Kapillaren kinetisch ein
eher einheitliches Kompartiment darstellen. Die Halbwertszeit der Aquilibrierung
des Extrazellularraumes ist kurz, betragt ca. 30 Sekunden und besitzt in salin wie
auch in blutperfundierten Warmbliterherzen einen ahnlichen Zeitgang (Reil et al.,
1987). Aufgrund dieser Befunde wurde in allen folgenden Versuchen die TNFa-

Freisetzung im Gesamteffluat (Koronareffluat plus Transsudat) ermittelt.

4.2.3 Die Basisdaten der TNFa-Freisetzung an Wildtyp-Herzen unter Normoxie

und einer 15 min Ischamiephase

Fur die Versuchsplanung war es wichtig, daf3 fir die TNFa-Bestimmungen bei den
spateren Interventionen eine stabile Ausgangslage (Plateauphase) gewahlt
wurde, bei der sich die spontane Freisetzung von TNFa im weiteren Versuchs-
ablauf (bis zur 135. min) nicht wesentlich anderte. Dies konnte fiir eine
Aquilibrierungsphase von 30 min (s. Abb. 8 bzw.10) angenommen werden. Alle
Ischamiephasen begannen deshalb zu diesem Zeitpunkt nach Praparation.

Die TNFa-Freisetzung bei den normoxischen Kontrollherzen (s. Abb. 8) und den

Wildtyp-Herzen nach einer 15 min Ischamiephase (s. Abb. 9) besitzt einen unter-

schiedlichen Verlauf, der besonders in der Uberlagerung beider Kurven zum

Ausdruck kommt (s. Abb.10). Die Wildtyp-Herzen mit 15 min Ischamie zeigten im
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Prinzip einen biphasischen Kurvenverlauf der TNFa-Abgabe, der durch den
frihen Gipfelpunkt unmittelbar nach Beginn der Reperfusion und einen zweiten,
spaten Gipfel ca. 60 bis 90 min nach Start der Reperfusion charakterisiert ist. Ein
ahnlicher 2-phasiger Verlauf ist bei postischamischen isoliert-perfundierten
Rattenherzen beobachtet worden (Gilles et al., 2003) sowie bei der Abgabe von
TNFa im Koronarsinus-Blut von Patienten nach koronarer Bypass-Operation
(Massoudy et al., 2000; Freyholdt et al., 2003)

Zu diesen genannten Zeitpunkten lag die TNFa-Freisetzung der Wildtyp-Herzen
mit Ischamie signifikant Gber den korrespondierenden Werten des normoxischen
Kollektivs. Es ist zu beachten, dal3 sich die Werte der TNFa-Freisetzung im
Zeitraum 10-30 min nach Beginn der Reperfusion in beiden Kollektiven statistisch
nicht signifikant unterschieden und dabei sowohl die gleiche HoOhe der
praischamischen Ausgangswerte als auch diejenige der normoxischen Kontroll-
tiere besal3en. Aus dieser Analyse geht hervor, daf3 der frihe Gipfel der TNFa-
Freisetzung zeitgleich mit der ,reaktiven Hyperamie" dieses Kollektivs ablauft und

10 min nach Reperfusionsbeginn schon komplett abgeschlossen ist.

Der zweite, spate Gipfel der TNFa-Freisetzung beginnt ca. 30 min nach
Reperfusionsbeginn, obwohl zu diesem wie auch zu allen spateren Zeitpunkten
die Gesamtflul3rate konstant im Plateaubereich bleibt. Der langsame Anstieg des
zweiten Gipfels unter konstanten FluRBbedingungen spricht am ehesten fur eine
myokardiale Neusynthese von TNFa. Aus dem Zeitgang der TNFa-Freisetzung
und der korrespondierenden FluRraten geht hervor, daf3 fur den friihen und
spaten Gipfelpunkt unterschiedliche kinetische Bedingungen bestehen missen
(s.u. 4.3).

4.2.4 Die Kinetik der TNFa-Freisetzung bei den genetisch modifizierten Mause-

herzen

Die experimentellen Kurven der TNFa-Freisetzung bei den genetisch modifizierten
Mauseherzen zeigten ein insgesamt gemischtes Bild (s. Abb. 14-17). Der frihe

Gipfel war allein signifikant bei den Interleukin-6-k.0.-Mausen supprimiert. Dieser
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Effekt ware moglicherweise Uber eine mangelnde Mastzellausreifung zu erklaren,
die fur diesen ProzeR Interleukin-6 bendtigen (Conti et al.,, 2002). Uber-
raschenderweise erreichte dagegen die Unterdrickung des frihen Gipfels der
TNFa-Freisetzung  bei den Mastzell-defizienten WBB6F;-Kit"/Kit"™ (Kit""™"™)
Tieren keine Signifikanz. Dieses Ergebnis widerspricht den Angaben von Entman
und Mitarbeitern scheinbar, die bei einem blutperfundierten Modell die Mastzelle
als Hauptquelle der frihen TNFa-Freisetzung beschrieben (Frangogiannis et al.,
1998). Allerdings weist das Herzmuskelgewebe der Maus verglichen mit anderen
Spezies eine geringere Dichte von Mastzellen auf (Gersch et al., 2002; eigene
Beobachtungen) und TNFa kann neben den Mastzellen auch zusatzlich in

Endothelzellen und in Makrophagen gebildet werden .

Eine signifikante Supprimierung des zweiten Gipfels der TNFa-Freisetzung wurde
bei den MMP-7-k.0.-M&auseherzen erzielt. Dieser Befund ist umso Uberraschender,
da einerseits bei diesen Mauseherzpraparaten das spezifische TNFa-spaltende
Enzym TACE nach wie vor vorhanden ist und andererseits die Metalloprotease-7
(MMP-7) mit einer deutlich geringeren Affinitat als TACE TNFoa an der
Zellmembran freisetzen kann (Haro et al., 2000). Eine schwéchere, wenn auch
noch signifikante Suppression des zweiten Gipfels wurde bei Interleukin-6-k.o-
Mauseherzen hervorgerufen. In beiden Fallen war die Suppression
fluBunabhangig (s. Abb. 5). Mdgliche Erklarungen sind, da3 MMP-7 fur die
Abspaltung und Prozessierung von neu synthetisiertem Pro-TNFa erforderlich ist
bzw., dal3 Interleukin-6 die postischamische Neusynthese von TNFa unterstutzt.
Auch dieser Befund ist unerwartet, weil es bislang in der Literatur keine
eindeutigen Hinweise auf eine Stimulation der TNFa-Freisetzung durch

Interleukin-6 gibt .

Die TNFa-Freisetzung der TNF-RI-k.0.-Mauseherzen zeigte keine signifikanten
Unterschiede gegentber den Wildtyp-Herzen. Einige Arbeitsgruppen postulieren
einen ,autostimulatorischen Effekt* einer gesteigerten TNFa-Sekretion im
postischamisch reperfundierten Myokard, die tUber den TNF-RI mit Aktivierung
von NF-«kB zustande kommen soll (Gurevitch et al., 1997). Sauerstoffradikale und

von diesen induziertes TNFa konnten Uber diesen Mechanismus ihre Neubildung
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gegenseitig hochregeln und dadurch den myokardialen Reperfusionsschaden
verstarken (Murphy et al., 1992; Progrebniak et al., 1990). Dieser Mechanismus
einer ,Autostimulation® von TNFa konnte durch die vorliegenden Befunde an

TNF-RI-k.0.-Mauseherzen nicht bestatigt werden.

4.2.5 Die Kinetik der TNFa-Freisetzung an pharmakologisch behandelten Mause-

herzen

Die TNFa-Freisetzung nach den einzelnen pharmakologischen Interventionen
zeigte unterschiedliche Ergebnisse. Nach einer Cycloheximid-Behandlung der
Wildtypherzen wurde der spate Gipfel signifikant unterdrickt (s. Abb. 18).
Cycloheximid ist ein unspezifischer Proteinbiosynthese-Hemmer, der die TNFa-
Neusynthese auf der Translationsebene hemmen kann (Obrig et al., 1971). Diese
Substanz bringt damit einen pharmakologisch-biochemischen Beleg, dal? der
spate zweite Gipfel der TNFa-Freisetzung der Wildtypherzen nach 15 min
Ischamie und anschlieBender Reperfusion durch eine Neusynthese von TNFa im

Herzmuskelgewebe zustande kommt.

Uberraschende Ergebnisse lieferten die Wildtyp-Herzen nach Infusion von TAPI,
einem spezifischen TACE-Inhibitor (Amour et al., 1998). Nicht die erwartete
Unterdrickung der TNFa-Freisetzung, sondern eine formale Stimulation der
Freisetzung wurde pra- und postischamisch tGber den gesamten Versuchsablauf
beobachtet. Eine vermehrte Freisetzung von TNFa durch TAPI ist bisher nicht in
der Literatur beschrieben. Eine biologische Deutung dieses Phanomens erfordert
weitere experimentelle Untersuchungen. Vorversuche aus unserem Labor lassen
allerdings erkennen, dal’3 die Membranpermeabilitdt von TAPI stark eingeschrankt
war: So lagen die intrazellularen Konzentrationen ca. 2 Zehnerpotenzen unter
denen im Perfusat. Sollte die eigentliche Rolle von TACE in der intrazellularen
Prozessierung von Pro-TNFa liegen, so ware ein Ausbleiben der Hemmwirkung

erklarbar.

Die mit MMP-Inh-Il behandelten Wildtypherzen zeigten systematisch niedrigere

Werte fur die TNFa-Freisetzung des friihen und spaten Gipfels, ohne jedoch
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statistische Signifikanz zu erzielen (s. Abb. 20). MMP-Inh-Il ist ein Inhibitor der
Matrix-Metalloproteasen -2,-4,-7und -9, wobei lediglich die Metalloprotease-7 eine
TNFa-Spaltung vornehmen kann (Haro et al., 2000). Dieses Ergebnis steht im
Widerspruch zu dem der MMP-7-k.0-M&auseherzen, die eine deutliche Suppres-
sion fir TNFa in der Spatphase der Reperfusion zeigten. Vermutlich geht die
Signifikanz des biologischen Effektes durch die hohe Streuung des MMP-Inh-II-
Kollektivs in diesem Versuchsmodell verloren (s. Abb. 20). Bei Versuchen an
isolierten Rattenherzen supprimierte MMP- Inh-Il den frihen und spaten Gipfel

der TNFa - Freisetzung (Gilles et al., 2003).

Eine besondere Kinetik der TNFa-Freisetzung wiesen die mit o-Phenanthrolin
behandelten Herzen auf (s. Abb. 21). Erst 20 min nach Einsetzen der Reperfusion
erreichte die TNFa-Freisetzung ein Maximum, um dann kontinuierlich bis zum
Versuchsende abzufallen. Betrachtet man die praischamische TNFa-Freisetzung,
so ist bemerkenswert, daf3 zu diesem Zeitpunkt kein signifikanter Unterschied zu
dem korrespondierenden Wert der Gruppe der normoxischen Wildtypherzen
bestand, obwohl bereits ein maximaler FluRBanstieg der mit o-Phenanthrolin
behandelten Mauseherzen zu verzeichnen war. Das bedeutet, da3 zu diesem
Zeitpunkt der toxische Effekt von o-Phenanthrolin weder eine Freisetzung von
praformiertem noch eine Neusynthese von TNFa in irgendeinem Zelltyp des Herz-
muskelgewebes auslost. Erst mit Beginn der Reperfusion stieg die TNFa-
Freisetzung nach o-Phenanthrolin-Gabe an. Dieser Zeitgang spricht dafur, daf3
der in allen anderen Experimenten gefundene rasche Abfall des ersten Gipfels
schon zu diesem Zeitpunkt durch die anlaufende Neubildung von TNFa nicht nur
aufgefangen, sondern sogar noch ubertroffen wird. Die Neusynthese von TNFa
begann bei allen anderen Experimenten ca. 30 min nach Reperfusionsbeginn.
Wendet man diese Latenzzeit auf den Zeitpunkt der Gabe von o-Phenanthrolin (-
30 min) an, so beginnt die Freisetzung von TNFa in dieser Untersuchung eben-
falls nach 30 min (Zeitpunkt O min), erreicht seinen Gipfelpunkt nach insgesamt

ca. 50 min (Zeitpunkt 20 min) und baut ihn weiter aus.

Die gleiche Erscheinungszeit von TNFo im Koronareffluat ca. 30-60 min nach
Ischamie und nach o-Phenanthrolingabe lal3t auf die entstandenen Sauer-

stoffradikale als gemeinsame Stimuli fur den Bildungs- und Freisetzungs-
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mechanismus dieses Proteins in beiden Interventionen schliel3en. Dariiber hinaus
konnten diese Ergebnisse dafir sprechen, daf} o-Phenanthrolin den Mitochondrien
und allen zellularen Enzymen mit metallischen Kofaktoren im Herzmuskelgewebe
einen schweren Schaden zufiigt, so daf3 die Atmungsketten-Phosphorylierung
erheblich blockiert sein kdnnte (Bhuvaneswaran und Dakshinamurti, 1971; Arese
et al., 1971). O-Phenanthrolin stellt damit eine Modellsubstanz dar, die analog
zum postischdmischen Reperfusionsschaden eine pharmakologische ,Gewebe-
Ischamie” unter normoxischer Perfusion hervorruft, die mit gleichem Zeitgang
TNFao bildet und damit vermutlich dieses Zytokin nach gleichem Mechanismus

entstehen laRt.

4.2.6 Histaminfreisetzung bei Mastzell-defizienten WBB6F,-Kit¥/Kit*“-M&use-

herzen

Die Mastzell-defizienten Mauseherzen zeigten eine deutliche, statistisch signifi-
kante Suppression der Histaminfreisetzung nach 15 min Ischamie. Aus diesem
Ergebnis kann geschlossen werden, daf3 nicht nur bei den blutperfundierten,
sondern auch bei den isolierten, salin reperfundierten Mauseherzen funktions-
tichtige Mastzellen vorhanden sind (s. Abb. 22). Offenbar stellt die Ischamie einen
markanten Stimulus fir die Histaminfreisetzung dar (Kanwar und Kubes, 1994).
Zudem wird Histamin ausschlie3lich von Mastzellen im Herzgewebe gebildet.
Dagegen zeigten Mastzell-defiziente Mauseherzen keine signifikante Suppression
des frihen Gipfels der TNFa -Freisetzung (s. Abb.14).

Aufgrund der histologischen Befunde (s. u.) liegt dies an der hohen basalen
Abgabe von TNFo aus anderen Zelltypen (Endothel, Makrophagen) im Herz-

gewebe der Maus.

4.2.7 Der TNFa-Nachweis in immunhistochemischen Praparaten

Grundsatzlich koénnen fast alle kernhaltigen Zellen nach einem adaquaten Reiz
TNFa bilden und anschlie3end freisetzen (Giroir et al., 1992). Fur den Herzmuskel
kommen prinzipiell dafir das Herzmuskelgewebe (Kardiomyozyten), die Zellen
des interstitiellen Gewebes (Endothelzellen, Mastzellen, Makrophagen und

Fibrozyten) und nach Entzindungsreizen von extern eingewanderte Entziindungs-
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zellen (Monozyten, Granulozyten) in Frage. Aufgrund der gewahlten blutfreien
Praparation kénnen jedoch periphere Monozyten und Granulozyten eindeutig von
der myokardialen TNFa-Freisetzung in dieser Praparation ausgeschlossen werden
(Meldrum et al., 1998b).

Die histologischen Bilder zeigen, daf3 bei normoxischer Perfusion ein TNFa-
Nachweis nur in wenigen Zellen im Gewebe gelingt (s. Abb. 23). In den Wildtyp-
Gewebsschnitten sind Uberwiegend Mastzellen angefarbt. Bei den Mastzell-
defizienten Tieren Ubernehmen offenbar Endothelzellen und Makrophagen
kompensatorisch die TNFa-Bildung (s. Abb. 23). Die histochemischen Préparate
stutzen die These, daf in den Herzmuskelzellen das TNFa-Gen inaktiv (“silent”)
vorliegt, und ohne adéaquate Stimulierung keine Bildung von TNFa-Protein erfolgt
(Beutler und Kruys, 1995). An den untersuchten Gewebsschnitten wird deutlich,
daf’ vor einer experimentellen Ischamie nur die interstitiellen Zellen das TNFa-

Protein exprimieren und offenbar auch freisetzen kénnen.

Nach einer 90 min Reperfusionsphase liel3 sich keine eindeutige Anfarbung von
TNFa-Protein in den interstitiellen Zellen und in den Kardiomyozyten selbst
nachweisen. Der Nachweis von TNFa in den Herzmuskelzellen scheint in der
frihen Reperfusionsphase schwierig zu sein (Giroir et al., 1992). Diese
Einschatzung wird von vielen Arbeitsgruppen geteilt (Irwin et al., 1999; Herskowitz
et al.; 1995, Sack, 2002). Dabei wird eine schnelle und komplette Freisetzung von
TNFa ohne Rickstande aus dem Herzmuskel in einer Frihphase diskutiert. Erst
nach Stunden und Tagen kann TNFa intrazellular in Kardiomyozyten nach-
gewiesen werden (Giroir et al.,1992). Dieser Zeitgang wird in einem
.Mikroinfarktmodell“ bestatigt, in dem die Kardiomyozyten erst nach ca. 6-7
Stunden positiv auf TNFo reagieren (Dorge et al., 2003). In den vorliegenden
Gewebsschnitten des Mausemyokard gelang innerhalb von 90 min nur eine
Anfarbung von TNFa in den Endothelzellen des Koronarsystems. Dies konnte
darauf hindeuten, da3 die Endothelzellen in der Frihphase der Reperfusion fiir die

TNFo—Produktion aufkommen.
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4.2.8 Die Ergebnisse der TNFo-Peptid-Spaltung in Herzmuskelhomogenaten

Die Spaltungsrate fur TNFa-Peptid in Herzmuskelhomogenaten von Wildtyp- und
MMP-7-k.0.-Herzen war hoch, aber nicht signifikant unterschiedlich. Nach
Inkubation mit TAPI und MMP-Inh-1l war die Umsetzung von TNFa vermindert,
ohne vollstandig gehemmt zu sein. Es zeigten sich auch hier keine signifikanten
Unterschiede zwischen Wildtyp- und MMP-7-k.0.-Homogenaten. Dies erscheint
verstandlich, da es durch die Herstellung eines Homogenates zu einer Aktivierung
verschiedenster  Proteasen bzw. deren Freisetzung aus entsprechenden
Zellkompartimenten kommt. Diese nehmen an der Spaltung des DABCYL-TNFa-
EDANS-Peptid teil und Uberdecken somit die Darstellung einer spezifischen

Suppression der Spaltungsrate von TNFa. (s. Abb. 24).

4.3 Merkmale des gewahlten Modells

4.3.1 Das isolierte, salin perfundierte Mausemyokard

Um an einem isoliert perfundierten Langendorff-Herzen h&modynamische und
biochemische Veranderungen messen zu konnen, missen wahrend des
Versuchsablaufes konstante Bedingungen im praparierten Herzmuskel herrschen.
Eine Grundvoraussetzung dafur ist, dal dem Myokard nach dem abgeschlos-
senen Praparationsvorgang eine ausreichend lange Aquilibrierungsphase
(Einschlagzeit) gewahrt wird, um sich an die neuen, experimentell geschaffenen
Voraussetzungen zu gewohnen. Diese Anpassungsphase ist besonders wichtig
bei salin perfundierten Praparationen, um das Blut mit seinen zellularen und
humoralen Komponenten vollstandig aus dem Pr&parat auszuwaschen. Gleich-
zeitig mul3 sich aber auch das Interstiium und der Gewebeverband der
Kardiomyozyten an das eiweil3freie Perfusat mit der speziellen ionalen
Komposition anpassen. Das fuhrt in der Regel zu quantitativen Veranderungen der
interstitiellen Flussigkeit und der vorbestehenden lonen- und kolloidosmotischen
Gradienten im Gewebe. Im Prinzip n&hert sich die chemische Zusammensetzung
des Interstitium letztlich dem vorgegebenen “Milieu” des Perfusionsmediums in der

Aquilibrierungsphase an.
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Einfache biologische Indikatoren fir die neu erfolgte Gleichgewichtseinstellung
des Préaparats sind die Wiedergewinnung der physiologischen Kontraktionskratft,
die Normalisierung der Herzfrequenz und des Koronarflusses nach anfanglicher
.reaktiver Hyperamie”. Diese Gleichgewichtseinstellung konnte fir die FluRraten
und orientierend auch fur die hamodynamischen Parameter in den vorgestellten
Mauseherzen ab der 30. min nach Abschlul3 der Praparation sichergestellt

werden.

4.3.2 Die kinetische Analyse der TNFa-Freisetzung

Die bestimmten TNFa-Substanzmengen in dieser Praparation missen primar aus
Mastzellen, Endothelzellen, Makrophagen oder Kardiomyozyten stammen.
Aufgrund des Zeitganges und des Ausmaldes der TNFa-Freisetzung im Gesamt-
effluat und den Ergebnissen der immunhistologischen Gewebefarbungen soll
versucht werden, nahere Aufschlisse u(ber die Beteiligung der genannten

Zelltypen an der Gewebeproduktion von TNFa zu gewinnen.

Ab der 30. min lag bei den gewahlten Bedingungen der isolierten, salin
perfundierten Mauseherzen ein Flie3gleichgewicht (“steady state”) vor, in dem bei
stets gleichem hydrostatischen Perfusionsdruck (140cm Wassersaule) in der
praischamischen Phase der Herzmuskel mit ca. 2ml/min Krebs-Henseleit-
Pufferlosung konstant perfundiert wurde. Dies fuhrte zu einer gleichen Menge
Gesamteffluat (Koronareffluat und Transsudat). Unter diesen Bedingungen -
gleicher Zuflu3 wie AbfluR — kdnnen Veradnderungen des Metabolismus im
Herzmuskelgewebe direkt an einer Veranderung der Substratkonzentration im
Effluat abgelesen werden. Multiplikation mit dem FluRBvolumen ergibt die
Substanzmenge. Der auf diese Weise experimentell ermittelte Zeitgang
demonstriert die echte biologische Produktionsrate von TNFa im Gewebe der

isolierten Mauseherzen.
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4.3.2.1 Die Bedeutung des ersten Gipfels der TNFa-Kurve

Eine kinetisch neue Situation stellte die Ischamiephase mit einer aufgehobenen
Perfusion Uber 15 min dar. Die dadurch ausgelosten biochemischen und
energetischen Phdnomene sind bereits an anderer Stelle (s.0. 4.2) diskutiert
worden. Fur die Arbeitsweise des Modells ist zu beachten, dal3 durch das
Sistieren des Perfusates und Effluates in dieser Phase keine Informationen tber
den Zeitgang einer Substratfreisetzung oder -neubildung zu erhalten sind. Die
Ischamiephase stellt unter diesen experimentellen Bedingungen eine ,black box"
dar, die erst mit Beginn der Reperfusion im Effluat Informationen Uber eine
maogliche Zu- oder Abnahme der Substanzmenge liefert. Dies geschieht dadurch,
dal3 die wéahrend der Ischdmiezeit angesammelte Stoffmenge in Form eines
.Bolus” mit hohen FluRBraten (,reaktive Hyperamie”) kumulativ aus dem
Herzmuskelgewebe ,ausgewaschen* wird und deshalb in hoher Konzentration im
Perfusat erscheint. Dieser schnelle Auswaschvorgang (,1.Gipfelpunkt®) kann
einen ,akuten Freisetzungsmodus” (Degranulation und/oder proteolytische
Abspaltung) mit Beginn der Reperfusion vortauschen, obwohl lediglich das
angesammelte Substrat — in der Ischdmiephase wie zuvor mit gleicher
Geschwindigkeit gebildet — ausgespilt wurde (s. u.).

In der Literatur finden sich Hinweise auf die Besonderheit eines ,Auswaschens*
von Substrat mit Beginn der Reperfusion nur in der Arbeitsgruppe von Entman in
Bezug auf die Kinetik von TNFa (Frangogiannis et al., 1998), Kreatin-Kinase
(Michael et al., 1985) und Thromboxan B2 (Michael et al., 1990). Andere Autoren
deuten diesen Vorgang zumeist als eine akute, biologische Substratfreisetzung
ohne Berucksichtigung der kinetischen Hintergriinde (Gurevitch et al., 1997; Paz
et al., 2003).
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Abb. 28 (erster Gipfel): Vergleich der TNFa-Freisetzung von Wildtyp-Herzen ohne
IschAmie wéhrend des Zeitraumes —15 min bis 0 min (gepunktetes Viereck = 18,1 +/-
6,4 pg; n=8) mit der TNFa-Freisetzung von Wildtyp-Herzen nach 15 min Ischéamie im
Zeitraum 0 min bis 10 min (hellgraues Dreieck = 25,7 +/- 8,6 pg; n= 9). Es zeigte sich
kein signifikanter Unterschied (p=0,16).

Abb. 28 (zweiter Gipfel): Vergleich der TNFa-Freisetzung im Zeitraum 60 min bis 90
min an Wildtyp-Herzen ohne Ischamie (dunkelgraues Viereck = 15,7 +/- 6,40pg; n=8)
mit der TNFo-Freisetzung von Wildtyp-Herzen mit 15 min Ischamie (hellgraues

Rechteck = 106,6 +/- 37,67 pg; n=9). Die TNFa-Freisetzung der Wildtyp-Herzen mit
Ischdmie war signifikant erhdht (p<0,001).

Der erste frihe Gipfelpunkt der TNFa-Freisetzung der Wildtyp-Herzen nach 15
min Ischamie konnte nach den beschriebenen Uberlegungen primar kein
biologisches, sondern lediglich ein kinetisches Phanomen darstellen, das allein
durch die vorangegangene 15 min Ischamiezeit mit Sistieren und Wiederherstellen
der Perfusion hervorgerufen wurde. Durch eine einfache Flachenanalyse der Abb.
10 (s. Abb. 28 mit statistischen Angaben) laRt sich dieser Sachverhalt auch rein
rechnerisch untersuchen. Rechteck und Dreieck repréasentieren in dem
dargestellten Graphen Substanzmengen. Das schraffierte Dreieck der TNFa-
Freisetzung (25,7 pg) zum Zeitpunkt O bis 10 min nach Reperfusion der
ischamischen Wildtyp-Herzen (Ende der reaktiven Hyperdmie) ist nahezu

flachengleich dem markierten Rechteck der Normoxie-Wildtyp-Herzen mit der
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spontanen TNFa-Freisetzung (18,1 pg). Die Flache dieses Rechtecks stellt
quantitativ die Summe der basalen TNFa-Freisetzung dar, die wahrend der 15 min
Ischamiephase unter Normoxie gebildet wurde. Aufgrund der Flachengleichheit

( p= 0.16) kann angenommen werden, daf} unter Ischamiebedingungen nicht mehr
TNFa als im Vergleich zum normoxischen Kontrollkollektiv gebildet wurde. Daraus
konnte geschlossen werden, dal’ eine 15 min Ischamiephase in der vorliegenden
salin perfundierten Préparation keinen Stimulus zur TNFa-Freisetzung  fir

irgendeine myokardiale Gewebezelle darstellt.

Die dargestellte quantitative Flachenanalyse beruht allerdings auf 10 min
Abstdnden in der Probensammlung. Die gewahlten Abstande hatten zur
genaueren Analyse des ersten Gipfels eher im Minutentakt wahrend der
Anfangsphase erfolgen sollen, um dadurch eine mdglicherweise grol3ere Flache
um den ersten Gipfelpunkt zu detektieren. Diese mangelnde zeitliche Auflésung
schrankt die obengenannte kinetische Aussage ein und lallt die Mdglichkeit
einer zusatzlichen aktiven TNFa -Freisetzung aus Herzgewebezellen
(Makrophagen, Mastzellen und Endothelzellen) zu, wie sie zum Beispiel fir

Rattenherzen gezeigt wurde (Gilles et al.,2003).

Eine biologische Freisetzung von TNFa konnte auch aufgrund der fehlenden
ersten Gipfelpunkte fiir Mastzell-defiziente WBB6F1-Kit"/Kit"" (Kit"")-Mause
und Interleukin-6-k.0.-Mause abgeleitet werden. Nach Mafigabe des Modells
mifRte bei diesen Kollektiven ein friher Gipfelpunkt aufgrund der praischamisch
mefRbaren TNFa-Konzentrationen nachweisbar sein. Das Fehlen des frihen
Gipfels in diesen Untersuchungsgruppen kénnte entweder auf eine mangelnde
Freisetzung und/oder Stabilitdt von TNFa im Myokard wahrend der Ischamie
zuruckzufiihren sein, oder einfach Ausdruck einer zu geringen Probenentnahme-

Frequenz zur Darstellung des ersten Gipfelpunktes sein.

Als Beleg fur eine reale Zunahme der Substanzmenge nach 15 min Ischamie

konnen die Untersuchungen zur Histamin-Freisetzung angefuhrt werden. Unter

der Annahme, dal3 der letzte praischdmische und der letzte postischamische Wert

(60. Minute) auch die Plateauwerte der basalen Histamin-Freisetzung ohne

Ischamie reprasentieren, kann die gleiche Flachenbetrachtung herangezogen
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werden, wie sie fir TNFoa in der Abb. 28 demonstriert wurde (s. Abb. 29). Beli
dieser Analyse zeigt sich, dalR das Dreieck der Histamin-Freisetzung nach
Ischamie in seiner Flache (Substanzmenge) mindestens um den Faktor 4 grof3er
als das Rechteck der basalen Histamin-Freisetzung in einem Zeitraum von 15 min
ist (p = 0,005). Aus dieser Berechnung geht hervor, dal3 Histamin — im Gegensatz
zu TNFoa — wahrend der Ischdmiephase eindeutig aus dem Gewebe des
Mauseherzens vermehrt und statistisch signifikant von Mastzellen freigesetzt

wurde.

. —e— C57BL/6
7 —O— Gt WW-V

Histamin Freisetzung in (ng/min)
I
Ischamie
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Abb. 29: Vergleich der Histamin-Freisetzung (ng/min) von Wildtyp-Herzen (C57
BL/6) nach 15 min Ischamie im Zeitraum O min bis 10 min (hellgraues Dreieck =
31,7ng +/- 6,1ng; n=4) mit der basalen Histamin-Freisetzung (dunkelgraues
Viereck = 7,6ng +/-3,8ng; n=4) von Wildtyp-Herzen ohne Ischamie. Die basale
Histamin-Freisetzungskurve wurde dabei aus dem praischamischen Wert und
dem Wert bei 60 min nach Ischamie interpoliert. Die Dreiecksflache war
signifikant gegenuber der Vierecksflache erhdht (p= 0,005).
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4.3.2.2 Die Bedeutung des zweiten Gipfels der TNF« - Kurve

Der spate ,zweite Gipfel“ entsteht erst ab der 30. min nach Beginn der
Reperfusion und entwickelt sich dabei aus den Werten der basalen TNFa-
Freisetzung der normoxischen Kontrollherzen. Das kodnnte in anderer Form
bestéatigen, dal3 die Wildtyp-Herzen wahrend und nach einer 15 min Ischamie
keine Veradnderung ihrer zuvor eingestellten Basalrate der TNFa-Freisetzung
erfahren haben. Dieser Gipfel erreicht hohe Werte ab der 60. und 90. min (s. Abb.
28). Sauerstoffradikale werden in der postischdmischen Reperfusionsphase schon
nach 10 bis 30 Sekunden gebildet und stellen den adaquaten Stimulus fur eine
Neusynthese von TNFa in den Zellen des Herzmuskels dar (Zweier et al., 1989).
Dieser Vorgang braucht Zeit, um tber die Induktion des TNFa-Gens (ca. 30 min)
das TNFa-Protein zu bilden (Giroir et al.,, 1992; Kapadia et al., 1995). Die in
diesem Modell ermittelte zeitliche Latenz von ca. 60 min bis zum Gipfelpunkt ist
charakteristisch fur eine Neusynthese von TNFa-Protein in den Kardiomyozyten.
Dieses Zeitintervall wird auch von anderen Autoren bei Untersuchungen im
postischamisch reperfundierten Myokard als typisch fur eine TNFa-Neubildung
angegeben (Bader et al., 1994; Herkowitz et al., 1995; Gurevitch et al., 1997).

Die gerasterte Flache in Abb. 28 zwischen der 60. und 90. min der Reperfusion
lankt ebenfalls einen Flachenvergleich und damit eine Aussage Uuber die
freigesetzte Menge von TNFa im Vergleich zu der basal produzierten zu. Es ist
ersichtlich, dal’ in der Spatphase der Reperfusion deutlich mehr TNFa gebildet
wird als unter normoxischen Bedingungen (Faktor 7; p < 0,001). Aufgrund dieses
Mengenvergleiches kann vermutet werden, da? am ehesten die Kardiomyozyten
des Gewebes in der Lage sind, eine derartige Mehrproduktion zu bewerkstelligen.
Diese Einschéatzung wird durch die immunhistologischen Praparate vieler Autoren
gestutzt, die vorwiegend eine Markierung der Kardiomyozyten neben anderen
interstitiellen Zellen in der spaten postischamischen Reperfusionsphase (nach
Stunden und Tagen) nachweisen konnten (Irwin et al., 1999; Kapadia et al., 1995
u. 1997; Meldrum et al., 1998b; Satoh et al., 1999). Andererseits konnte in den
vorliegenden Versuchen mit nur regionaler Ischamie und Reperfusion keine
immun-histochemische Abgrenzung zwischen Kontrollmyokard und Kardio-

myozyten im Infarktareal gefunden werden.
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Die aus der Kinetik abgeleitete Forderung einer Neusynthese von TNFo wird
durch die pharmakologischen Untersuchungen mit dem unspezifischen
Proteinbiosynthese-Hemmer Cycloheximid bestéarkt. Cycloheximid konnte den

.Zweiten Gipfel“ von TNFa deutlich vermindern (s. Abb. 18).

Aus der beschriebenen kinetischen Betrachtung geht hervor, dal3 das in der
vorliegenden Arbeit verwendete Modell bei den gebildeten Substanzmengen
zwischen der ,Basalrate” der TNFa-Bildung und wahrend der Ischamie und
Reperfusion gebildeten Substanzmengen quantitativ unterscheiden kann. Das ist
in anderen Praparationen nur mit einem erheblichen technischen Mehraufwand,
z.B. unter Einsatz einer ,Mikrodialysepumpe® moglich (Davani et al., 2002). Auf
der anderen Seite bietet das isoliert perfundierte Herzmodell mit seiner zeitlichen
Auflésung die Moglichkeit, Angaben Uber die Abgabe von TNFa vor einem
unterschiedlichen pathophysiologischen Hintergrund (Ischédmie bzw. Reperfusion)
zu erhalten. Diese Aussagen kdnnten helfen, die biologischen Effekte von TNFa in

Abhangigkeit von der Konzentration im Gewebe besser zu verstehen.

4.4 Die biologische Bedeutung der experimentellen Befunde

Aufgrund des biphasischen Verlaufes der TNFa-Freisetzung lag es nahe, dald der
erste fruhe und der zweite spate Gipfel markante biologische Ereignisse nach
Ischamie und Reperfusion der Wildtyp-Herzen reprasentierten. Aus diesen
Grinden wurden spezielle transgene Tiere und pharmakologisch wirksame
Substanzen eingesetzt, die an unterschiedlichen Stellen die Kaskade der TNFa-
Bildung und -Freisetzung spezifisch hemmen sollten. Der jeweilige biochemische
Effekt der einzelnen Interventionen sollte an einer signifikanten Suppression eines
oder beider Gipfelpunkte abgelesen und mdglichst einem spezifischen Hinweis auf

die Herkunft und Bildung des Zytokins geben.

4.4.1 Die basale Produktion von TNFa im Mausemyokard

Auffallig ist eine Grundproduktion (,Basalrate”) von TNFa-Protein bei den

normoxischen Kontrolltieren, die mit der Basalrate der ischamischen Mauseherzen
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vor und erneut nach der akuten postischamischen Phase bis zur Entwicklung des
.Zweiten Gipfels® (bis 30 min nach der Reperfusion) gut Ubereinstimmt.
Immunhistochemisch lieBen sich in den Gewebeschnitten TNFa-Anfarbungen
hauptséchlich in den Gefallendothelien, Makrophagen und Mastzellen zeigen (s.
Abb. 23). Es kann daher angenommen werden, daf} auch nur diese interstitiellen
Zellen fur die Basalrate der TNFa-Produktion im Herzmuskelgewebe
verantwortlich sind. In der Literatur finden sich diese Zelltypen ebenfalls in
immunhistologischen Praparaten von Tieren, die keiner Ischdmie ausgesetzt
waren (Irwin et al., 1999; Kapadia et al., 1995; Gurevitch et al.,, 1997,
Frangogiannis et al., 1998; Meldrum et al., 1998b).

Eine basale Produktion von TNFoa wird von vielen Autoren nachgewiesen, ohne
aber naher darauf einzugehen (Maekawa et al., 2002; Irwin et al., 1999; Kapadia
et al., 1997; Meldrum et al.,, 1998a und 1998b). Die Hypothese, da? TNFa in
niedriger Konzentration fur das Gewebe einen endogenen ,Stress- Abwehrfaktor”
darstellt, wird von verschiedenen Arbeitsgruppen anerkannt und favorisiert (Mann,
2003; Sack, 2002; Nakano et al., 1998). Im Rahmen einer Zytoprotektion lassen
sich alle benefiziellen Effekte von TNFa zusammenfassen (Kurrelmeyer et al.,
2000; Nakano et al., 1998).

4.4.2 Der Einflu der Ischdmie auf die interstitiellen Zellen

Aufgrund eines quantitativen Vergleiches der gebildeten Substanzmengen von
TNFa bei den Wildtyp-Herzen nach 15 min Ischamie und derjenigen eines
normoxischen Kontroll-Kollektivs ging hervor, daf3 die Ischamie kein anhaltender
Stimulus fur eine vermehrte TNFa-Freisetzung in Mastzellen, Makrophagen und
Endothelzellen Uber die praischamisch festgelegte Basalrate hinaus darstellt.
Dieser Befund wird durch die experimentellen Ergebnisse anderer Autoren
bestétigt, die zeigen konnten, daf} das in der Ischamie freigesetzte Adenosin
Uber den A2 Adenosin-Rezeptor die TNFa -Bildung und -Freisetzung in den
interstitiellen Gewebezellen hemmt (Parmely et al.,1993; Bouma et al., 1994,
Saijada et al., 1996). Allerdings wird Adenosin nur transitorisch wéahrend der

Ischamie und frihen Reperfusion vom Myokard gebildet.
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In der gleichen Praparation konnte eine signifikante, aus Mastzellen stammende
Histamin-Freisetzung nachgewiesen werden (s. Abb. 29). Das mul3 bedeuten, dal3
auch in isolierten, salin perfundierten Mauseherzen zum Zeitpunkt der Ischamie
und frihen Reperfusion Mastzellen sich im Herzmuskelgewebe in einem
funktionstiichtigen Zustand befinden. Diese Erkenntnis auf3erten bereits ver-

schiedene Arbeitsgruppen (Davani et al., 2002; Frangogiannis et al.,1998).

Nach den bestehenden Vorstellungen lauft der Freisetzungsmechanismus von
Histamin ebenfalls Gber das in der Ischamie gebildete Adenosin ab, wird jedoch
Uber den A3 Adenosin-Rezeptor an der Mastzelloberflache vermittelt (Ramkumar
et al.,, 1993). Demnach fande eine Histamin- Freisetzung der Mastzellen nicht in
der Reperfusion, sondern nur wahrend der Ischdmiephase statt (Davani et al.,
2002; Linden, 1994). Dieser Befund konnte in dem vorliegenden Modell zeitlich
bestétigt werden (s.Abb. 28). Daraus kann gefolgert werden, da? TNFa und
Histamin in den Mastzellen aus unterschiedlichen intrazellularen Strukturen frei-

gesetzt werden.

4.4.3 Die TNFo-Produktion des Herzmuskelgewebes in der subakuten Reperfu-

sionsphase

Erst 60 min nach Beginn der Reperfusion entwickelte sich der zweite spate Gipfel
einer TNFa-Freisetzung. Diese Latenz nach Aktivierung der Gewebezellen, ver-
mittelt durch die reaktiven Sauerstoff-Spezies, wird in der Literatur Uberein-
stimmend als wegweisend fiir eine  TNFoa-Neusynthese durch Kardiomyozyten
angegeben (Herskowitz et al., 1995; Kapadia et al., 1995; Gurevitch et al., 1997).
Folgt man dem Konzept einer durch TNFa angeregten lokalen Zytoprotektion des
Myokard, so war die Basalrate der TNFa-Freisetzung bis zur 30. min nach
Reperfusionsbeginn allein fur die ,Homoostase* des kardialen Zellverbandes
zustandig. Unter dem Aspekt der Zytoprotektion haben ab der 30. min nach
Beginn der Reperfusion die Kardiomyozyten oder andere Zellen des
Herzmuskelgewebes mit der Bildung von TNFa begonnen, um mdglicherweise
dadurch den ,Stress* des Gewebes durch die Reperfusion abzuwehren (s.
4.1.2.2).
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Eine quantitative Analyse des Ausmal3es einer Verminderung des ,spaten Gipfels"
durch einzelne spezifische Interventionen macht verschiedene Abschnitte des
intrazellularen Syntheseweges der TNFa-Bildung sichtbar. Die Ergebnisse mit den
MMP-7-k.0.-Herzen demonstrieren den Anteil des von der Zellmembran
freigesetzten TNFa. Quantitativ fuhrte dieser Befund zur starksten hier beob-
achteten Suppression des zweiten Gipfels (bis auf die H6he der TNFa-Basalrate
der normoxischen Wildtypen). Daraus wird deutlich, daR das enzymatische
»LAbschneiden® des urspriinglich sarkolemmal gebundenen TNFa eine
entscheidende Rolle bei der Freisetzung dieses Zytokins spielt. Ahnlich effektiv
stellt sich die Hemmung durch Cycloheximid dar, das die TNFa-Bildung auf der

Translationsebene blockiert.

Interessant erscheint ferner die Beteiligung von Interleukin-6 an der Produktion
von TNFa, da der Mangel dieses Zytokins ebenfalls — wenn auch schwécher —
den spaten Gipfel der TNFa-Synthese hemmt. Offenbar stellt dieses Zytokin nicht
nur ein nachgeschaltetes (,downstream®) Element der Entzindungskaskade
sondern auch einen wichtigen vorgeschalteten (,upstream®) Faktor fur TNFo in
seinem Syntheseweg dar. Die Mastzellen selbst scheinen an der Produktion von
TNFo in der Spatphase keinen essentiellen Anteil zu haben, da es bei den
Mastzell-defizienten Mauseherzen zu keiner Minderung des spaten Gipfels der

TNFa-Freisetzung kam.

45 Ausblick

Die Theorie, dal3 einzelne ortsstandige Zelltypen im Herzmuskelgewebe auf einen
.umgebungsstress” reagieren und dabei l|6sliche Proteine als ,Abwehrstoffe®
bilden, ist von vielen Autoren und Arbeitsgruppen seit langerem aufgestellt worden
(Hammond et al., 1979; Mann, 2003). Dies gilt besonders fur Angiotensin Il und
einzelne Wachstumsfaktoren bei der Modulation und Anpassung des Herzmuskels
an einen aufgetretenen Gewebeschaden und seiner anschlieRenden Reparatur
(Long et al., 1991; Sadoshima et al., 1993). Die proinflammatorischen Zytokine
waren lange in das Dogma von spezifischen Mediatoren zur Auslésung von rein

entztindlichen und immunologischen Prozessen im Organismus gepref3t und
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erschienen deshalb von regulativen Aufgaben im Zellverband ausgenommen
(Nakano et al., 1998).

Erst der Nachweis einer relativ schnellen TNFa-Biosynthese und deren Ruck-
bildung in Zellen des Herzmuskelgewebes als Antwort auf einzelne
hamodynamisch wirksame Strel3faktoren ohne wesentliche Beteiligung des
Immunsystems identifizierte das TNFa als ,regulierenden Faktor‘des myokar-
dialen Zellverbandes (Kapadia et al., 1997). Der inzwischen geflhrte Nachweis
einer Beteiligung von TNFa bei allen kardiologischen Erkrankungen (s.1.3) kénnte
als Hinweis dafir gelten, dal3 TNFa ein phylogenetisch erhaltenes, ,angeborenes
Gen" zur Stressabwehr des Herzmuskels darstellt (Mann, 2003). In diese Richtung
zielen besonders die Ergebnisse einzelner Autoren, die bei niedriger TNFa-
Konzentration im Herzmuskel einen wirksamen Schutz gegen einen hypoxischen
Schaden nachweisen konnten (Eddy et al., 1992; Nakano et al.,, 1998;
Kurrelmeyer et al., 2000).

In Analogie zum Renin-Angiotensin-System ist es bemerkenswert, dal3 die priméar
stabilisierenden Effekte von TNFa in ungilnstige umschlagen kdnnen, wenn
einmal die TNFoa-Produktion im Gewebe sehr hoch und andererseits langer
anhaltend ist (Sack, 2002). In diesen Fallen wurden Stoérungen der links-
ventrikularen Pumpfunktion bis zum Lungentdem beschrieben (Yokoyama et al.,
1993; Lo et al.,, 1992). Fur zukinftige Forschungsprojekte erscheint es daher
wichtig, nicht nur den protektiven Mechanismus von TNFo ndher zu analysieren,
sondern auch den kritischen Punkt des Ubergangs einer benefiziellen zu einer

deletaren Wirkung genauer zu definieren.

Bei Durchsicht der Literatur fallt auf, dal3 ungunstige Effekte von TNFa fast
durchgangig mit der Reperfusion und einer dadurch induzierten entzindlichen
Reaktion verbunden sind. Besonders augenfallig ist dabei der direkte
experimentelle Vergleich einer 24 stiindigen Koronarokklusion ohne Reperfusion
bei TNF-RI-k.0.-Mausen (Kurrelmeyer et al., 2000) und einer sehr &hnlichen
Praparation an TNFa- k.o.-Mausen mit 1 stindigen Koronarokklusion und
anschlieBender in vivo Reperfusionsphase (Maekawa et al., 2002). Beide

Untersuchungen unterscheiden sich im Prinzip nur durch die fehlende Entziindung
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im Infarktgebiet. Dennoch zeigt die erstgenannte Arbeit benefizielle Effekte von
TNFa anhand einer signifikant verringerten Apoptoserate bei den Wildtyp-Tieren,
wohingegen Maekawa und Mitarbeiter unter TNFa ein groRReres Infarktgebiet
nachwiesen. Aus diesen Studien konnte geschlossen werden, dal3 eine infiltrative
Entziindung zuséatzlich zur myokardialen Basalrate und Neubildung von TNFa
nach MaRgabe dieses Modells eine Uberproduktion von TNFa im Herzmuskel

schafft, die den ,kritischen Umschlag” in eine deletare Entwicklung ermoglicht.

Sollte die Hypothese einer ,homoostatischen Regulation® von TNFa im
Herzmuskelgewebe stimmen, so wirde sich der Fehlschlag klinischer Studien zur
Therapie der Herzinsuffizienz durch eine Hemmung von TNFa moglicherweise
erklaren lassen. In allen bisher durchgefiuihrten Studien wurde TNFa vermutlich
weit unter den basalen Spiegel abgesenkt (Krum, 2003; Louis et al., 2001). Fur die
zukinftige Forschung wére es wichtig, diese These zu beweisen und den

pathophysiologischen vom physiologischen Konzentrationsbereich zu trennen.
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Zusammenfassung

Die kardiale Freisetzung des Zytokins TNFoa wurde an isolierten, salin
perfundierten Herzen von Wildtyp-Mausen wahrend 15 min globaler Ischamie und
90 min Reperfusion untersucht und mit den entsprechenden Werten von
normoxisch perfundierten Kontrollherzen verglichen. Parallel dazu wurde der
Koronarflul3 bestimmt, und die Verteilung von TNFa zwischen Koronareffluat und
interstitiellem Transsudat ermittelt. Dabei zeigten die FluRBwerte jeweils eine
.feaktive Hyperamie* nach Ende der préparationsbedingten Ischamie und zu
Beginn der Reperfusion nach der experimentellen Ischamie, die jedoch spatestens
nach 10-15 min jeweils wieder die Normalwerte erreichten. Vergleichende Unter-
suchungen wurden an den Herzen verschiedener genmodifizierter Mause durch-
gefiihrt: WBB6F1-KitV/Kit"" (Mastzell-defizient), Interleukin-6-k.0., TNF-RI-k.0 und
Matrix-Metalloprotease (MMP)-7-k.0. Zuséatzlich wurden Wildtyp-Méauseherzen mit
dem Proteinsynthesehemmer Cycloheximid und den Metalloproteasehemmern o-
Phenanthrolin, MMP-Inh-11 und TAPI behandelt.

Die Kinetik der postischamischen TNFa-Bildung bot einen ersten, frihen Gipfel
(mit Beginn der Reperfusion) und einen zweiten, spaten Gipfel (60 — 90 min nach
Reperfusion). Aufgrund der ,reaktiven Hyperamie“ hatte der erste Gipfel der
TNFa-Freisetzung als ein rein kinetisches Phanomen (,Auswascheffekt®) inter-
pretiert werden kdnnen. Wegen einer zu geringen Frequenz der Probenentnahme
zur Darstellung des ersten Gipfelpunktes kann jedoch eine zusétzliche
Freisetzung von TNFa aus Herzmuskelzellen nicht ausgeschlossen werden. Die
niedrige prad- und postischamische TNFa-Freisetzung zwischen den Gipfeln
entsprach der von normoxischen Kontrollherzen und charakterisierte  die
.Basalrate” der TNFa-Abgabe. Wie die histologischen Ergebnisse zeigten,
stammte diese von Mastzellen, Makrophagen und Endothelzellen. Der zweite
spate Gipfel kam unter konstanten FluRBwerten zustande und wurde wegen des
markanten Zeitganges als eine Neusynthese von TNFa identifiziert. Zudem wurde
dieser zweite Gipfel durch den Protein-Biosynthesehemmer Cycloheximid
gehemmt. Insgesamt konnte aber diese Neusynthese keiner Zellart zugeordnet

werden.
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Ein besonderes Augenmerk galt den Mastzellen. Es konnte gezeigt werden, dal3
diese wahrend der Ischdmie und frihen Reperfusion Histamin signifikant
freisetzten. Die Mastzellen waren nicht wesentlich an der TNFa-Synthese des
zweiten Gipfels beteiligt, was an Mastzell-defizienten Mauseherzen dargestellt
werden konnte. Auch eine ,Eigenstimulation” der spateren TNFa-Synthese war
nicht nachweisbar, denn die TNF-RI-k.0.-Herzen zeigten einen normalen

zweigipfligen Verlauf.

Der zweite Gipfel wurde am starksten bei den MMP-7-k.0.-Mausen reduziert.
Dieser Befund betont die Bedeutung von Metalloproteasen bei der sarkolem-
malen Freisetzung von TNFa. Bei den Interleukin-6-k.o.- Herzen war ebenfalls
eine Unterdrickung der spaten Synthese von TNFoa zu beobachten, womit
Interleukin-6 eine ,upstream” -Position in der Kaskade der TNFa-Neubildung

besalie.

Eine besondere Rolle nahmen die Experimente mit o-Phenanthrolin ein. Aufgrund
der Hemmwirkung auf metallhaltige Enzyme beeintrachtigte diese Substanz den
myokardialen, oxidativen Zellstoffwechsel erheblich und fuhrte zu einer toxisch-
anoxischen Hyperamie. Mit einer Latenz von etwa 45 min kam es zu einer
anhaltenden Steigerung der Freisetzung von TNFa aus dem Herzmuskel. O-
Phenanthrolin  stellt damit eine Modellsubstanz dar, die analog zum postischa-
mischen Reperfusionsschaden eine pharmakologische ,Gewebe-lschamie® unter
normoxischer Perfusion hervorrufen kann, die prinzipiell mit gleichem Zeitgang
und vermutlich gleichem Mechanismus die Neubildung und Freisetzung von TNFa

im Herzmuskelgewebe induziert.

Die Rolle von Metalloproteasen bei der Prozessierung von Pro-TNFa zum freien
17 kDa Zytokin konnte nicht befriedigend geklart werden. Weder TAPI, ein
Hemmstoff des TNFa-cleaving enzyme (TACE), noch die Substanz Metallo-
protease-Inhibitor-Il (MMP-Inh-11) vermochten die kardiale Abgabe von TNFa
signifikant zu beeinflussen. In Gewebehomogenaten von Wildtyp- und MMP-7-
k.o.-Herzen wurde die Spaltung eines synthetischen Peptids DABCYL-TNFa-
EDANSs, unvollstandig durch TAPI und MMP-Inh-Il gehemmt. Infolgedessen
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scheinen weitere Proteasen — auRer TACE und MMP-7 — befahigt, die Reifung

und Abgabe von TNFa im Herzmuskelgewebe zu bewirken.

Insgesamt sprechen die vorliegenden Ergebnisse fur die Hypothese einer
-homoostatischen Regulation“ des myokardialen Zellverbandes durch TNFa. Dies
geht im Prinzip aus der Identifizierung einer niedrigen TNFa-Abgabe im Gewebe
unter ,normalen” Bedingungen und einer erhéhten Produktion im Myokard unter
.Stress*hervor. Werden diese Befunde mit denen in der Literatur verglichen, so
darf vermutet werden, dal3 eine zusatzliche infiltrative Entzindung mit erhéhter
TNFa-Produktion primér benefizielle Effekte von TNFa in deletare umwandeln
durfte.
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