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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Arteriosklerose und Herzinfarkt sind keine neu entstandenen Zivilisationskrankheiten. Schon
bei 3000 Jahre alten &gyptischen Mumien konnte RUFFER (1911, zitiert nach STRAUER
2001) arteriosklerotische Verénderungen nachweisen, die schon damals offenbar so haufig
wie heutzutage vorkamen. Kardiovaskuldre Erkrankungen verursachen auch weiterhin,
wenigstens in den Industrielandern, die meisten Todesfélle. In Deutschland ereignen sich ca
270 000 Herzinfarkte pro Jahr, mehr als ein Drittel der betroffenen Patienten verstirbt akut
(STRAUER 2001).

Wie das Statistische Bundesamt mitteilt, verstarben im Jahre 2003 von den 80 Mio.
Einwohnern in Deutschland bei einer mittleren Lebenserwartung von 80 Jahren fir Frauen
und 74 Jahren fir Méanner insgesamt 853 946 Personen. Dabei wurde nahezu bei jedem
zweiten Verstorbenen (162 210 Méanner und 234 412 Frauen) der Tod durch eine Erkrankung
des Herzkreislaufsystems ausgelost. Der Herzinfarkt selbst, der zur Gruppe der
Herzkreislauferkrankungen gehort, konnte bei  45,3% der weiblichen und 54,7% der
mannlichen Verstorbenen als Todesursache ermittelt werden (Statistisches Bundesamt
Gesundheitswesen 2005). Trotz adaquater Therapie weisen Patienten, die einen akuten
Myokardinfarkt Gberlebt haben, einen deutlichen Funktionsverlust des Herzens auf, was sich
negativ auf Prognose und Lebensqualitéat auswirkt (STRAUER 2001).

Thrombozyten tragen einen erheblichen Anteil zur Pathogenese des akuten Myokardinfarktes
bei: der Verschluss eines Koronargefal3es durch einen Thrombus fuhrt zu Ischamie des distal
gelegenen Gewebes und zum Zelluntergang. Aul3erdem bilden aktivierte Thrombozyten
Mikrothromben und tragen so zur Verminderung der Mikrozirkulation bei. Auch die darauf
folgenden Entzindungsreaktionen werden durch Thrombozyten beeinflusst (GAWAZ 2004).
Bei der Aktivierung der Blutplattchen selbst spielt das Glykoprotein VI (GPVI) als
Kollagenrezeptor auf der Thrombozytenoberflache eine entscheidende Rolle und gilt auch als
Risikofaktor fur Myokardinfarkte. Thrombozyten ohne GPVI zeigen keine Adhésion an
Kollagen und die Aktivierbarkeit und Aggregation ist deutlich herabgesetzt; Antikorper gegen
GPVI oder losliche Formen von GPVI verhindern diese ebenso (GRUNER et al. 2005;
MOROI und JUNG 2004).

In der vorliegenden Studie soll in einem Ischamie-Reperfusionsmodell der Maus der Einfluss
von freiem GPVI (soluble GPVI-Fc) auf die Infarktgrof3e ermittelt werden.

Es sollen Moglichkeiten neuer Ansétze zur pharmakologischen Intervention fur die Therapie
und Prophylaxe bel Herzinfarktpatienten aufgezeigt werden.
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2 SCHRIFTTUM
21 Myokardinfarkt
211 Pathogenese des M yokardinfarktes

Sowohl eine instabile Angina pectoris as auch ein Myokardinfarkt lassen sich auf
gemeinsame pathophysiologische Ursachen zurtckfihren, wie die Ruptur der arterio-
sklerotischen Plagues mit Erosionen, sowie in verschiedenen Schweregraden auftretenden
Koronarthrombosen und distale Embolisierungen (FALK 1983; DAVIES und THOMAS
1985; STRAUER 2001). Begunstigt durch verschiedene Risikofaktoren (Hyperlipidamie,
Rauchen, Diabetes, Erndhrung) entstehen an Gefédwanden Ablagerungen, die sog.
arteriosklerotischen Plagues. Die intimale Lipideinlagerung (,,fatty streak®) ist eine der ersten
sichtbaren pathologischen Veranderungen im Bereich der Arterienwand und beginnt bereits
im Kindesalter (STARY et al. 1994).

Pathophysiologisch gesehen sind die zentralen Auslosemechanismen dieser Verénderung
Monozytenchemotaxis, Transmigration durch die Gefél3wand, Makrophagendifferenzierung
und Bildung von Schaumzellen durch Lipideinlagerungen. Dieses fuhrt zum Anwachsen der
Plague. Durch die weiche, schwammige Konsistenz wird dieses Gebilde sehr verletzlich
(VAN DER WAL et al. 1994) und kann durch verschiedene Ursachen, z.B. pl6tzlich erhdhten
Blutdruck, gelost werden (HORT 2001). Auf dem Wundgebiet entwickelt sich dann schnell
ein Thrombus (CONTI und MEHTA 1987; FUSTER et a. 1992). Bel grof3en Infarkten
verlegt dieser vollsténdig das Koronararterienlumen, bei der instabilen Angina pectoris ist er
meist kleiner (HORT 2001). Dies fuhrt zu Ischamie unterschiedlichen Ausmalles distal der
Okklusion gelegener Bereiche (FUSTER et al. 1999). Das entscheidende morphologische
Kriterium eines Herzinfarktes ist der irreversible Untergang von Myozyten, der erst nach dem
Uberschreiten der Wiederbelebungszeit des Myokards beginnt. Sie liegt beim Hundeherzen
nach experimenteller Unterbindung der Koronarien bei etwa 30 bis 40 Minuten. Die
endguiltige GrofRe des Infarktes ist im Tierversuch beim Hund nach etwa 4 bis 6 Stunden
erreicht (JENNINGS et al. 1960; JENNINGS et al. 1985). Beim Menschen mit einer akuten
Koronarthrombose durfte der Zeitraum der Wiederbelebungszeit dhnlich sein. Hier sind die
Chancen der thrombolytischen Therapie sowie der Reperfusionstherapie zu sehen (HORT
2001).
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212 Hamostase

Im physiologischen Zustand zirkuliert das Blut in einem geschlossenen Gefal3system, ohne
dass es zum Sistieren des Blutflusses oder zum Austritt von Blut in umliegendes Gewebe
kommt (Abb.1 A). Schaden in der Gefé3wand fiihren zur Aufhebung der Integritét der
Gefél3wand und zu anschlief3ender Blutung in umliegendes Gewebe. Um dies zu verhindern,
bilden Thrombozyten in Verbindung mit |6slichen Plasmakomponenten einen hdmostatischen
Thrombus, der den Schaden abdichtet und die Blutstillung bewirkt. Die zur Blutstillung
notwendige Bildung eines Gefal3wandthrombus am geschadigten Endothel wird Hamostase
genannt. Diese Reaktion bleibt unter physiologischen Bedingungen auf den Bereich der
Lasion beschrankt, ohne den Blutfluss und damit die Versorgung abhangiger Gewebe zu
beeinflussen (GAWAZ 1999). Die komplexe Abfolge von Reaktionen, die fur die
hamostatische Antwort notwendig sind, schlief3t sowohl biochemische Reaktionen von
Blutzellen, den Komponenten der Gefél3wand und aber auch von geldsten Molekilen ein
(ROSS 1993; KROLL et a. 1996; ANDREWS et al. 1997).

Einteilung:

@ Primare Hamostase: ausgefuhrt durch Thrombozyten, der Defekt des Endothels wird
schnell abgedeckt: Adhésion und Aggregation der Thrombozyten mit Bildung eines
priméren, pléttchenreichen Thrombus, fragil, 10st sch leicht

@ Sekundare Hamostase: Gerinnungskaskade, festigt den sekunddren hamostatischen

Thrombus durch Zusammenspiel der verschiedenen Gerinnungsfaktoren, Komple-
mentkaskade und Gewebesubstanzen
@ Fibrinolyse: Regulierung der Thrombusbildung, Heillungsphase (GAWAZ 1999)

213 Einflussder Thrombozyten auf die Hamostase

1. Thrombozyten und primare Hamostase

Sobald eine L&sion an einem Blutgefald auftritt, werden sofort die verschiedenen zelluléren

und biochemischen Mechanismen in Gang gesetzt, die fir die Hamostase notwendig sind.
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Innerhalb von Sekunden adhdrieren Thrombozyten an freiliegendes Kollagen, werden
aktiviert, setzen Substanzen aus Granula frel, rekrutieren andere Thrombozyten und aktivieren
auch diese. Es beginnt mit einer Verletzung und endet nur wenige Minuten spéater mit einem
stabilen Thrombus, ein Prozess, der Blutungen verhindert und die Wundheilung ermdglicht
(ANDREWS et al. 1997, GAWAZ 2004).
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Abb.1 A) Blutfluss bei intaktem Endothel
B) bei einer GefélRwandverletzung binden GPIb-V-1X Uber von-Willebrand-Faktor (VWF) und GPVI (rot) an
freiliegendes Kollagen (Cal): Adhasion. C) Aktivierung von Integrin ay2fs und azf;. D)
Thrombozytenaktivierung mit Sekretion und Aktivierung des Fibrinogenrezeptors GPIIb-111a. E) Aggregation
Uber Fibrinogenbrticken (Fg) durch GPIIb-Il1a. F) Freisetzung von Mikropartikeln und Beginn der sekundéren
Hamostase: Bildung von Fibrin aus Prothrombin bzw. Thrombin (nach GAWAZ 2004)
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2. Thrombozyten und sekundare Hamostase

Da das primére Pléattchenaggregat relativ instabil ist, erfordert eine effektive und dauerhafte
Blutstillung die Konsolidierung des Priméarthrombus. So beginnt die sekunddre Hamostase
mit Aktivierung der Gerinnungskaskade fur die Bildung von Thrombin (MANN et al. 1992;
RUGGERI 2002) in der Umgebung des Pléttchenaggregates. Thrombin hat zwel wichtige
Aufgaben in der Entstehung und Stabilisierung des Pléttchenaggregates. Zum einen ist
Thrombin ein hdchstpotenter Aggregationsvermittler, der auch ohne Thromboxan A, und
ADP in der Lage ist die Aggregation auszulésen, zum anderen wird mit Hilfe von Thrombin
Fibrinogen zu Fibrin umgewandelt, welches das Pléttchenaggregat weiter stabilisiert
(PACKHAM 1994). Die priméare Hamostase wird im Wesentlichen von den Thrombozyten
getragen, die sekundére Hamostase ist die Domane des plasmatischen Gerinnungssystems und
wird durch die Gerinnungsfaktoren, also von Serumproteinen, gewdahrleistet. Sie mindet in
der Bildung eines Fibringerinnsels, welches im Verein mit dem Thrombozytenaggregat den
entgultigen stabilen Wundverschluss in Form eines Thrombus aus Thrombo- und
Erythrozyten sowie aus Fibrin bildet. Nach abgeschlossener Thrombusbildung setzt dann die
Reorganisation des Gewebes, vergleichbar mit der Wundheilung, ein (GAWAZ 2004).

214 GefaRwandlasion als Auslésemechanismus der Hamostase

Auch das Endothel spielt durch die Regulation der Permeabilitét fir Plasmalipoproteine,
Leukozytenadhasion und die Sezernierung von pro- und antithrombotischen Faktoren sowie
vasoaktiven Substanzen eine zentrale Rolle bei der arteriellen Hamostase (VANE et a. 1990).
Das Endothel, die einschichtige Gefa3wandauskleidung, die den Blutstrom von den
thrombogenen Strukturen des Subendothels trennt, sezerniert eine Reihe von anti-
thrombogenen und vasoaktiven Substanzen: Prostaglandin und Stickstoffmonoxid (NO)
wirken einer Uberschief3enden Thrombozytenaktivierung entgegen. Stickstoffmonoxid (NO),
.endothelium derived relaxing factor® (EDRF) und Prostaglandin regulieren als
Vasodilatatoren (Relaxation der glatten Muskelzellen) den Gefaldtonus. Als Gegenspieler
setzen aktivierte Thrombozyten vasokonstriktorische Substanzen frei (Adeninnukleotide wie
ADP und ATP, Serotonin und Thromboxan A,), die im Endothel die Synthese von cGMP
stimulieren. Ein erhohter cGMP-Spiegel fuhrt in einem Feedback-Mechanismus durch
vermehrte Bildung von NO und EDRF zur Thrombozyteninhibierung und Vasodilatation
(LIAO 1998).
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2.2 Aufbau der Thrombozyten

Thrombozyten, die kernlosen kleinsten Blutzellen, entstehen aus dem Zytoplasma der
Megakaryozyten im blutbildenden Knochenmark. Ihre Form als Fragmente der Mega-
karyozyten erhalten sie durch die Scheerkrafte in der Blutzirkulation (STENBERG und
LEVIN 1989). Ihre Uberlebenszeit betragt ca. 10 Tage, bis sie im retikuloendothelialen
System der Leber und Milz abgebaut werden. Etwa ein Drittel der Thrombozyten ist in der
Milz gespeichert und steht so dem Austausch zirkulierender Plattchen zur Verfliigung
(BEHNKE und FORER 1998; GEORGE 2000).

Werden Thrombozyten aktiviert, &ndern sie ihre Form (Shape-change) von der typischen
diskoiden Form in die sog. Echinosphérozyten. Dabei bilden sie durch Ausstilpung der
Plasmamembran Pseudopodien aus und vergrof3ern so ihre Oberflache von 8 pun? auf 13 pm?
(BEHNKE 1970; GEORGE 2000).

Sur Fase-uormecled
cannalicalar spslem

fdizroubules
Alpha granule

Dense grencls

Glycogen

Mitorhondrion

Abb.2 Form und Zelorgandlen ruhender und aktivierter Thrombozyten (GEORGE 2000)
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Die Ultrastruktur der Thrombozyten wird nach GAWAZ (1999) in vier morphologische

Bereiche unterteilt:

@ Periphere Zone

@ Strukturelle Zone
@ Zoneder Organellen
@ Membransystem

Die periphere Zone besteht aus einer Zytoplasmamembran, aufgebaut aus Glykoproteinen,
Proteinen und Mukopolysacchariden, die sog. Glykokalyx, die in eine Phospholipidschicht
(Bilayer) eingebettet sind. Hier sind die Proteine integriert, die nach Stimulation von
Agonisten (ADP oder Thrombin) oder fur Adhasionsproteine (Fibrinogen oder von-
Willebrand-Faktor) als Rezeptoren fungieren: Plattchenfaktor 3 wird gebildet, second
messenger zur Signal Ubermittlung und Arachidonséure werden freigesetzt.

Die strukturelle Zone setzt sich aus Mikrotubuli und anderen Strukturproteinen zusammen,
die fur die Ruheform der Thrombozyten, aber auch fir die Ausbildung der Pseudopodien bei
Aktivierung verantwortlich sind. Diese Strukturproteine bilden das Zytoskelett aus Aktin und
Myosin.

Die Zone der Organellen im Zytoplasma enthélt Mitochondrien, Glykogenspeicher und
Speichergranula:
@ Dichte Granula (dense bodies): ADP, ATP, GTP, GDP, Kalzium, Serotonin
@ a-Granula: Enzyme, adhasive Proteine (wie GPIIb-l11a, GPIb, GPI X und GPV)
(BERGER et al. 1996), Wachstumsfaktoren, zytokindhnliche Proteine, Koagulations-
faktoren
@ Lysosomen: hydrolytische Enzyme

Das Membransystem setzt sich aus einem offenen kanalikuldren System und einem dichten
tubuléren System, dem Hauptspeicher fur freie Kalziumionen, zusammen. Freies Kalzium
spielt die Hauptrolle in der Regulation des Plattchenmetabolismus und in der Aktivierung
(RINK und SAGE 1990). Wird der Schwellenwert der zytoplasmatischen freien Kalzium-
konzentration Uberschritten, kommt es zur Formveranderung und Degranulation (GAWAZ
1999). Sekretion und Endozytose finden hier statt (GEORGE 2000).
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23 Aufgaben der Thrombozyten

231 Adhasion

Bei einem Endothelschaden der Gefé3wand und der nun offenliegenden thrombogenen
subendothelialen Matrix kommt es im Rahmen der Hamostase zur Adh&sion ruhender, im
Blut zirkulierender Thrombozyten an nun freiliegendes Kollagen (BAUMGARTNER 1977)
(primére Adhasion). Dieser initiale Adhésionsvorgang wird durch thrombozytéare
Membranglykoprotein-Rezeptoren, den Integrinen, gesteuert und resultiert in Form-
veranderung, Thrombozytenaktivierung und Freisetzung der Inhaltsstoffe aus den
Speichergranula (BAUMGARTNER 1977; GAWAZ 1999).

Die Plattchenadhasion, die unter arteriellen Stromungsbedingungen und somit unter hohen
Scherkréften stattfindet, wird vermittelt Uber den von-Willebrand-Faktor (VWF), der zum Teil
von Endothel und Megakaryozyten (ANDREWS et al. 1997) sezerniert wird, zum Teil aus
thrombozytéren Speichergranula stammt und an freiliegendem Kollagen bindet (RUGGERI
1997). Uber Interaktion des thrombozytaren Rezeptors fiir VWF (Glykoprotein 1b-V-1X) mit
kollagenimmobilisiertem VWF wird der erste Kontakt zirkulierender Blutpl&ttchen mit der
Zellwandlasion hergestellt (Abb.1 B) (ROTH 1991; RUGGERI 1997; ANDRE et al. 2000;
RUGGERI 2002).

Zwei weitere thrombozytére Glykoproteine (GPla-11a = Integrin azp; und GPVI) interagieren
zugleich direkt mit dem freiliegenden Kollagen und stabilisieren die Bindung (STAAZ et al.
1989; WATSON und GIBBINS 1998; RUGGERI 2002). Diese Bindung kann auch bei
ruhigem Blutfluss stattfinden. Im Gegensatz zur Bindung Uber den VWF ermdglicht die
direkte Bindung Uber Kollagen eine stabile Adh&sion und das Wachstum des Thrombus
(JACKSON et a. 2003).

So erméglicht GPVI als der wichtigste Kollagenrezeptor (KEHREL et al. 1998) nicht nur eine
festere Bindung direkt an Kollagen (Abb.1 C), sondern vermittelt auch die Aktivierung
anderer zur Adhasion notwendiger Rezeptoren, wie Integrin oy 2f3 und oz (NIESWANDT et
al. 2001 a; CHEN und KAHN 2003; NIESWANDT und WATSON 2003).
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Nach dem vereinfachten “two-step, two-site model” ist der erste Kollagenrezeptor

-
e

Glykoprotein la-lla (Integrin ozf;) verantwortlich
fur die Adhasion des Blutpléttchens am Kollagen,
ein zweiter Kollagenrezeptor, Glykoprotein VI
(GPVI) sorgt fur die Aktivierung der am Kollagen
bereits gebundenen Thrombozyten und fir die
Sekretion der Granulainhaltsstoffe (SANTORO et
al. 1991; MOROI et a. 1996; SIXMA et al. 1997).
Diese Reaktionen mussen laut WATSON et al.
(2000) jedoch unbedingt weiter differenziert

werden.

Abb.3 Santoro et al. 1991 “two-step, two-site model”

Ein Rezeptor i fir Adhasion, der zweite fir
Aktivierung der Thrombozyten verantwortlich

WATSON et al. (2000) modifizieren das “two-step, two-site model”. Einer der Rezeptoren

bindet initial an Kollagen, die Bindung des zweiten Rezeptors verstarkt die Interaktion.

Signale von GPVI steigern die Affinitdt von Integrin aof, fir Kollagen, das Signal zur

Aktivierung der Phospholipase Cy2 verstarkt
sich. CHEN und KAHN beschreiben 2003 ein

Two-receptor-Modell zur kollageninduzierten % @
L] *

Plattchenaktivierung. Hier sorgt der Non-

Integrin-Rezeptor GPVI fur das
Kollagensignal, das den Integrinrezeptor af1
aktiviert und an die Oberflache rekrutiert, der

i %‘J"-"-.:".*rm T Y TN |
I Hw.,.,, sgulg .....

IO
dann das Kollagensignal amplifiziert und die ri e
Thrombozytenaktivierung Uber eine &hnliche . n||
Signalkaskade wie GPVI (s. u.) vervoll- l
standigt (CHEN und KAHN 2003). AuRerdem SR
tragen beide Rezeptoren zum Shape-change ﬁﬁjgﬁ*’:? [
bei (JARVIS et d. 2002). | mgm

Abb.4 Watson et al. 2000 modifiziertes “two-step,

two-site model”: ein Rezeptor bindet an Kollagen,

aktiviert den zweiten, beide zusammen leiten die
Thrombozytenaktivierung ein
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232 Aktivierung und Sekretion

Auf die Adhasion folgt die Thrombozytenaktivierung. Sie wird durch Kollagen und Thrombin
initiiert, zwel der potentesten Thrombozytenagonisten (WILNER et al. 1968; BAUMGARTNER
1977, VALETTAS und HERRMANN 2003). Zusétzlich sind als Agonisten folgende Stoffe
beteiligt: ADP, freigesetzt aus Geféfdzellen und aktivierten Thrombozyten, Adrenalin,
Thrombin, Thromboxan A, (vasokonstriktorisch) aus aktivierten Plattchen (RUGGERI 2002;
VALETTAS und HERRMANN 2003).

Jeder der Agonisten bindet an seinen Rezeptor auf der Pléttchenoberfldche und agiert Uber
komplexe Second-messanger-Systeme, wobei meist G-Proteine als Ubermittler fungieren
(BRASS und MOLINO 1997). So wird auch die Kalziumkonzentration Uber Kalzium-
freisetzung aus den Speichergranula, reguliert von Phospholipase C, im Zytosol der
Blutpléttchen deutlich erhoht. Die Kalziumkonzentration im Zytosol betragt 0,05 bis 0,1 uM
und steigt wahrend der Aktivierung auf Werte Uber 1 uM an, wodurch die Aktivitdt der
kalziumabhéangigen Enzyme entscheidend verandert wird (BRASS et al. 1993).

Der intrazelluldre Kalziumanstieg fuhrt letztendlich zur Pl&ttchenaggregation sowie zur
Phosphorylierung weiterer Membranproteine tber Proteinkinase C, die die Sekretion der
Granulaund die Aktivierung des Fibrinogenrezeptors GPIIb-111a steuern (Abb.1 D) (KNIGHT
et al. 1984; DAVIES et a. 1989).

Insbesondere durch die Bindung der thrombozytéren Kollagenrezeptoren und durch Erhéhung
des zytoplasmatischen Kalziumspiegels kommt es wahrend der Aktivierung zum shape-
change, einer Formveranderung der Thrombozyten, wobei diese Pseudopodien ausbilden.
Diese Reaktion wird auch durch die Bindung von Thromboxan A, an die Rezeptoren auf der
Pléttchenoberflache (G-Protein-vermittelt) ausgelost (GALLET et a. 1999).

Ein weiterer Weg, die intrazellulére Signallbermittlung, die auch G-protein-gekoppelt zur
Aktivierung durch Thrombin fihrt, beginnt mit der Aktivierung der Phospholipase Cp (PLC-
B) (BRASS und MOLINO 1997; OFFERMANNS et a. 1997). Diese ermoglicht die Bildung
von Inositoltriphosphat und Diacylglycerol, das wiederum Kalzium aus den Granula freisetzt
und die Proteinkinase C aktiviert. Die Thrombozytenaktivierung durch Thrombin resultiert in
der Formation von Filopodien und Zellspreizung durch Ausspannen von Lamellen
(HARTWIG 1992). Ausgelost wird die Pseudopodienbildung durch einen kalziuminduzierten
Ubergang von globularem Aktin in langgestrecktes, fibrillares Aktin. In den Pseudopodien
reichern sich Mikrotubuli an, die Plasmamembran wird durch Aktin-Filamente stabilisiert.

Dynamische Formveranderung wird durch einen kontraktilen Apparat aus Aktomyosin
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ermoglicht. Begleitet wird diese Formveranderung von der Sekretion des Inhaltes der Granula
(KROLL und SCHAFER 1989).

Abb.5 nicht aktivierter Zustand: diskoide Form, aktivierter Zustand: Echinosphérozyten
(in GAWAZ 1999 Das Blutpl&ttchen: http.//www.platel et page)

233 Aggregation

Aggregation ist der ndchste Schritt in der Hamostase, der zu einer Anhdufung von
Thrombozyten im Thrombus fihrt (RUGGERI 2002).

Ubermittelt wird die Aggregation, die Vernetzung verschiedener Thrombozyten iber
Fibrinogenbrtcken, durch den Gllib-ll1a-Rezeptor (Abb.1 E) (PEERSCHKE 1985; GEORGE
2000). Durch kalziumabhangige Signaltransduktion (der Kalziumspiegel steigt durch die
Sekretion an) des aktivierten Thrombozyten wird der Aggregationsrezeptor GPllb-Illa
stimuliert und expositioniert. Auf ruhenden Pléttchen liegt dieser Fibrinogenrezeptor inaktiv
vor, d.h. bei Aktivierung bildet er , Fibrinogenbindungstaschen® aus, zusétzlich wird bel
Aktivierung die Zahl der Rezeptoren auf der Oberflache erhtht (PIDARD et al. 1991;
GAWAZ 2004).

So wird im Zuge der priméren Hamostase ein pléttchenreicher, fragiler Thrombus gebildet.
Wahrend der Pléttchenaggregation setzen aktivierte Thrombozyten potente Pl&ttchenagonisten
frei, wie Thrombin, ADP und Thromboxan A,, die die Aufnahme neuer Thrombozyten in das
wachsende Aggregat ermdglichen (RUGGERI 2002).

AuBerdem scheiden aktivierte Thrombozyten kleine Mikropartikel —mit  hoher
prokoagulatorischer Aktivitdét von ihrer Membranoberflache ab. Diese Mikropartikel
katalysieren die Bildung von Thrombin um das Pléatchenaggregat herum, damit die
Fibrinbildung und Konsolidierung des Thrombus induziert wird (Abb.1 F) (HOLME et al.
1997; GAWAZ 2004).
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24 | schamie und Reperfusion

Abgeleitet vom griechischen Ursprung bedeutet | schamie , eingeschrankter Blutfluss® (ioyewv
zurlckhalten, abhalten, hindern; aipa Blut). In den meisten Studien wird Ischamie als Zustand
der Imbalance zwischen Sauerstoff- bzw. Substratangebot und Bedarf fur die
Aufrechterhaltung physiologischer Funktionen definiert (REIMER und JENNINGS 1992;
HEARSE 1994). Wenn die Unterversorgung des Gewebes durch Ischamie lange genug anhélt,
werden die Myozyten irreversibel geschadigt. Es kommt zum Absterben der Zellen durch
Apoptose und Nekrose. Myozytennekrose bedingt durch myokardiale Ischéamie definiert den
Myokardinfarkt (REIMER und JENNINGS 1992).

Sowie der Blutfluss in einem Koronargefal3 vermindert wird, treten irreversible Schaden an
den Myozyten auf, die den Funktionsstoffwechsel im Myokard zum Stillstand bringen, es
kommt letztendlich zum Zelluntergang durch Nekrose und Apoptose. Durch die Minder-
versorgung mit Sauerstoff wird der Stoffwechsel von aerober Glykolyse fur die addguate
oxidative Phosphorylierung auf anaerobe Glykolyse umgestellt (dabei werden aus einem Mol
Glukose 38 Mol ATP gebildet). Es entstehen aus einem Mol Glukose nur noch zwei Mol ATP
und Laktat. Durch den Zusammenbruch der ATP-Produktion kommt es, vermittelt Gber
verschiedene Mechanismen, zur Bildung von freien Radikalen (SIMPSON und LUCCHES]
1987). Da auch der Abtransport der Metaboliten nicht mehr gewahrleistet ist, akkumuliert
gleichzeitig das Laktat, und es kommt zu einem intrazelluldren und interstitiellen Abfall des
pH-Wertes. Die so resultierende Ansduerung und der Verlust an energiereichen Phosphaten,
durch den Zusammenbruch der oxidativen Phosphorylierung, fuhren dazu, dass intra- und
transzellulére Transportprozesse zum Erliegen kommen (LAZDUNSKI et al. 1985;
PIWNICA-WORMS et al. 1985). Ein unkontrollierter Natriumeinstrom und eine daraus
folgende Depolarisation der Zellmembran mit konsekutivem Kalziumeinstrom sind die Folge
(FIOLET et al. 1984; STEENBERGEN et a. 1987; MARBAN et al. 1989; MATTHEW
1989; STONE et al. 1989).

Durch die Laktatazidose und den Verlust der Pufferungskapazitét des Zytoplasmas durch den
Elektrolyteinstrom kommt es aulRerdem zur Zellmembranschéadigung. Die Folgen sind ein
Odem des GefaRendothels sowie der Myozyten mit ZerreiRen des myofibrillaren Apparates
und damit eine weitere Durchblutungsstorung in der Umgebung. Der Kalziumanstieg wéahrend
der Ischamie bewirkt eine Relaxation der Myofibrillen, es kommt zu kontraktilen
Dysfunktionen (FERRARI et al. 1985, MARBAN et a. 1989) und letztendlich zur
hypoxischen Herzdilatation.

12
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Im weiteren Verlauf fuhren diese Mechanismen schlieSlich zum Absterben der
Kardiomyozyten durch Nekrose und Apoptose. Die aktivierte Phospholipase bewirkt die
Bildung von Inflammationsmediatoren wie Prostaglandinen und Leukotrienen, wodurch
sowohl Leukozytenadhasion als auch Endothelschadigung wahrend der Reperfusion
begunstigt werden (ADAMS und SHAW 1994).

Bei Reperfusion des ehemals durch einen Gefalverschluss ischdmischen Bereiches wird
dieser wieder mit oxigeniertem Blut versorgt. Dadurch wird der Zellschaden zum einen
begrenzt, da Versorgung und Abtransport wieder gewahrleistet werden und sich auch die
Kalziumkonzentration normalisiert (JENNINGS et a. 1985). Paradoxerweise ist dieser
Prozess jedoch mit einer weiterfihrenden Myokardsch&digung verbunden, es kommt zum
sogenannten Reperfusionsschaden: Die Bildung der antikoagulativen Substanzen wie EDRF
und Prostazyklin des Endothels wird vermindert, es kommt zur vermehrten Adhasion von
Thrombozyten und Granulozyten am geschadigten Endothel, wodurch die Mikrozirkulation
weiterhin eingeschrankt bleibt (SMITH 1993; MASSBERG et al. 1998, 1999). Eine weitere
bedeutende Komponente des sogenannten Reperfusionsschadens ist die gesteigerte
Inflammationsreaktion: durch die myokardiale Ischamie wird ebenso das Komplementsystem
aktiviert, dies wiederum trégt zur Einwanderung von neutrophilen Granulozyten und
Monozyten bei. Der Anstieg der freien Radikale, die wahrend der Ischémie/Reperfusion
gebildet werden, besitzt das Potential Myozyten und Endothelzellen direkt zu schadigen und
triggert den Entzindungsprozess durch die Induktion von Zytokinen (DHALLA et al. 2000).
Auch aktivierte Thrombozyten vermitteln chemotaktisch Reaktionen von Leukozyten und
Endothel, und tragen so erheblich zum sogenannten Reperfusionsschaden bei. Aus den
dichten Granula der Thrombozyten wird unter anderem Serotonin freigesetzt, Leukozyten,
Monozyten und Lymphozyten werden so in den Entziindungsprozess integriert (GAWAZ
2004).
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Einfluss der Thrombozyten auf die |schamie

Thrombozyten tragen also, wie schon beschrieben, durch verschiedene Interventionen zur
Entstehung, Aufrechterhaltung und Ausweitung der Ischamie bei (GAWAZ 2004):

@ mechanischer Verschluss einer Koronararterie durch einen Thrombus an einer

Plaqueruptur

Q

Mikroembolisation durch abgesplilte atherothrombotische pléttchenreiche Aggregate

@ pléattchenvermittelte Vasokonstriktion durch Freisetzung von Serotonin, Thromboxan
und Bildung freier Radikale

@ verstarkte intravasale Thrombusbildung in der Mikrozirkulation durch aktivierte
Thrombozyten

@ pléatchenvermittelte Entziindungsreaktion im ischdmischen Myokard (lokal und

systemisch)

Thrombozytenaggregation - Mikroembolisation

Vasokonstriktion

Mikrozirkulation 'J'

Ischémie]

Abb.6 Einfluss der Thrombozyten auf die Ischamie: Plattchenaggregation und Aktivierung fiihrt zu
Mikroembolisation in der Peripherie; Vasokonstriktion; Verminderung der Mikrozirkulation und Verstérkung

der Ischamie (nach GAWAZ 2004)

Die Kombination dieser VVorgange bestimmt das Ausmal3 der myokardialen Ischamie und die
Beeinflussung der kardialen Kontraktilitét. Das Ausmald der durch gesteigerte
Thrombozytenaktivitét eingeschrankten Mikrozirkulation kann fur die Beurteilung der
Prognose eingesetzt werden (GAWAZ 2004).
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25 Thrombozytére K ollagenr ezeptoren

Die verschiedenen Kollagene sind wichtige Pléattchenaktivatoren der Gefél3wand
(BAUMGARTNER 1977). Da die Regulation der Thrombozytenaktivierung ein bedeutender
Schritt in der Abgrenzung der physiologischen Hamostase zur pathologischen Thrombose ist,
stellen die Plattchen-Kollagen-Interaktionen wichtige Ziele fur die pharmakologische
Intervention dar (CLEMETSON 1999; CLEMETSON und CLEMETSON 2001).

p65

GPIb-V-IX CD36

vilvE

Abb.7 Kollagenrezeptoren auf der Thrombozytenoberfléche:
Der Rezeptor GPIb-V-1X bindet indirekt tber vVWF (von-Willebrand-Faktor) an Kollagen, Integrin a,p:, GPVI,
CD36, p65 binden direkt an Kollagen (nach CLEMETSON 1999)

Es gibt zwei Hauptrezeptoren fur Kollagen, fir die SANTORO et al. (1991) das sogenannte
»two-gep, two- site-model“ aufstellten: Hier bindet zuerst Integrin ozp; an Kollagen, dann
aktiviert, wie bereits beschrieben, ein weiterer Rezeptor, namlich GPV I, das Blutpléttchen.

GPVI (P62 oder GPIlIb)
Der wichtigste Rezeptor fur Kollagen ist GPVI (KEHREL et al.1998). Dieser Rezeptor ist
auch an der Aktivierung der Thrombozyten mal3geblich beteiligt. GPVI ermoglicht die

Aggregation, Sekretion, Formverdnderung und Aktivierung der Blutpléattchen. Die
Auswirkungen dieses Kollagenrezeptors auf die Grole des Myokardinfarktes werden in
vorliegender Arbeit untersucht. (zu Aufbau und Funktion siehe 2.6).

Integrin aoB, oder GPla-lla
1985 beschrieben NIEUWENHUIS et al. einen Patienten, dessen Thrombozyten keine
Reaktion auf Kollagen zeigten, GPla war hier auf 15 bis 25 % des normalen

Expressionsgrages reduziert. Etwa zur gleichen Zeit wurde GPla von SANTORO (1986) als
Kollagenrezeptor bestimmt. Spéter stellte man fest, dass GPlalla im Komplex vorliegt und
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mit Integrin apPs identisch ist. Integrin ozP; ist auch auf der Oberfléache von Lymphozyten zu
finden (STAATZ et al. 1989). Als der als erstes agierende Kollagenrezeptor spielt es eine
grof3e Rolle in der Thrombozytenadhasion und Verankerung am Kollagen. Im Gegensatz zu
VWF-vermittelter Adhasion Uber GP 1b-V-IX binden weder Integrin axp; noch GPVI unter
hohen Scherkréften der schnellen Strémungsbedingungen. Wenn also GPIb tiber vWF bindet,
entsteht Uber die sehr instabile Verbindung das sogenannte Rollen der Thrombozyten Uber das
Endothel. Jetzt wird Integrin ogf; aktiviert, die Bindung an Kollagen verfestigt sich
(CLEMETSON und CLEMETSON 2001). Auf3erdem ist Integrin azpi, wie KAMIGUTI et al.
(1996) zeigen konnten, auch in geringem Mal3e an der Thrombozytenaktivierung beteiligt.
Die Abspaltung von B durch eine spezifische Metalloprotease Jararhagin aus Schlangengift
(Bothrops jararaca) verhindert auch die kollageninduzierte Aktivierung. Es zeigte sich, dass
Integrin a,P; als Co-Rezeptor fur kollageninduzierte Aktivierung von Syk, einer Tyrosin-
kinase, und der darauffolgenden Phosphorylierung von Phospholipase Cy2 notwendig ist
(KEELY und PARISE 1996). So verstarkt das durch GPVI in seiner Wirkung potenzierte
Integrin ayB;, die Aktivierung der Thrombozyten durch &hnliche Signaltransduktions-
mechanismen wie das Glykoprotein VI selbst (s.u.) (CHEN und KAHN 2003).

GPIV (CD36)
Ein weiterer Kollagenrezeptor GPIV bindet an Typ V Kollagen, spielt aber keine grof3e Rolle

bei der Thrombozytenaktivierung (KEHREL et al. 1993; MOROI und JUNG 1997; JARVIS
et al. 2002). 3 bis 11% der japanischen Bevolkerung weisen einen Mangel an diesem Protein
auf, jedoch besteht bei keiner dieser Personen eine Blutungsneigung (TANDON et al. 1989).

GPIb-V-1X

Wie bereits erwahnt, gibt es noch den indirekten Kollagenrezeptor GPIb-V-1X, der Uber
Kollagen-gebundenen-vWF an Kollagen bindet (ANDREWS 1999). Diese Bindung findet
unter grof3en Stromungsbedingungen, d.h. unter hohen Scherkréften statt, ist instabil und
bewirkt das ,Rollen* der Thrombozyten am Endothel. Dadurch, d.h. Gber den intensiveren
Kontakt mit Kollagen, wird die Adhasion Uber die anderen Kollagenrezeptoren wie Integrin
azB1 und GPVI ermbglicht (RUGGERI 2003; JACKSON et al. 2001).

16



SCHRIFTTUM

2.6 K ollagenrezeptor Glykoprotein VI (GPVI)

Der Thrombozytenoberflachenrezeptor fir Kollagen (Typ 1) Glykoprotein VI (GPVI), der
eine entscheidende Rolle in der kollageninduzierten Plattchenaktivierung und Aggregation
spielt (WATSON und GIBBINS 1998; NIESWANDT und WATSON 2003), wurde vor Uber
20 Jahren zum ersten Mal durch die Gel-Elektrophorese identifiziert (CLEMETSON et al.
1982). Der erge Hinweis darauf, dass GPVI ein wichtiger Rezeptor fir Kollagen ist, sammt
aus einer Studie an einem Patienten mit einer autoimmunbedingten Thrombozytopenie,
verursacht durch ein 65-kDa-Protein, das bei gesunden Menschen auftritt, nicht aber bei
diesem Patienten (SUGIYAMA et al. 1987). Bei Patienten mit GPVI-Mangel fallt eine
geringgradig verzogerte Blutungszeit auf, die aber nicht als Gerinnungsstérung zu bezeichnen
ist (SUGIYAMA et a. 1987; MOROI et a. 1989; RYO et al. 1992). Sowohl bei GPVI-
negativen Thrombozyten von M&usen als auch von Menschen kann die kollagen-induzierte
Plattchenaktivierung durch physiologische Kollagenkonzentrationen nicht ausgelost werden
(NIESWANDT et al. 2001 b; GOTO et al. 2002). Dagegen wird ein Polymorphismus des
GPVI (T13254C) durch den Austausch nur einer Aminoséure (Serin mit Prolin) mit einem
erhdhten Risiko fur koronare Thrombose und Myokardinfarkt bei Ménnern mittleren Alters
assoziiert (CROFT et al. 2001; OLLIKAINEN et al. 2004). Ebenso kann durch das Gift
verschiedener Schlangen, wie die Toxine Alborhagin oder Alboaggregin-A (von der Viper
Trimeresurus albolabris) oder Convulxin (das Gift der tropischen Klapper-Schlange Crotalus
durissus terrificus), Thrombozytenaktivierung tber GPVI mit Thrombenbildung ausgelost
werden (JANDROT-PERRUS et a. 1997; POLGAR et a. 1997; ANDREWS et al. 2001;
ASAZUMA et a. 2001; DORMANN et al. 2001).

2.6.1 Aufbau des GPVI

Die Genstruktur von GPVI ist seit 2000 im Rahmen des Human-Genom-Projekts
entschlisselt: die DNA-Sequenzen im humanen Genom entsprechen zu ca. 67,3% der
Sequenz im murinen Genom, auch die Aminosiurensequenz von humanem GPVI (das in
dieser Studie zum Einsatz kommt) stimmt zu 64,4% mit der von murinem GPVI Uberein
(JANDROT-PERRUS et al. 2000). GPV1 ist ein Glykoprotein aus 319 Aminosauren (AS) mit
einer Signalsequenz von 30 AS (EZUMI et a. 2000). Die einzigen Zellen, in welchen eine
signifikante Menge an fir GPVI kodierender RNA nachgewiesen wurde, sind
Megakaryozyten und Blutpléttchen. (JANDROT-PERRUS et al. 2000).
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Glykoprotein VI (GPVI), ein 60 bis 65 kDa Typ-1-Thrombozytenmembranprotein, gehort zur
Familie der Immunglobuline (CLEMETSON et a. 1999; JANDROT-PERRUS et al. 2000).
Sowohl in humanen Thrombozyten als auch in murinen bildet GPVI in der Thrombozyten-
membran einen Komplex mit der FcRy-chain (Untereinheiten), der wesentlich an der
Signaltibermittlung des Kollagenrezeptors beteiligt ist (GIBBINS et a. 1997; POOLE et al.
1997; CLEMETSON et al. 1999; NIESWANDT et al. 2000; ZHENG et al. 2001).

GPVI GPVI

—

FeR +chain

Abb.8 Aufbau des GlykoproteinVI-FcRy-chain-Komplexes
(nach MOROI und JUNG 2004)

Wahrend der letzten Jahre wurde GPVI als der wesentliche Rezeptor fur Kollagen genannt.
(KEHREL et al.1998). NIESWAND und WATSON beschrieben 2003 GPV1 als essentiell fir
Pléattchenadhasion und Aggregation auf immobilisiertem Kollagen in vitro. Ergt kirzlich
konnte gezeigt werden, dass die direkte GPVI-Kollagen-Interaktion entscheidend fir die erste
Pléttchenbindung (platelet tethering) ist und anschlief3end Plattchenadhésion und Aggregation
am geschéadigten Endothel ermdglicht (MASSBERG et al. 2003 a). Aul3erdem tragt GPVI-
FcRy-chain entscheidend zum Shape-change bei. GPVI-negative Thrombozyten zeigen diese
Formveradnderung nicht (JARVIS et al. 2002). In einem Mausmodell fur Endothelverletzung
an der A. carotis heben die Inhibition oder das Fehlen von GPVI fast vollig die Endothel-
Plattchen-Adhésion auf, die normalerweise auf eine Endothelfreilegung folgt. Dies konnte
sowohl durch Intravital-Fluoreszenz-Mikroskopie, aber auch elektronenmikroskopisch gezeigt
werden (MASSBERG et a. 2003 aund b).
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2.6.2 Signaltuber mittlung durch GPVI

Der Kollagenrezeptor GPVI induziert Plattchenaktivierung durch einen ahnlichen
tyrosinkinase-abhéngigen Mechanismus, wie er auch bei Immunorezeptoren zu finden ist
(POOLE et a. 1997; WATSON und GIBBINS 1998).

Durch die Bindung von GPVI an Kollagen der Gefél3wand wird die Zusammenlagerung der
angeschlossenen FcRy-chain-Untereinheiten veranlasst. Darauf folgt die Phosphorylierung
der ITAM-Doméne (immunoreceptor tyrosine-based activation motif, ahnlich dem Rezeptor
fur 1gG) am zytoplasmatischen Ende der FcRy-chain unter Beteiligung verschiedener
Tyrosin-Kinasen (Src-Kinase, Fyn und Lyn) (GIBBINS et a. 1996; EZUMI et al. 1998;
QUEK et al. 2000; SUZUKI-INOUE et a. 2002).

GPVI
FcRy-chain sutside
inside
[ -LAT
SLP-T5
SLAP-130

P72 Syk Pl 3-kinasa

I Ve

Abb.9 Signalkaskade der GPVI-FcRy-chain-Komplex-Aktivierung:
nach Zusammenlagerung der FcRy-chain-Komplex-Untereinheiten nach GPVI-Aktivierung durch Kollagen
wird die ITAM-Domane am FcRy-chain-Komplex durch Fyn phosphoryliert. Uber eine K ette verschiedener
Schritte werden letztendlich PIP3 und Phospholipase C aktiviert, es kommt zum Kalziumanstieg
(nach ALBERIO und DALE 1999)
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Dieses fuhrt so zur Aktivierung der Tyrosin-Kinase Syk. Gleichzeitig rekrutieren das
phosphorylierte SLP 76, ein Adaptorprotein und Substrat fir Syk, wie auch LAT, ein
Transmembranprotein (linker for activation of T cells), die Phospholipase C (PLC y2) zur
Plasmamembran, wo sie durch Syk phosphoryliert und aktiviert wird (ASSELIN et al. 1997;
POOLE et a. 1997; CLEMETSON et al. 1999; GROSS et a. 1999; PASQUET et a. 1999 b).
Die aktive Phospholipase C (PLC v2) veranlasst ein starkes Signal zur Pléttchenaktivierung:
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) wird zu dem Second-Messenger Inositol-1,4,5-
trisphosphat (1Ps) und 1,2-Diacylglycerol (DAG) hydrolysiert.

IP; mobilisiert Kalzium aus den dense Granula (WATSON und GIBBINS 1998), aul3erdem
entsteht ein Kalziuminflux ins Zytosol: Der Kalziumspiegel im Zytoplasma steigt (RINK und
SAGE 1990). Auch die Phosphatidylinositol 3-Kinase (Pl 3-Kinase) trégt in der
Signallbermittlung durch GPVI und Aktivierung von PLC y2 in diesem Zusammenhang bei
(PASQUET et a. 1999 a). Der Kalziumanstieg im Zytosol, Kollagen- aber auch G-Protein-
vermittelt, hat verschiedene Auswirkungen wie Aggregation, Sekretion und Shape-change
(KROLL und SCHAFER 1989).

Die intrazellulére Signaltibermittlung durch den Kalziumspiegel wird potentiell durch das
Zusammenspiel von vier Adhasionsrezeptoren (GPIb-V-1X, Integrin apbs und Integrin ozf;
sowie GPV1) geregelt (JACKSON et al. 2003).

AulRerdem ist GPVI an der Thromboxan-A2-Bildung beteiligt. Dazu wird Uber Phospholipase
A (aktiviert durch den Kalziumanstieg) Arachidonsaure freigesetzt, die dann mit Hilfe von
Cyclooxygenasen zu Thromboxan A, metabolisiert wird (NAKAMURA et a. 1998;
WATSON 1999). Thromboxan A, wirkt zum einen vasokonstriktorisch, zum anderen ist es
ein starker Pléttchenaktivator: Es bindet wiederum an Oberflachenrezeptoren anderer
Thrombozyten und fuhrt Gber G-Protein-vermittelte Wege zum Shape-change (GALLET et al.
1999).

Zusétzlich kann durch GPVI-FcRy-chain-Vermittlung nach der Aktivierung der Tyrosin-
Kinase Syk die Umformung des Zytoskeletts und damit der Shape-change der Thrombozyten,
also der Ubergang in die Form der aktiven Echinosphérozyten, reguliert werden (WATSON
1999). Dies wird durch die Aktivierung von Pl 3-Kinase vermittelt. Pl 3-Kinase ist n6tig fur
das Offnen der Filamente und die Bereitstellung von Aktin, was dann zur Spreizung der
Lamellen wéahrend des Shape-change fuihrt (FALET et al. 2000).
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Abb.10 Aktin-Zytoskelett eines aktivierten Blutpléttchens (FALET et al. 2000)

AuRBerdem vermittelt GPVI die Aktivierung verschiedener Adhasionsrezeptoren, z.B. Integrin
apbsund oB1 (GIBBINS et al. 1997; NIESWANDT und WATSON 2003).

Durch den Anstieg der zytoplasmatischen Kalziumkonzentration wird auch der
Aggregationsrezeptor GPlIb-111a stimuliert. So wird durch GPV1 die Aktivierung von GPIIb-
lla induziet (NAKAMURA et a. 1999). Auf ruhenden Pléttchen liegt dieser
Fibrinogenrezeptor inaktiv vor, d.h. bei Aktivierung bildet er , Fibrinogenbindungstaschen*
aus, zusdtzlich wird bei Aktivierung die Zahl der Rezeptoren auf der Oberflache erhoht
(PIDARD et a. 1991; GAWAZ 2004).

Thrombozyten mit einem GPVI-Defizit zeigen eine verminderte kollageninduzierte Adhésion
und Aggregation in vivo und in vitro (SUGIYAMA et al. 1987; MOROI et al. 1989). Sowohl
bei GPVI-negativen Thrombozyten von Mausen als auch von Menschen kann die kollagen-
induzierte Plattchenaktivierung nicht ausgelost werden (NIESWANDT et al. 2001 b; GOTO
et al. 2002). Trotzdem zeigen Tail-bleeding-time-Messungen bei GPVI-negativen Mé&usen
keine vermehrte Blutungstendenz (KATO et al. 2003). Bei Mé&usen, die mit einem Antikorper
gegen GPVI (JAQL) behandelt wurden, ist ebenfalls die Kollagen-induzierte Aggregation und
Aktivierung der Thrombozyten vermindert. Dies fuhrt zu einem antithrombotischen
Langzeitschutz fur ca. zwel Wochen (NIESWAND et a. 2001 b).
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2.6.3 Soluble GPVI: M églichkeit zur phar makologischen Intervention

MIURA et a. (2002) konnten GPV1 klonieren und nachweisen, dass l6sliches GPVI nur als
dimere Form, im Verbund mit der Immunglobulin-Fc-Doméne, Affinitét zu Kollagen zeigt.
Unabhangig davon entwickelten auch MASSBERG et a. (2003 b) eine 16sliche Form von
GPVI. Dazu wurde der extrazelluldre Antell des humanen GPVI kloniert und mit der
humanen Immunglobulin Fc-Doméne verbunden. Dieses GPVI-Fc-Protein (im Folgenden
soluble GPVI-Fc genannt, es kommt auch in vorliegender Studie zum Einsatz) und Fc-Protein
als Kontrolle wurden mit Hilfe von Adenoviren Uber eine humane HeL a-Zell-Linie exprimiert
(MASSBERG et a. 2003 b).

GPVI-Rezeptor GPVI-Rezeptor

humane humane

Immunglobulin Immunglobulin
Fc-Doméne Fc-Doméne
l6sliches GPVI-Fc-Protein Fc-Kontroll-Protein

Abb. 11  Struktur von soluble GPVI-Fc-Protein und Fc-Kontroll-Protein (nach WEIG unverdffentlicht)

Hier konnte sowohl in vitro as auch in vivo die Adhasion von soluble GPVI-Fc an Kollagen
nachgewiesen werden (MASSBERG et al. 2003 b).

'y

Thrombozytares GPVI .,ﬁ'l_'hromb'ozyt_i-

) ¥
o 1.,5 .

* Soluble GPVI-Fc

Endothelzellen Thrombozyt i

gy

Kollagen

Abb.12 Soluble GPVI-Fc bindet an freiliegendes Kol lagen,
Adhéasion und Pl&ttchenaktivierung unterbleiben (nach MASSBERG et al. 2003 b)
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Das Ziel dieser Studie bestand darin, die Effekte von soluble GPVI-Fc auf die
Thrombozytenfunktionen der Maus in vivo zu testen (MASSBERG et al. 2003 b).

Zum einen stellte sich heraus, dass die Tail-bleeding-time bei Tieren, die mit soluble GPVI-Fc
behandelt wurden, um 11 % (1mg/kg soluble GPVI-Fc i.v.) bzw. 21 % (2 mg/kg soluble
GPVI-Fc) gegenuber mit Kontroll-Fc behandelten Tieren erhéht war (MASSBERG et al.
2003 b). Auch bei mit GPVI-AntikOrpern behandelten Mausen kann eine leichte
Verlangerung der Tail-bleeding-time festgestellt werden (NIESWAND et al. 2001 b). Im
Gegensatz dazu zeigen Tail-bleeding-time-Messungen bei GPVI-negativen Mausen keine
vermehrte Blutungstendenz (KATO et al. 2003)

Zum anderen zeigten MASSBERG et al. (2003 b), dass durch einen Endothelschaden der
Gefél3wand freigelegtes Kollagen durch die Bindung von soluble GPVI-Fc in Bezug auf die
Thrombozytenbindung Uber GPVI inaktiviert werden kann, indem soluble GPVI-Fc anstelle
der Blutpldttchen (lUber den Kollagenrezeptor GPVI) an Kollagen bindet. So kodnnen
Thrombozyten nicht mehr adh&rieren und werden auch nicht aktiviert, Adhasion, Aggregation
und Aktivierung unterbleiben (MASSBERG et al. 2003 b).

Dazu wurde an einem Mausmodell fur Endothelverletzung durch Ligation der Arteria carotis
in vivo mit Intravital-Fluoreszenz-Mikroskopie die Wirkung von soluble GPVI-Fc
nachgewiesen: die Mause wurden mit 1 oder 2 mg/kg soluble GPVI-Fc bzw. Kontroll-Fc
intravents behandelt. Nach Denudation der A. carotis durch Smindtige Ligatur nahe der
Bifurkation wurden die in der Reperfusionsphase adhérierten fluoreszierenden Thrombozyten
mittels Fluoreszenz-Mikroskopie nachgewiesen und quantifiziert. Die Thrombozytenadhasion
bei den mit soluble GPVI-Fc-vorbehandelten Tieren war gegeniiber den Fc-Kontroll-Tieren
um 49 % bzw. 65 % reduziert, Aggregation fand nicht statt. Mit Hilfe dieser Daten gelang es
MASSBERG et al. (2003 b) zu zeigen, dass soluble GPVI-Fc an freiliegendem Kollagen
bindet und so die Adh&sion und Aggregation von Thrombozyten tber das Glykoprotein VI
verhindert werden kann.

Diese Theorie wird allerdings durch eine Studie von GRUNER et al. (2005) nicht unterstiitzt.
Hier wurde soluble GPVI-Fc mit Antikorpern gegen den Kollagenrezeptor GPVI in seiner
antithrombotischen Wirkung verglichen: hier konnte durch Intravital-Fluoreszenz-
Mikroskopie bel Endothelverletzungen an Arterien im Mausmodell kaum ein Effekt von
soluble GPVI-Fc auf die Thrombozytenadhasion und Thrombusformation nachgewiesen
werden. Im Gegensatz dazu hemmen Antikorper gegen GPVI diese Vorgange deutlicher
(GRUNER et a. 2005).
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2.7 Therapieformen des akuten Myokardinfarktes

Die Akuttherapie des Myokardinfarktes setzt sich aus verschiedenen Interventionen
zusammen, die in Kombination alle auf das gleiche Ziel hinarbeiten, namlich die moglichst
schnelle Wiedereroffnung des okkludierten Gefélles, und damit die obligatorische
Reperfusion des ischamischen Gewebes. Die myokardiale Sauerstoffbilanz soll so durch
schnellstmogliche Reperfusion verbessert werden, um den durch Nekrose geschédigten
Gewebebereich einzugrenzen (STRAUER 2001):

@ Interventionelle Therapieverfahren, wie perkutane transluminale koronare Angio-
plastie (PTCA); koronare Stentimplantation; Rotationsangioplastie; Laserablations-
angioplastie; aortokoronarventse Bypassoperation

@ Medikamentdse antithrombotische Therapie, wie Thrombolyse und Fibrinolyse

Pharmakologische I ntervention mit Einfluss auf Thrombozyten

Der ideale antithrombozytare Wirkstoff sollte die pléttchenabhangigen Mechanismen der
Thrombenbildung spezifisch blockieren, ohne allzu sehr mit der physiologischen Funktion der
Thrombozyten im Bezug auf die Hamostase und Wundheilung zu interferieren
(CLEMETSON 1999).

Acetylsalicylsdure (ASS)
ASS bewirkt eine Acetylierung des aktiven Zentrums der Cyklooxigenase 1 und 2 und damit

eine irreversible Inaktivierung der Synthese von Thromboxan A,, der Vorstufe der
Prostaglandine (MEHTA 2002). Durch den Einsatz von ASS versucht man sowohl die
Mortalitédt als auch die Rezidivrate erheblich zu reduzieren. So kann bei einer Dosierung von
325 mg pro Tag das Risiko fur einen erneuten Herzinfarkt um 25 % gesenkt werden
(ANTIPLATELET TRIALISTS COLLABORATION 1994). Allerdings ist der Einsatz von
ASS mit einem Anstieg des Risikos fur gastrointestinale Beschwerden mit Blutungen,
Nephropathie, Gerinnungsstorungen und arterieller Hypertension begleitet (HIRSH et al.
1995; CAPRIE 1996).
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ADP-Antagonisten
Die Thienopyridine Ticlopidin und Clopidogrel hemmen die primée und sekundére

Pléttchenaggregation durch irreversible Blockade des thrombozytdren ADP-Rezeptors. Die
volle Wirkung setzt alerdings erst nach 3 bis 5 Tagen ein (RUAN et al. 1989). In einer
Dosierung von 75 mg téglich ist Clopidogrel in der Lage, das relative Risiko eines
Herzinfarktes auf 5,32 %, verglichen mit Aspirin (5,83 %), zu senken (CAPRIE 1996). Als
Nebenwirkungen sind ebenso gastrointestinale Blutungen, Neutropenie und Gerinnungs-
stérungen, sowie Neutropenie bekannt (CAPRIE 1996).

Glykoprotein |1b-111a-Rezeptor-Antagonisten

GPIlb-111a-Rezeptor-Antagonisten (z.B. Abciximab, ein Antikorper, der irreversibel an
GPIlb-111a bindet; i. v. Verabreichung) verhindern nicht die Adhasion der Blutpléttchen an
der geschadigten Gefdiwand, sondern blockieren die Bindungsstelle der GPllb-Illa
Rezeptoren fur Fibrinogen, so dass sich aktivierte Thrombozyten nicht mehr Uber
Fibrinogenbricken zu einem Pléattchenaggregat zusammenfiugen konnen. Die Thromben-
bildung unterbleibt (COLLER et al. 1991). Weiterhin kann durch GPIlb-111a-Rezeptor-
Antagonisten eine distale Mikroembolisierung und ein daraus resultierendes ,, No-reflow-
Phanomen® in der koronaren Endstrombahn reduziert bzw. verhindert werden (LEMOS et al.
2000). Durch den Einsatz von GPlIb-1llaBlockern kommt es zu einer relativen
Infarktreduktion um 34 % gegentiber Placeboanwendung (BOERSMA et al. 1999). Allerdings
kommt es zugleich auch zu einer erhdhten Blutungsneigung, auf3erdem wurde unter fast allen
GPIlb-111a-Rezeptor-Antagonisten die Entwicklung einer Thrombozytopenie beschrieben
(VORCHHEIMER und FUSTER 1998).

Neue Mdglichkeiten der pharmakologischen Intervention

Die Chance, die initiale Adhasion und Aktivierung der Thrombozyten Uber die Bindung an
Kollagenrezeptoren zu untergraben, stellt sich als neue Interventionsmoglichkeit im
pharmakologischen Bereich dar, ohne die Thrombozytenfunktion im Allgemeinen zu
verhindern (CLEMETSON 1999). So konnte sich der Einsatz einer |6slichen Form des GPV -
Rezeptors, der anstelle der Thrombozyten an freiliegendes Kollagen am geschadigten
Endothel bindet und die initiale Adh&sion und Aktivierung blockiert, oder der Einsatz von
Antikorpern gegen GPVI, als brauchbares Werkzeug in der antithrombozytéren Medizin
erweisen (MASSBERG et al. 2003 b; GRUNER et al. 2005).
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2.8 Myokardiale Ischamieim Tiermodell

Ergebnisse aus experimentellen Studien Uber myokardiale Ischdmie sind auferordentlich
wichtig fur das Verstandnis der Biochemie und (Patho-) Physiologie des Herzens. Trotz allem
darf bel der Planung tierexperimenteller Studien weder Ethik noch Gesetzeslage aul3er Acht
gelassen werden (Y TREHUS 2000).

Verschiedene myokardiale | schdmiemodelle sind moglich:

Q

Gesamtorganismus bzw. Tiermodelle

@ Isolierte Herzen: Langendorff-Herz, isolated working heart, zur Messung kontraktiler
Funktionen (ZIMMER 1998)

Multizellenpréparation: multicellular tissue models

Q Q

Isolierte Herzmuskel zellen, vor allem fur elektrophysiologische und biochemische
Experimente (STEMMER et al. 1992; Y TREHUS 2000)

Tiermodelle fur kardiale Ischdmie mit Okklusion einer Koronararterie mit oder ohne
anschliefende Reperfusion sind als brauchbare Modelle fur die Bewertung patho-
physiologischer Prozesse oder pharmakologischer Interventionen am Herzen zu sehen. Sie
sind weit verbreitet und werden fur verschiedene Spezies wie Hunde, Schweine, Kaninchen,
Ratten und Mause beschrieben (ZOLOTAVERA und KOGAN 1978; HARKEN et al. 1981;
KASS et al. 1988; MASAKI et al. 1993; EISING et al. 1994; MICHAEL et al. 1995).

Das Ausmald der myokardialen Ischéamie ist in betrachtlichem Masse von der
Kollateralversorgung des Herzens abhangig. Diese kann in den verschiedenen Saugerspezies
erheblich variieren. So ist die Kollateralversorgung im Hundeherzen sehr gut ausgepragt, bel
Herzen von Schweinen oder Primaten dagegen ist ein Kkollateraler Blutfluss kaum
auszumachen (SCHAPER 1971; GAO et al. 1999). Aus anderen Studien ist bekannt, dass
sowohl Maus (AHN et al. 2004) als auch Ratte nur eine spérliche Kollateralversorgung haben
und Kaninchen viele intraspezies-spezifische Unterschiede aufweisen. Meerschweinchen
haben so optimal ausgepragte Kollateralgefalie, dass die Perfusion auch nach Okklusion der
Koronararterie erhalten bleibt und kein Infarkt entsteht. Auch Katzen besitzen ein gut
ausgebildetes Kollateralnetz, das aber nicht in der Lage ist, einen Infarkt zu verhindern (GAO
et al. 1999).
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2.9 Die Mausals M odell fir myokardiale | schamie

29.1 Die Mausals Modell fur kardiale Erkrankungen

Die grolen Mdglichkeiten, die die Gentechnik bietet, prédestinieren die Maus als
Versuchstier fur das Studium molekularer Mechanismen. Die Kreation genetisch veranderter
Knockout-Tiere vereinfacht experimentelle Studien Gber physiologische Vorgénge erheblich.
Das Mausgenom ist gut beschieben und kann leicht manipuliert werden, auf3erdem sind
Mause durch ihre kurze Generationenfolge und ihre niedrigen Anspriche leicht zu ziichten
(PAIGEN 1995).

Die Mdglichkeit, die enorme Menge an Mediatoren der Inflammationsreaktion zu
untersuchen, wird durch Ischamie-Reperfusions-Modelle am Myokard von Wildtyp-,
Knockout- und transgenen Tieren (meistens Méuse) realisierbar (STEINHELPER et al. 1990;
KURRELMEYER et a. 2000).

Ein detallierteres Verstandnis dieser Mechanismen kann die Entwicklung neuer
Therapiemoglichkeiten fordern und so die Uberlebenschancen von Patienten  mit
Herzerkrankungen verbessern. Die Maoglichkeit, Modelle humaner Erkrankungen mithilfe
genetisch veranderter Tiere (Méuse) zu erstellen, hat sich als hervorragende Strategie
molekulare Mechanismen im pathophysiologischen Prozess zu beleuchten bewahrt (LIN et al.
1995; PAIGEN 1995; BECKER et al. 1996).

ZOLOTAREVA und KOGAN (1978) beschrieben die ersten In-vivo-Versuche ,zum
Hervorbringen von experimentellem okklusivem Myokardinfarkt bei Mausen. Die dort
dargestellte Methode besitzt fir die Autoren die folgenden Vortelle, die auch heute noch
Gultigkeit besitzen: Die Moglichkeit, samtliche Operationsetappen von einem einzigen
Operateur durchfiihren zu lassen, eine niedrige postoperative Mortalitdt der Versuchstiere und
deren bescheidene Anspriiche auf postoperative Pflege, ein niedriger Verbrauch von Isotopen
und von kostbaren Reagenzien (ZOLOTAREV A und KOGAN 1978).

1995 etablierten MICHAEL et al. ein | schamie-Reperfusionsmodell der Maus, das auch in der
eigenen Studie leicht modifiziert zur Anwendung kommt. Mit Hilfe dieser Modelle kann nach
einer kunstlich hervorgerufenen Ischamie mit anschlief3ender Reperfusion die I nfarktgrofie fir
verschiedene Fragestellungen bestimmt werden (MICHAEL et al. 1995).
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29.2 Die Anatomie des M &useher zens

Das Herz der Saugetiere und des Menschen zeigt im Aufbau im Allgemeinen, wie auch im
Verlauf der Koronararterien weitgehende Ubereinstimmung (SCHUMMER 1984).

Die linke und rechte Koronararterie der Maus entspringen aus dem Bulbus aortae und ziehen
entlang der Ventrikelgrenzen zur Herzspitze. Auf ihrem Weg dorthin geben sie kleine
Verzweigungen ab, die den Ventrikel umgeben und die Blutversorgung gewéhrleisten. Die
linke A. coronaria versorgt den linken Ventrikel (linkskoronarer Versorgungstyp). Das
Septum wird von der Septumarterie, die als Ast der rechten Koronararterie entspringt,
versorgt (ICARDO und COLVEE 2001). Unterschiedliche Bifurkationstypen der linken
Koronararterie werden beschrieben (MICHAEL et al. 1995).

Abb.13 Verlauf der linken Koronararterie (LAD)
mit unterschiedlichen Bifurkationstypen am Mauseherzen,
Aufsicht aus chirurgischer Sicht auf den linken Ventrikel mit Herzohren (nach MICHAEL et a. 1995)

Die linke Koronararterie des Menschen dagegen teilt sich in den Ramus interventricularis
anterior (left anterior descending (coronary artery) = LAD) und in den Ramus circumflexus
(left circumflex (coronary artery) = LCX). Der Ramus interventricularis anterior verlauft im
gleichnamigen Sulkus als prominentes Geféld zur Herzspitze und versorgt die tiefen
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Muskelschichten beider Ventrikel, sowie die Papillarmuskeln und die apikalen Teile des
Septums. Der Ramus circumflexus gibt bei seinem Verlauf im Sulcus coronarius Aste an den
linken Vorhof und den linken Ventrikel ab (MC ALPINE 1975; TONDURI 1981). Beim
Menschen kann zwischen Trifurkation (60 %), Bifurkation (28 %) und Quadrifurkation (2 %)
der A. coronaria sinistra unterschieden werden (BAPTISTA et al. 1991).

Im Gegensatz zur Maus zeigen sich beim Menschen bei der Versorgung des linken Ventrikels
grolRere Variabilitdten: 85 % der Herzen weisen den sogenannten rechtskoronaren
Versorgungstyp auf, d.h. der linke Ventrikel wird anteilig vom Ramus interventricularis
posterior, der hier der A. coronaria dextra entspringt, versorgt. Beim linkskoronaren
Versorgungstyp, der zu 8 % vertreten ist, gibt die A. circumflexa den Ramus interventricularis
posterior ab. Die restlichen 7 % zeigen den ausgeglichenen Typ, hier geben die A. coronaria
dextra den Ramus interventricularis und die A. circumflexa einen zusétzlichen Ramus
interventricularis posterior ab (RIEDE und SCHAEFER 1993).

Die Kollateralversorgung der Maus ist abhangig vom Stamm, aber wenig ausgepragt, so dass
die Ligatur der linken Koronararterie auch eine Ischamie des linken Ventrikels bedingt. Die
Maoglichkeit durch Ligatur der linken Koronararterie eine Ischamie des linken Ventrikels zu
erzeugen, wurde auch an Mausen des Stammes C57BI/6 gezeigt (AHN et al. 2004). Auch
SALTO-TELLEZ et al. beschreiben 2004 die C57BIl/6 Maus aufgrund ihres Gefal3verlaufes

als geeignetes Modell fur Ischéamie und Reperfusion am Herzen.

Abb.14
A) Aufsicht aus chirurgischer Sicht auf die linke Koronararterie (LCA) deslinken Ventrikels (LV)
B) Ausgusspraparat der li. Koronararterie, chirurgische Sicht (RCA = rechte Koronararterie)
C) Ausgussprdparat der li. Koronararterie (LCA), Aufsicht seitlich auf den linken Ventrike (LV)
(nach AHN et a. 2004)
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293 Thrombozyten von Maus und M ensch

Die Thrombozyten von Mensch und Maus zeigen bedeutende, aber gut untersuchte
morphologische Unterschiede. Die Blutpl&ttchen der Mause sind kleiner und langgestreckter,
aber zahlreicher als die des Menschen und weisen heterogenere Granula auf (SCHMITT et al.
2001).
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Abb.15 a) Maus- Thrombozyten b) Thrombozyten vom Menschen (nach SCHMITT et al. 2001)

Die Thrombozytenzahl der Maus ist mit 1000 bis 1500 x 10%1 im Vergleich zu 150 bis 400 x
10%/1 beim Menschen um einiges hher. Auch sind humane Thrombozyten groRRer als murine:
Der Durchmesser der Mausthrombozyten betragt nur 0,5 um, bei humanen Thrombozyten
dagegen 1 bis 2 um. Ebenso verhélt es sich mit dem Volumen der Blutpléttchen: bei murinen
Thrombozyten betrégt es nur 3-4 FI, bei humanen dagegen 8-9 Fl (SCHMITT et al. 2001).
Auch die Uberlebenszeit ist unterschiedlich: Humane Thrombozyten (iberleben 8 bis 12 Tage,
die der Mause dagegen nur 4 Tage (BAKER et a. 1997; MANNING und McDONALD
1997).
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Tab. 1 Thrombozytenwerte Mensch und Maus (nach SCHMITT et al. 2001)

Mittelwerte Einheit Mensch Maus
Thrombozytenzahl x 10°/1 150-400 | 1000-1500
Thrombozytendurchmesser pm 1-2 0,5
Volumen Fl 8-9 3-4
Uberlebenszeit Tage 8-12 3-4
a-Granula/Ausschnitt Anzahl 5-6 3-4
Densgranula/Ausschnitt Anzahl 1 0,5

Trotz der deutlichen Unterschiede in Anzahl und Morphologie der Thrombozyten bei Mensch
und Maus wird durch die groRe Ubereinstimmung im Aufbau humaner und muriner Proteine
der Einsatz humaner Antikorper zur Untersuchung thrombozytarer Funktionen auch bei der
Maus moglich (SCHMITT et a. 2001).

Die Aminosdurensequenz von humanem und murinem GPVI der Thrombozyten
beispielsweise stimmt zu 64,4 % Uberein, die Nukleotidsequenz von humaner und muriner
GPVI-cDNA ist zu 67,3 % identisch (JANDROT-PERRUS et a. 2000). So kann also bei
GPVI-negativen Thrombozyten von Mé&usen als auch von Menschen die kollageninduzierte
initiale Plattchenaktivierung nicht ausgeldst werden (NIESWANDT et al. 2001 b; GOTO et
al. 2002). Ebenso kann durch Antikorper gegen GPVI die Pléttchenadhasion und Aktivierung
der Thrombozyten blockiert werden (GRUNER et al. 2004).

294 Echokardiographie bel der Maus

Die Ligierung der linken Koronararterie ist eine der gebréuchlichsten Methoden, einen
myokardialen Infarkt im Mé&useherzen zu erzeugen und die Echokardiographie wird dabel
genutzt, um die Herzfunktionen zu bewerten. Die Dynamik einer kardiovaskuléren
Erkrankung mit Perioden von Kompensation und Dekompensation des Herzens macht

minimalinvasive analytische Methoden (wie die Echokardiographie), die auch Uber langere
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Zeit wiederholt angewendet werden konnen, zur Bedingung einer exakten Datenerhebung
Uber den Verlauf des Krankheitsprozesses hinweg (JAMES et a. 1998, TAKUMA et al.
2001). Die Echokardiographie stellt also eine akkurate, aber trotzdem nichtinvasive
Untersuchungsmdglichkeit fur die Beurteilung von Infarktgrof3e und quantitativer
Charakterisierung auch des Remodelings nach myokardialem Infarkt bei der Maus dar
(GARDIN et al. 1995; TANAKA et a. 1996; SCHERRER-CROSBIE et al. 1999; GAO et al.
2000; KANNO et a. 2002; BROBERG et al. 2003).

Allerdings stof3en diese Untersuchungen mit der Grof3e des Mausherzens an die technischen
Grenzen der Echokardiographie (SUEHIRO et al. 2001). Aufgrund der geringen Grol3e der
Maus und ihrer Herzfrequenz ist der kardiale Ultraschall bei dieser Tierart eine nicht zu
unterschétzende methodische Herausforderung sowohl fir den Untersucher als auch fur die
medizintechnische Ausristung (TAFFET et al. 1996, KASS et a. 1998, PATTEN et a. 2002,
COLLINS et a. 2003). Da die durch jede Form einer Sedation oder Immobilisation durch
Anéasthetika gewonnenen Werte von den physiologischen Messwerten im Wachzustand
abweichen, untersuchten YANG et al. (1999) und TAKUMA et al. (2001) wache Mé&usen, die
an die Manipulationen gewohnt wurden, echokardiographisch, um eine bessere
physiologische Bewertung der kardialen Funktion zu erheben. Tatsachlich kdnnen
echokardiographische Serienmessungen kardialer Funktion, Dimension und Masse mit hoher
Reproduktivitét auch an wachen Mé&usen durchgefuhrt werden (ROTTMANN et al. 2003).
Allerdings treten hier Variationen im sympathischen und parasympathischen Tonus wahrend
der Manipulation und Fixation der Tiere auf, sowie aufregungsbedingt relativ hohe
Herzfrequenzen. Diese Hindernisse erschweren die Beurteilung echokardiographisch
erhobener Daten bei der Untersuchung wacher Mause (ROTH et al. 2002).

Also wird die echokardiographische Untersuchung meist unter Anésthesie durchgefuihrt (TAN
et al. 2003). Hier sorgt die Narkose fir Sedation und Immobilisation des Tieres, was die
Datenerhebungen deutlich erleichtert, zuverlassiger und reproduzierbarer macht (TANAKA et
al. 1996). Allerdings kann der bekannte Einfluss von Anésthetika auf die kardiovaskulare
Funktion zu falschen Interpretationen der echokardiographischen Daten fuhren, die nur dann,
wenn sie unter gleichen Bedingungen erhoben worden waren, vergleichbar sind (GARDIN et
al. 1995, HOIT et al. 1995, POLLICK et a. 1995, TANAKA et a. 1996, YANG et a. 1999).
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

31 Zielvor stellung

Die vorliegende Studie beschéftigt sich mit dem Einfluss des thrombozytéren Oberflachen-
Rezeptors fur Kollagen Glykoprotein VI (GPV1), bzw. einer 16slichen Form davon (soluble
GPVI-Fc), auf die InfarktgrofRe in einem Ischémie-Reperfusionsmodell bei der C57BI/6
Maus.

Wie in der Literatur ausfihrlich beschrieben, haben Thrombozyten einen erheblichen Einfluss
auf die Entstehung eines Myokardinfarktes (GAWAZ 1999). Sie adhérieren an freiliegendes
Kollagen nach AblGsung einer atherosklerotischen Plaque (LIAO 1998, JANDROT-PERRUS
et a. 2000), beeinflussen auf3erdem durch Mikrothrombenbildung aktivierter Thrombozyten
die Mikrozirkulation und tragen so zur Aufrechterhaltung der Ischamie bei (GAWAZ 2004).
Das GPVI-Protein, ein thrombozytarer Oberflachenrezeptor fir Kollagen, spielt eine
entscheidende Rolle sowohl bei der Adh&sion der Thrombozyten an freiliegendes Kollagen,
als auch bei der Thrombozytenaktivierung. Bisher konnte die Adhéasion von soluble GPVI-Fc
an geschadigtes Endothel in vivo nachgewiesen werden (MASSBERG et al. 1999; GRUNER
et al. 2005).

Das Ziel der vorliegenden Studie ist es, zu kléren, ob eine Verhinderung der Thrombozyten-
adhésion an Kollagen als erster Schritt der Thrombozytenaktivierung einen Effekt auf die
Myokardfunktion in vivo und die Infarktgrof3e zeigt. Um dieser Fragestellung ndher zu
kommen, soll in einem standardisierten | schamie-Reperfusionsmodell der Maus der Einfluss
des thrombozytaren Kollagenrezeptors GPVI untersucht werden.

Dafur wird wahrend einer Thorakotomie bei zwei Gruppen von C57BI/6J Mausen die linke
Koronararterie fur 30 Minuten ligiert und eine Reperfusionsphase fur 24 Stunden an-
geschlossen. Eine Stunde prae OP und 12 Stunden post OP wird der einen Gruppe soluble
GPVI-Fc appliziert, das als losliche Form des Kollagenrezeptors GPVI anstelle der
Thrombozyten am durch die Ischdamie geschadigten Endothel binden und damit die initiale
Adhasion und folgende Aktivierung der Thrombozyten verhindern soll. Die Kontrollgruppe
erhédlt Kontroll-Fc. Die so erhaltenen Myokardinfarkte werden nach Euthanasie der Tiere
geféarbt und planimetrisch vermessen.

Die tierexperimentelle Studie wurde gemal? 8§ 8 des deutschen Tierschutzgesetzes durch die
Regierung von Oberbayern genehmigt.
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3.2 M aterial und Methoden

321 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Die Untersuchungen werden an insgesamt 20 mannlichen M&usen des Stammes C57BI/6J
(Charles River, Sulzfeld) mit einen Korpergewicht von 20 bis 30 g durchgefihrt.

In der prae- und postoperativen Phase werden die M&use im Ingtitut fur Experimentelle
Onkologie gehalten. Standardisierte Tierhaltung ist durch die lange Erfahrung im Umgang mit
diesen Tieren gewéhrleistet. Die Haltung der Tiere erfolgt in speziellen Kafigen zur Haltung
von Mausen (Makrolon, Typ 3). Futter (autoklaviertes Mausefutter, Fa. Altromin) und Wasser
(autoklaviertes Trinkwasser, Wechsel der Trankeflaschen 2x wochentlich) erhalten die Tiere
ad libitum. Spezielle Holzfaser (Fa. Altromin) und Zellstoff dient als Einstreu bei
zweimaligem Wechsel pro Woche. Die Raume sind speziell als Tierhaltungsrdume konzipiert
(Personenlimitierte  Zutrittskontrolle, Pflege durch ausgebildete Versuchstierpfleger,
Klimatisierung, Hell-Dunkel-Rhythmus von je 12 Stunden).

3.2.2 Ubersicht Versuchsplan

Die Gesamtdauer des Versuches betragt 5 Tage.

Am Tag 1 werden die Tiere einer ersten echokardiographischen Untersuchung unterzogen.
Hier wird unter Isofluran-Inhalationsnarkose der Basalwert zur Herzkontraktilitét (M1)
erhoben.

Nach einer kurzen Rekonvaleszenz erfolgen am Tag 4 die intraventse Applikation des GPV -
Fc oder des Fc-Proteins (Kontrolle) und gleich darauf unter Allgemeinanésthesie mit
Thorakotomie die 30minutige Ischamie des linken Ventrikels mit anschlief3ender Reper-
fusionsphase fur 24 Stunden.

Am Tag 5 wird die echokardiographische Untersuchung wiederholt (M2) und anschlief3end,
nach Euthanasie der Tiere, das Herz fir weitere Ex-vivo-Untersuchungen, insbesondere die
Infarktgrof3enbestimmung vorbereitet.
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Tab. 2 Ubersicht Versuchsplan

@ Echokardiographische Untersuchung

TAG 1 TAG4 TAG5
Gruppe 1l Gruppe 2
G n=10 N=10 G
Applikation Applikation
. . von soluble von . .
Echokarl\(:lcl)graphl e GPVI-Fc Ec-Kontrolle EchokaI:/(Ijllc:graphl e
intravends, intravends,
60 min prae OP | 60 min prae OP
OP mit .
30 min Ischédmie und Euthanasie
24 h Reperfusion
Applikation Applikation
von soluble von Férbung und
GPVI-Fc, Fc-Kontrolle, Préparation der
intraperitoneal, intraperitoneal, Proben
12 h post OP 12 h post OP
Geplante Datenerhebung:

am Tag 1 zur Erhebung des Basalwertes, prae operationem

am Tag 5 zur Beurteilung des erzeugten myokardialen Infarktes,

post operationem

@ Bestimmung der Infarktgrof3e durch planimetrische Messung
am geschnittenen Herzen
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323 Gruppeneinteilung

In der folgenden Untersuchung werden die Mé&use randomisiert in 2 Gruppen eingeteilt. Es
werden Mause, die mit soluble GPVI-Fc behandelt werden (Gruppe 1) mit Kontrolltieren, die
nur das Fc-Fragment ohne das GPVI-Protein (Gruppe 2) erhalten, verglichen. Beide Gruppen
werden dem gleichen standardisierten Versuchsaufbau unterzogen. Sie erhalten die
Thorakotomie einschlief3lich Ligatur mit anschlief3ender Reperfusion. Auf eine Sham-Gruppe
(Thorakotomie ohne Ligatur) wurde hier verzichtet, da Daten dazu aus vorausgegangenen
Untersuchungen vorliegen, die den Einfluss des Eingriffes an sich auf die Infarktgrofe zeigen
(WEIG et a. unveroffentlichte Daten).

Beide Gruppen bestehen aus je 10 mannlichen Tieren (Stamm C57BI/6) von 20 bis 30 g
Korpergewicht. Die Einteilung der Tiere in Gruppe 1 oder 2 erfolgt randomisiert vor
Versuchsbeginn. Die Applikation von soluble GPVI-Fc bzw. Fc-Kontrolle, die Operation und

die planimetrische Auswertung der Infarkte erfolgt fur die Untersucher geblindet.

3.24 Sonographische M essung

Die Tiere beider Gruppen werden jeweils an den Tagen 1 und 5 echokardiographisch
untersucht. Die Echokardiographie erfolgt unter Inhalationsnarkose. Dazu wird die Maus in
eine speziell angefertigte Inhalationsréhre aus Plexiglas gesetzt. In diese Rohre wird Uber
einen Verdampfer (Ohmeda Isotec 3, Eickemeyer, Tuttlingen) Isofluran (Forene®, Abbott) in
einer Konzentration von 5 % bei 0,5 Liter 100prozentiger Sauerstoffzufuhr pro Minute Uber
den Durchflussmesser (UNO, Zevenaar, Holland) eingeleitet. Nach Verlust des Stellreflexes
wird die Anasthesie auf den Erhaltungsbedarf von 1,8 % bis 2,0 % Isofluran abgesenkt und
Uber eine Inhalationsmaske fortgefuhrt. Unter sténdiger Temperaturkontrolle durch eine
automatisch geregelte elektrische Heizmatte (Temperature Control, FHC, Browdoingham,
ME, USA) ist die rektal ermittelte Korpertemperatur standig im physiologischen Bereich auf
37°C + 0,3°C zu halten.

Nach Entfernen der Haare an rechts- und linkslateraler Thoraxwand mit Enthaarungscreme
(Pilca®, GlaxoSmithKline, Buhl) legt man die Maus in Bauchlage auf ein speziell dafur
angefertigtes Plexiglasgestell, das eine Aussparung fir den Schallkopf hat, auf eine
Vorlaufstrecke von 10 mm (Sonopad, Sonotec, Halle) gelagert. Auf die Vorlaufstrecke unter
die Maus sowie auf den Schallkopf muss vorher Ultraschallkontaktgel aufgetragen werden.
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Die Inhalationsnarkose wird Uber eine Maske fortgesetzt, die Korpertemperatur wird mit Hilfe
einer Warmelampe manuell auf 37°C + 0,3°C gehalten. Die Augen werden fir die Dauer der
Untersuchung mit Augensalbe (Bebanthen® Augen- und Nasensalbe, Roche, Grenzach) vor

dem Austrocknen geschiitzt.

.

Abb. 16 Lagerung zur Echokardiographie auf einer \Vorlaufstrecke,
Inhalationsnarkose mit | sofluran tiber eine Kopfkammer

Fur die sonographische Untersuchung steht ein Ultraschallgeréa (GE, Vingmed, Horten,
Norwegen) mit einem 10 MHz Schallkopf (GE, Vingmed, Horten, Norwegen) zu Verfligung.
Von rechts parasternal mit einer Eindringtiefe von 3 cm wird der linke Ventrikel in einem
Kurzachsenschnitt zwischen den Papillarmuskeln im B-Mode dargestellt. Anschlief3end
bestimmt man im M-Mode (Motion-Mode) auf dieser Bildebene den enddiastolischen (LV
EDD) und endsystolischen (LV ESD) Durchmesser des linken Ventrikels tiber 10 Herzzyklen
pro Untersuchung. Aus den so ermittelten Werten des enddiastolischen und endsystolischen
Durchmessers des linken Ventrikels in cm kodnnen einerseits die Ischdmie-bedingten
Wandbewegungsstorungen des linken Ventrikels beurteilt werden, andererseits kann man die
linksventrikuldre Verkurzungsfraktion (fractional shortening = FS; %) errechnen.

Als FS bezeichnet man die fraktionelle Querdurchmesserverkirzung des linken Ventrikels.
Dieser in Prozent angegebene Wert ergibt sich aus dem Verhéltnis von endsystolischem und
enddiastolischem Durchmesser des linken Ventrikels und ist ein Mal fur die Kontraktilitat
von Kammerwand und Septum. Die FS stellt einen wichtigen Parameter der Funktions-

bestimmung des linken Ventrikels dar.
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Abb.17 links: Sonographische Darstellung des linken Ventrikels eines M&useherzens:
Kurzachsenschnitt; B-Mode in Hohe der Papillarmuskeln und M-Mode
rechts: nach POULSEN NAUTRUP und TOBIAS (1998) modifizierte schematische Dargtellung des
Kurzachsenschnittesim B-Mode und M-Mode fur Messung der systolischen und diastolischen Werte
RV =rechter Ventrikel; LV = linker Ventrikel;
1 = endsystolischer Durchmesser des linken Ventrikels
2 = enddiastolischer Durchmesser des linken Ventrikels

a) Die FSwird nach folgender Formel berechnet:

FS (%) = (LV EDD - LV ESD) x 100/ LV EDD

LV EDD = enddiastolischer Durchmesser des linken Ventrikels
LV ESD = endsystolischer Durchmesser des linken Ventrikels
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3.25 Durchfihrung der Operation

3251 Vorbereitung und Anésthesie

Herstellung und Vorbereitung des applikationsfdhigen GPVI1-Fc- bzw. Fc-Kontroll-Proteins:

Die Substanz wird im Labor der Firma Procorde (Martinsried) nach dem Protokoll von
MASSBERG et a. (2003 b) wie in 2.6.3 beschrieben hergestellt und in dankenswerter Weise
fur das hier beschriebene Versuchsvorhaben zur Verfigung gestellt.

Applikation des GPVI-Fc/Fc

30 Minuten vor OP-Beginn erhalten die Tiere je nach Gruppe entweder das GPVI-Fc-Protein
(Gruppe 1) oder as Kontrolle das Fc-Fragment (Gruppe 2) in einer Konzentration von je 100
Mg in 100 pl pro Maus Uber eine intravendse Injektion in die Schwanzvene. Dazu werden sie
wie beschrieben mit einer | soflurannarkose immobilisiert.

12 Stunden post operationem erhalten die Tiere eine zweite Injektion der jeweiligen Substanz,
soluble GPVI-Fc (Gruppe 1) oder Kontroll-Fc (Gruppe 2) wieder in der Konzentration von je
100 pg in 100 pl pro Maus intraperitoneal.

Vorbereitung und Operation

Nach 30 Minuten werden die Tiere fUr die Operation erneut in Narkose gelegt. Dazu erhalten
sie eine intraperitoneale Injektion einer Kombination aus Midazolam (DORMICUM®,
Hoffmann-La Roche AG) in einer Dosierung von 0,5 mg/kg KM, Medetomidin
(DOMITOR®, Pfizer GmbH) in einer Dosierung von 0,05 mg/kg KM und Fentanyl
(FENTANYL-JANSSEN®, Janssen GmbH) in einer Dosierung von 0,05 mg/kg KM (MMF),
die die Narkose einleitet (HENKE und ERHARDT 2004).

Nach Verlust des Stellreflexes wird die Maus, wie vorher beschrieben, mit Enthaarungscreme
(Pilca®, GlaxoSmithKline, Buhl) an der linken Thoraxwand fir die Thorakotomie sowie an
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der Halsunterseite fur die Tracheotomie enthaart und zur Operation vorbereitet. Die Augen
werden durch Auftragen von Augensalbe (Bebanthen® Augen- und Nasensalbe, Roche,
Grenzach) auf die Kornea vor dem Austrocknen geschiitzt. Schon wahrend der Vorbereitung
erhalt die Maus 100prozentigen Sauerstoff, 0,5 Liter pro Minute, wie schon beschrieben tber
eine Maske. Nachdem die Haut von der Enthaarungscreme gereinigt ist, wird die Maus in
Rickenlage durch Klebestreifen auf dem OP-Feld fixiert. Durch die Narkoseeinleitung mit
MMF kann die zusétzlich notwendige Menge an Isofluran im Sinne einer balancierten
Anésthesie auf eine Erhaltungsdosis von 0,8 Prozent abgesenkt werden.

3.252 Tracheotomie

Die folgenden Operationen werden unter einem stufenlos, bis zu vierfacher Vergrol3erung
einstellbaren Dissektionsmikroskop (Fibermatic JKH® Edward Weck, North Carolina, USA)
durchgefuhrt.

Um die Versorgung der Maus mit Sauerstoff auch wéahrend der Thorakotomie zu
gewdhrleisten, wird die Maus tracheotomiert und mit einer Kolbenhubpumpe Minivent (Type
845, Hugo Sachs, March-Hugstetten) beatmet.

Abb.18 Lagerung zur Tracheotomie
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Dazu wird an der, wie in 3.2.5.1 vorbereiteten und anésthesierten Maus an der Halsunterseite
ein Hautschnitt in der Medianen vorgenommen, in Hohe des Larynx in einer Lange von 5
mm. Nach stumpfem Trennen der paarigen Glandula mandibularis werden die Bauche der
direkt der Trachea aufliegenden paarigen Mm. sternohyoidel stumpf getrennt und mit
Haltefdden 5-0 monofil (Prolene®, Ethicon, Norderstedt, D) so fixiert, dass der kraniale Tell
der Luftrohre freiliegt.

Unter Schonung der parallel zur Trachea verlaufenden Vena thyreoidea caudalis sowie dem
senkrecht dazu stehenden Arcus laryngeus caudalis wird die Trachea caudal des Cartilago
cricoidea in der 2. bis 3. Trachealspange ertffnet. Um die folgende Intubation zu erleichtern,
wird die 3. Trachealspange caudal der Offnung wiederum mit einem Haltefaden, monofil, 6-0
Maxon (Braun-Dexon, Melsungen) fixiert. Jetzt kann ein Metalltubus, Innendurchmesser von

1,0 mm oder 1,3 mm, je nach Grof3e der Maus, in die Trachea eingefiihrt werden.

Abb. 19 Beatmung liber einen Trachealtubus

Fur die Dauer der nun folgenden Thorakotomie wird die Maus mit dem oben beschriebenen
Beatmer mit 120 Atemzigen pro Minute bei einem Tidalvolumen von 180 pl beatmet.
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3.25.3 Thorakotomie mit I|schamie

Sobald die Maus intubiert ist, kann man die Narkose mit 0,8 % Isofluran und 100 %
Sauerstoff, 0,5 Liter pro Minute, wie beschrieben, vertiefen. Zur nun folgenden lateralen
interkostalen Thorakotomie lagert man die Maus auf die rechte Seite um. Dabei darf die Lage
des Trachealtubus nicht veréndert werden, um ein Herausrutschen zu verhindern. Die Maus
wird mit Klebestreifen in dieser Lage fixiert, wobei die Vorderbeine nach kranial gestreckt
sein missen.

Nach Hautschnitt auf Hohe des 4. Interkostalraumes im Ubergang zweites und drittes
Thoraxdrittel und nach Trennen des M. cutaneus trunci, unter Schonung des M. latissimus
dors, trennt man auch die Mm. serratus dorsales und ventrales entlang der Faserrichtung.
Kapilldre Blutungen werden durch Kompression mit Saugtupfern (Ethikeil®, Ethicon,
Norderstedt) gestillt, anhaltende Blutungen werden mit einem Mikrokoagulator (small vessel
cauterizer, FST, Heidelberg) vertdet.

Jetzt er6ffnet man den Thorax durch das Auftrennen des M. pectoralis profundus im vierten
Interkostalraum. Dieser 18sst sich mit Hilfe eines modifizierten Rippenspreizers offen halten.

Das nun freiliegende Perikard wird, unter Schonung der Lunge, vom Herzen abgehoben und
gefenstert. Um die fir das Anbringen der Ligatur notwendige Darstellung der Arteria
coronaria sinistra zu erleichtern, muss man das linke Herzohr mit einem auf 1mm Seitenlénge
zugeschnittenen Saugtupfer (Ethikeil®, Ethicon, Norderstedt) unterlegen.

Die Arterie wird 1mm apikal des linken Vorhofes umstochen und mit Vicryl® (8-0, Ethicon,
Norderstedt) ligiert. Um das fir die Reperfusion notwendige Wiedereroffnen der Ligatur nach
30 Minuten zu ermdglichen, kann man ein 1Imm langes Polyethylen-Schlauchstiick (SIMS,
Portex, UK) dem Knoten unterlegen. Hellblasse Verfarbung des ligierten Bereiches,
Tachykardie oder Arrhythmie best&tigen den festen Sitz der Ligatur, der auch durch Ziehen

am Schlauchstiick Gberprift werden kann.
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Abb. 20 Ligatur der linken Koronararterie, unterlegt mit einem Pol yethylen-Schlauch

Auch wahrend der 30minttigen Ischamie wird die Korpertemperatur wie vorher beschrieben
auf physiologische 37 °C + 0,3 °C gehalten. Die freiliegende Thoraxwunde wird mit Ringer-
Losung (DeltaSelect®, Pfullingen) am Austrocknen gehindert.

Nach 30 Minuten wird die Ligatur gedffnet und der Faden sowie das unterlegte
Polyethylenschlauchstiick entfernt. Die erneute Blutfillung der Arterie und auch die
Durchblutung des vorher ischémischen Bereiches zeigen die Reperfusion des Gewebes durch
Farbveranderung an.

Abb. 21 Darstellung des ligierten ischamischen Bereiches (AAR, hell)
durch Perfusion des durchbluteten Bereiches mit Evans blue (AnAR blau)
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Der Thoraxverschluss durch Adaptation der Rippen erfolgt mit Einzelheften (6-0, Vicryl®,
Ethicon, Norderstedt). Jetzt kann durch Absaugen der Luft und Gewebefllssigkeit, mithilfe
eines eingelegten Polyethylenschlauches, der Unterdruck im Thorax wiederhergestellt
werden. Durch fortlaufende Naht (6-0, Vicryl®, Ethicon, Norderstedt) werden die
Muskelschichten und die oberflachliche Faszie adaptiert. Die Haut wird durch U-Hefte mit
monofilem Faden (6-0, Prolene® blau, Ethicon, Norderstedt) verschlossen. 40 Minuten vor
OP-Ende erhalten die Tiere zur postoperativen Analgesie Buprenorphin (Temgesic®, ESSEX
PHARMA, Minchen) in einer Dosierung von 0,1 mg/kg KM und Carprofen (RIMADYL®,
Pfitzer, Karlsruhe) 5 mg/lkg KM subkutan. Die I soflurankonzentration wird auf 0,5 % gesenkt
und nach vollstdndigem Verschluss der Haut vollig abgesetzt, der Maus wird weiterhin
Sauerstoff Uiber die Atemmaske zugeftihrt.

Nach Einsetzen der Spontanatmung wird die Maus extubiert und die Tracheadffnung
gpannungsfrei mit einem Einzelheft (8-0, Vicryl®, Ethicon, Norderstedt) verschlossen.
Wahrend dieser Manipulation erhélt die Maus 100 % Sauerstoff, 0,5 Liter pro Minute Uber die
vorher beschriebene Maske. Auch der Hautschnitt im Kehlkopfbereich wird wie vorher mit
U-Heften verschlossen. Nach der letzten Hautnaht wird durch subkutane Applikation der
Kombination von Flumazenil (ANEXATE®, Hoffmann-LaRoche AG) in einer Dosierung
von 0,5mg/kg KM und Atipamezol (ANTISEDAN®, Pfizer GmbH) in einer Dosierung von
2,5 mg/kg KM die Narkose antagonisiert (HENKE und ERHARDT 2004).

3.254 Postoperative Versorgung und Analgesie

Sobald die Maus aus der Narkose aufgewacht ist, wird sie in einen K&fig gesetzt, der zur
Halfte mit einer Warmelampe bestrahlt wird, um einem Auskuhlen des Tieres vorzubeugen.
Fur die 24 Stunden der Reperfusion erhalten die Tiere Wasser und Futter ad libitum.

Zur postoperativen Analgesie erhalten die Tiere bis zur Tétung 24 h nach Ischamie alle 6 bis
8 Stunden nach Operationsende durch eine subkutane Injektion Buprenorphin (Temgesic®,
ESSEX PHARMA, Miinchen) in der Dosierung von 0,1 mg/kg KM.
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3255 Infarktfarbung und Probengewinnung

Nach 24stindiger Reperfusion fuhren wir, wie unter 3.2.4 beschrieben, die postoperative
sonographische Untersuchung unter Inhalationsanésthesie mit 1sofluran durch.

Anschlie3end folgt eine erneute Trachotomie der Maus unter MMF-Narkose. Sodann wird
das Tier unter 3prozentiger Isoflurannarkose beatmet und thorakotomiert und durch
Blutentzug getdtet. Dazu muss man die Aorta mit einer Insulinspritze, 0,1ml Heparinvorlage,
punktieren.

Weiter proximal wird die Aorta descendens kandliert und ein Polyethylenschlauch (SIMS,
Portex, Innendurchmesser 0,28 mm, UK) eingelegt. Dadurch kann man das Herz bei
ertffneter Vena cava caudalis mit ca. 4 ml Ringerldsung (DeltaSelect, Pfullingen, D) spulen.
Anschliefend wird das Herz Uber den gleichen Schlauch, der Uber eine Spritzen-
pumpenleitung (Cliniko, Bad Hersfeld, D) mit einer Spritzenpumpe (81VAC 770, San Diego,
Kalifornien, USA) verbunden ist, mit 50 ml 1prozentigem 2,3,5-Triphenyltetrazolium-Chlorid
(TTC) (SIGMA, Taufkirchen, D) bei einer Durchflussrate von 100 ml pro Minute unter
Lichtabschluss perfundiert.

TTC verwendet man, um ischamisch geschédigte Zellen darzustellen: 1n gesundem Gewebe
wandelt sich TTC durch oxidative Phosphorylierung durch mitochondriale Dehydrogenase in
einen roten unloslichen Farbstoff (1,3,5-Triphenylformazan) um. Demzufolge wird vitales
Gewebe rot geférbt, wahrend bereits abgestorbenes Gewebe welil3 bleibt.

Die Temperatur sollte man auch hier konstant auf 37 °C halten. Nach dieser Behandlung mit
TTC wird das Herz entnommen und die Aorta erneut katheterisiert. Die A. coronaria sinistra
wird in gleicher H6he wie schon beschrieben erneut ligiert. Die anschlief3ende Perfusion mit
0,2 ml 1prozentigem Evansblue (SIGMA, Taufkirchen, D) ermdglicht die Abgrenzung des
vorher ischamischen Bereiches (AAR = area at risk) vom normal durchbluteten Bereich
(AnAR = area not at risk), indem, retrograd zum physiologischen Blutfluss, Uber die Aorta
und die Koronararterien das proximal der Ligatur gelegene Herzgewebe mit Evansblue blau
eingefarbt wird. Abschlief3end lagern wir das Herz bei -70 °C bis zur Probenaufarbeitung und

Auswertung.
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3.25.6 Probenaufarbeitung und Auswertung

Mit einem speziell angefertigten Gewebeschneider wird das Herz so geschnitten, dass man
drei bis vier 1 mm dicke Scheiben apikal der Ligatur, je nach Grol3e des Herzens, erhélt.
Anschlief3end werden von den Scheiben auf einer Millimeterskala mit einer Kamera (Nikon®
coolpix 5000, Tokyo, Japan) digitale Aufnahmen angefertigt. Die Scheiben werden dann mit
einer elektronischen Waage (Analytic AC 210P, Sartorius, Géttingen) einzeln gewogen.

Ligatar
der linken
Koromar-
arterie

Schmdttely ere

A: Schnitt 1: Her zspitze . B: Schnitt 2

Lumen
Linker
Ventrikel

D: Schnitt 4

Lumen mit "wg
Papillarmuskeln

Abb. 22 schematische Darstellung der Schnittebenen A bis D: Aufsicht auf linken Ventrikel
mit Ligaturstelle der linken Koronararterie (oben). AAR (Area at risk), AnAR (Areanot at risk) und Infarkt
in den einzelnen Schnitten: A, 1. Schnitt (Herzspitze) bis D, 4. Schnitt (appikal der Ligatur) (unten)
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Abb. 23 Herzschnitt mit linkem Ventrikel (LV) mit Areaat risk (AAR) rot, Infarkt weilR
TTC und Evansblue (Areanot at risk (AnAR) blau) geférbt,
mit Scion Image planimetriert

Mit dem Bildverarbeitungsprogramm Scion Image (Version 4.0.2., Frederick, Maryland,
USA) koénnen die FlachengrdfRen von folgenden Parametern durch manuelles Umfahren der
Konturen anhand der mitfotografierten Millimeterskala bestimmt werden:

Ischamie (1); Areaat risk (AAR); linker Ventrikel (LV); Areanot arisk (AnAR) in mm?

Aus diesen Daten kdnnen nun die relativen Infarktgrof3en I/AAR und I/LV ermittelt werden.
Die Ergebnisse werden in eine Excel-Tabelle (Microsoft Office 2000, Excel) tUbertragen. Jetzt
wird das Verhdltnis der Ischamieflache zur Area at risk (AAR) sowie zur Gesamtflache des
linken Ventrikels (LV) nach folgender Formel bestimmt:

LG+ G, 4 PG+ G,

I - A9951 es2 es3 esd
AR PR 6+ AR s, + PR i o PR,
esl es2 es3 Ages4

Um das Gewicht und die Grof3e der einzelnen Schnitte zu berticksichtigen, wird die jewellige
Flache von Infarkt (I11-14), AAR (AAR:-AARy), linkem Ventrikel (LV1-LV4) in Bezug zur
Gesamtflache (Agesi-Agess) des Schnittes gesetzt und dieser Wert mit dem Gewicht (G1-Ga)
des jeweiligen Schnittes multipliziert. Auf diese Weise wird der Gesamtinfarkt des Herzens
durch Addition der Werte der einzelnen Schnitte bestimmt, ebenso wird die Grof3e der linken
Ventrikelwand (LV) und der AAR bestimmt.
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3.25.7 Statistische Auswertungen

Die statistische Auswertung erfolgt fir beide Gruppen mit SPSS 11,5 (SPSS Inc., Chicago,
USA) und befasst sich mit folgenden Daten:

I/AAR
I/LV
AAR/LV
LV/GES
FS: MUM2

Fur die geplanten Gruppenvergleiche werden aus den Einzelwerten der Mittelwert (MW,
arithmetisches Mittel), die Standardabweichung (SD) und der Standardfehler (SE) berechnet.
Als statistischer Test wurde der Mann-Whitney-U-Test fur unverbundene Stichproben ange-
wandt. Fir die Berechnung der Irrtumswahrscheinlichkeit (p) wird ein Wert von p<0,05 as
statistisch signifikant beurtelilt.

48



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.3 Ergebnisse

Tab. 3 Ubersicht der Ergebnisse der Gruppen | (soluble GPVI-Fc) und |1 (Fc-Kontrolle):

1 AAR | LV/ | FS | FS | Diff.
cruppe | KCG | HG 1 TL 1 g | Vv | GES | M1 | M2 | Fs
NG | INg | INCEM 15, o5 In % iN% | iInN% | iInN% | in% | in%
|
GPVI-Fc
Maus 1 21,40 0,12 17,21 3,90 2,01 51,56 72,32 44,95 37,82 7,13
Maus 2 24,60 0,11 18,72 2,03 1,11 54,61 73,59 44,34 35,95 8,39
Maus 3 24 0,12 17,90 3,92 1,68 42,97 70,34 45,32 36,81 8,51
Maus 4 26 0,14 17,81 14,15 6,36 44,96 74,00 44,41 35,90 8,51
Maus 5 24,70 0,08 18,80 9,13 573 62,75 77,08 46,31 38,42 7,89
Maus 6 26,20 0,12 18,47 35,94 16,80 46,74 72,30 43,78 32,44 11,34
Maus 7 26,10 0,10 18,90 30,16 20,79 68,93 75,10 41,76 27,04 14,72
Maus 8 30 0,17 19,52 14,21 10,12 71,21 73,14 42,85 35,04 7,81
Maus 9 27,70 0,16 19,10 26,13 14,48 55,41 76,45 41,55 30,47 11,08
M aus 10 27,80 0,14 19,22 22,10 13,42 60,72 93,12 52,00 40,00 12,00
MW | 2585 | 013 | 1857 | 1617 | 925 | 5598 | 7574 | 44,73 | 3499 | 974
D 225 | 003 | 068 | 11,31 | 658 | 931 | 610 | 282 | 374 | 230
T
Fc-Kontr.
Maus 1 22,40 0,13 17,20 24,63 11,20 45,30 78,23 40,19 34,74 5,45
Maus 2 23,40 0,14 17,80 15,85 8,40 53,20 77,57 42,48 36,09 6,39
Maus 3 24,20 0,11 18,40 5,70 3,80 66,40 71,83 43,03 33,74 9,29
Maus 4 26,60 0,15 19,60 49,17 26,50 53,80 70,48 39,33 31,40 7,93
Maus 5 28,90 0,11 18,70 25,67 12 46,80 70,40 44,86 35,93 8,93
Maus 6 26,20 0,08 18,10 35,95 22,10 61,50 79,86 42,27 35,40 6,87
Maus 7 27,70 0,09 18,50 33,43 21,30 63,90 79,34 41,77 32,02 9,75
Maus 8 27 0,14 19,30 36,44 22,80 62,50 75,74 41,50 29,32 12,18
Maus 9 24,90 0,09 17,84 34,75 14,80 42,70 69,69 43,41 36,90 6,51
M aus 10 25,70 0,14 18,98 49,61 29,10 58,60 72,07 44 57 37,08 7,49
MW | 2570 | 012 | 1844 | 3112 | 17,20 | 5547 | 74,52 | 42,34 | 34,26 | 808
D 190 | 002 | 070 | 1300 | 791 | 797 | 382 | 166 | 246 | 1,89

Signifikanz | 0971 | 0,579 | 0,631 | 0,019 | 0,035 | 0,971 | 0,853 | 0,052 | 0,481 | 0,165

KG: Korpergewicht; HG: Herzgewicht; TL: Tibiadange; I: Infarkt; AAR: Areaat risk; LV: linker Ventrikel;
GES: Gesamtherz; FS: fractional shortening; M: Messung; Diff: Differenz;
MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung

49



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

331 Echokardiographie

Der Ausgangswert (M1) der prozentualen Durchmesserverkiirzung (fractional shortening, FS)
des linken Ventrikels betragt fir die GPVI-Fc-Gruppe im Mittel 44,73 + 2,82 %, fur die Fc-
Kontrollgruppe 42,43 + 1,66 %.

Der Wert 24 Stunden nach Ischamie (M2) der FS des linken Ventrikels betrégt fir die GPVI-
Fc-Gruppe im Mittel 34,99 + 3,74 %, fur die Fc-Kontroll-Gruppe 34,26 + 2,46 %.

Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen kann nicht gezeigt werden.

FS M1 und M2

50
40
30

2 Ma M2 M1 M2
20
10
0

GPVI-Fc Fc-Kontrolle
Abb. 29 Mittelwerte der Differenz der echokardiographischen Messung M1 (vor OP)
und M2 (nach OP) der soluble GPVI-Fc Gruppe und der Fc-Kontrollgruppein %
332 Uberlebensrate

Von den insgesamt 29 untersuchten Tieren versterben 6 Tiere wahrend des Versuchs-
zeitraumes, 3 Herzen sind nicht auswertbar. 2 Tiere sterben wahrend der Operation an zu
hohem Blutverlust. Bei 4 Tieren treten nach der Operation Probleme im Zusammenhang mit
den Atemwegen auf, diese Tiere sterben sofort nach Extubation oder innerhalb von wenigen
Stunden danach an Dyspnoe. Bei 3 Herzen ist die Farbung fehlerhaft, so dass diese Herzen

nicht ausgewertet werden konnen.
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3.33 Infarktgroie

Die Infarktgrof3e (1) wird in Prozent der ,Areaat risk“ (AAR), also des wahrend der Ischamie
aufgrund der Ligierung der linken Koronararterie nicht durchbluteten Bereiches, und des
linken Ventrikels (LV) dargestellt. Zwischen den beiden Gruppen ist ein signifikanter
Unterschied in der Infarktgrofie erkennbar:

Bel den Tieren mit GPVI-Fc behandelten Tieren betragt die berechnete Infarktgrofle zur
LAreaat risk” im Mittel 16,17 + 11,31 %, bei den Fc-Kontroll-Tieren dagegen 31,12 + 13 %.

GPVI-Fc: [/AAR =16,17 + 11,31 %;
Fc-Kontrollee I/AAR=31,12 +13%
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Abb. 24 Mittelwerte Infarkt zu AAR in %
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Auch die Infarktgrél3e in Prozent zum linken Ventrikel ist bei der GPVI-Fc-Gruppe
signifikant erniedrigt. Sie betrégt in der GPVI-Fc-Gruppe 9,25 + 6,58 %, in der Fc-Kontroll-
Gruppe 17,20 + 7,91 %.

GPVI-Fc: I/LV = 9,25 + 6,58 %;
Fc-Kontrolle: 1/LV =17,20 +7,91 %
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Abb. 25 Mittdwerte Infarkt zu linkem Ventrikel in %
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Bel Vergleich der planimetrisch ermittelten Grofie der ,Area at risk” (AAR) an sich kann
gezeigt werden, dass zwischen den beiden Gruppen kein signifikanter Unterschied besteht.
Die AAR der GPVI-Fc-Gruppe betrégt 55,98 % + 9,31% des linken Ventrikels, die AAR der
Fc-Kontrollgruppe 55,74 % * 7,97%.

GPVI-Fc: AAR/LV =55,98 % + 9,31 %;
Fc-Kontrolle: AAR/LV =55,74% + 7,97 %

70

ZZ GPVI-Fc
60 4 | B3 Fe T T

50

40 -

%

30

20 A

10 ~

GPVI-Fc: AAR/LV in % Fc-Kontrolle: AAR/LV in %

AAR: 55,98% AAR: 55,74%

Linker Ventrikel: 100% Linker Ventrikel: 100%

Abb. 26 Mittelwerte beider Gruppen AAR zu linkem Ventrikel in %
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Auch die Grofe des linken Ventrikels ist in beiden Gruppen nahezu gleich. Die
linksventrikul&re Flache der GPVI-Fc-Gruppe betrégt 75,74 % + 6,1 % im Mittel, die der Fc-
Kontrollgruppe 74,52 % + 3,82 %.

GPVI-Fc: LV/GES = 75,74 % + 6,1 %;
Fc-Kontrollee LV/GES = 74,52 % + 3,82 %

100
27 GPVI-Fc
X Fc
80 +
I
60 ~
N
40 -
20 H
0 T
A
GPVI-Fc: LVIGES in % Fc-Kontrolle: LV/GES in %
Her z gesamt Her z gesamt
B

Abb. 27 Mittelwerte linker Ventrikel zu Gesamtflachein %
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Bild A: Schnitt 1: Herzspitze, GPVI-Fc Bild B: Schnitt 1: Herzspitze, Fc-Kontrolle

Bild C: Schnitt 2, GPVI-Fc Bild D: Schnitt 2, Fc-Kontrolle

Bild E: Schnitt 3: apika der Ligatur, GPVI-Fc Bild F: Schnitt 3: apikal der Ligatur, Fc-Ko.

Abb. 28 Vergleich der InfarktgréRen im linken Ventrikel in TTC (weiR)
und Evans Blue (blau, Areanot at risk) geférbten Herzquerschnitten
von GPVI-Fc (links) und Fc-Kontrolle (rechts), jeweils Schnitt 1 bis 3

55



DISKUSSION

4 DISKUSSION

4.1 Diskussion der Versuchsdurchfiihrung

Tierversuche geben in der Offentlichkeit immer wieder Anlass fir Diskussionen und bereiten
ethische und moralische Schwierigkeiten. So wird stets gefordert, auf In-vitro-Modelle
zurickzugreifen. Da die Ursachen und Folgen eines ischdmischen Myokardinfarkts beim
Menschen allerdings sehr variabel sind und Untersuchungen an einzelnen Zellen, isolierten
Langendorff-Herzen oder ischémischen Gewebeschnitten die Komplexitét eines ischdmischen
Geschehens nicht widerspiegeln kdnnen, ist es unerlésslich, in Studien zur Pathophysiologie
der akuten myokardialen Ischamie auf Tiermodelle zurtickzugreifen. Tierversuche erfillen
durch die Moglichkeit der Uberwachung und Kontrolle verschiedener physiologischer
Parameter, vor und wahrend einer ernstzunehmenden Studie, die dafur geforderte
Reproduzierbarkeit ablaufender pathophysiologischer Prozesse. Ein weiterer Vorteil eines
Tierversuches ist darin zu sehen, umfassende histologische, biologische und pathologische
Untersuchungen intra- und postoperativ an gewonnenen Proben durchftihren zu kdnnen.

Die Ubertragbarkeit tierexperimentell gewonnener Ergebnisse auf den Menschen ist abhangig
von der Fragestellung und der Eignung des gewahlten Tiermodells. Die Moglichkeit Modelle
humaner Erkrankungen mithilfe genetisch veranderter Tiere (v.a. Mause) zu erstellen, ist eine
hervorragende Strategie, molekulare Mechanismen im pathophysiologischen Prozess genau
zu beleuchten (LIN et a.1995; PAIGEN 1995; BECKER et al. 1996). Es existieren eine Reihe
experimenteller Tiermodelle zur Erforschung myokardialer Ischamie, so wurde auch die Maus
as Modell fur myokardiale Ischamie etabliert (ZOLOTAREVA und KOGAN 1978;
MICHAEL et al.1995). Als betrachtlicher Vorteil zeigt sich auch hier die Wahl der Maus als
Versuchstier: Zum einen besteht bei diesem Tier die Moglichkeit der genetischen
Manipulation zur Generierung verschiedener Knockout-Modelle, zum anderen ist der
Kostenaufwand aufgrund der geringen KorpergrofRe der Maus, der relativ schnellen
Zuchtfolge und der platzsparenden relativ einfachen Haltungsbedingungen geringer als bei
grofderen Saugetieren. Aber auch die Moglichkeit mit geringerem personellem Aufwand als
bei grofen Versuchstieren zu arbeiten und deren bescheidenere Anspriiche auf postoperative
Pflege sowie ein niedriger Verbrauch an Diagnostika und Therapeutika ist nicht zu
vernachlassigen (ZOLOTAREVA und KOGAN 1978). Dazu kommt eine auf die Versuche
folgende einfachere und kostengiinstigere Probengewinnung und Lagerung als bei groferen
Versuchstieren.
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Durch die groRe Ubereingtimmung im Aufbau humaner und muriner Proteine wird oftmals
der Einsatz humaner Antikorper auch bel der Maus moglich (SCHMITT et al. 2001). So
entspricht auch die Aminosaurensegquenz von humanem GPVI-Protein, das in dieser Studie
zum Einsatz kommt, zu 64,4% der von murinem GPVI-Protein, die Nukleotidsequenz von
humaner und muriner GPVI-cDNA sind zu 67,3% identisch (JANDROT-PERRUS et a.
2000). Die zytoplasmatische Region von murinem thrombozytéren Kollagenrezeptor GPVI
zeigt zwar nur 27 AS im Vergleich zur humanen zytoplasmatischen Region und eine Region
von 24 AS der C-terminalen Sequenz fehlt bel Mausen vdllig, dies hat jedoch, zumindest nach
bisherigem Kenntnisstand, keinerlei Einfluss auf die Funktion des GPVI-Proteins (MOROI
und JUNG 2004). So kann beispielsweise sowohl bei GPVI-negativen Thrombozyten von
Maéausen als auch von Menschen die kollageninduzierte Plattchenaktivierung nicht ausgeldst
werden (NIESWANDT et al. 2001 b; GOTO et al. 2002). Somit steht der experimentellen
Forschung mit der Maus ein geeignetes Modell fur das Studium der physiologischen
Vorgange im Bezug auf die Thrombozytenadhdsion und Aktivierung Uber den
thrombozytéren Kollagenrezeptor GPVI auch fur die vorliegende Studie zur Verfugung.
Allerdings kann mit dem in dieser Studie genutzten Modell nicht die klinische Situation einer
koronaren Okklusion mit nachfolgendem Myokardinfarkt exakt reproduziert werden. Die
myokardiale Ischamie wird in dem hier angewandten Modell durch plétzliche Okklusion einer
sonst physiologisch unauffalligen Koronararterie erzeugt. Dabei kann naturlich nicht auf die
beim Menschen dem Myokardinfarkt vorausgehenden pathophysiologischen Mechanismen,
wie langsam fortschreitende atherosklerotische Verengung des Koronararterienlumens an
einer oder mehreren Stellen eingegangen werden. Trotzdem ist dieses Modell fir die in dieser
Arbeit gestellte Frage nach der Erprobung einer neuen therapeutischen Intervention zur
Limitierung der Infarktgrofe sehr gut geeignet: durch experimentelle Inhibition der
Thrombozyten Uber die Blockade des Kollagenrezeptors GPVI kénnen so andere,
maoglicherweise auch die InfarktgrofRe beeinflussende Faktoren ausgeschlossen werden. Dies
wirde eine Reduktion des multifaktoriellen Geschehens bei der humanen Koronaren
Herzkrankheit auf die Funktion der Thrombozyten bedeuten.

In unserem Modell wird die intraventse Applikation von soluble GPVI-Fc bzw. Fc-Kontrolle
eine Stunde vor Setzen der Ischamie gewdahlt, um die dafir notwendige Umlagerung des
Tieres wahrend der Operation zu vermeiden. Durch eine Umlagerung wére die Gefahr z.B.
einer Extubation, aber auch das Risiko der Operation an sich unnétig erhdht. Auch simuliert
die prae-interventionelle Applikation von soluble GPVI-Fc die Situation bei Verhinderung
eines Rezidives eines Myokardinfarktes. So kann der Einfluss des thrombozytéaren
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Kollagenrezeptors GPVI, bzw. einer 16slichen Form von GPVI (soluble GPVI-Fc), ohne
andere Einflusse, auf den Myokardinfarkt untersucht werden. Dazu missen weiter
versuchsbedingte Parameter wie Ischamiedauer (JENNINGS et al. 1960), Korpertemperatur
(MIKI et al. 1998), Geschlecht (WU et al. 2003), Alter (AZHAR et al. 1999) und Gewicht der
Versuchstiere, Okklusionsstelle der Arterie (AHN et a. 2004) und eingesetzte Arzneimittel
wie Analgetika oder Anasthetika (so gilt z.B. Isofluran als kardioprotektiv) (CASON et al.
1997; TANAKA et al. 2004), die auch einen Einfluss auf die Grof3e des induzierten I nfarktes
aufweisen, klar definiert und standardisiert werden. Das hier gewahlte Tiermodell ermdglicht
also nur unter exakter Einhaltung eines standardisierten Protokolls die von einem Tierversuch
geforderten reproduzierbaren Werte und Ergebnisse.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Allgemeines

Die an einer geschadigten Gefédwand aus der Ruptur einer atherosklerotischen Plague
folgende subendotheliale Kollagenexposition fihrt Gber initiale Thrombozytenadhésion,
Aktivierung der Blutpléttchen und konsekutiver Thrombozytenaggregation zu arterieller
Thrombosierung und Mikrothrombenbildung mit daraus resultierender Ischdmie distaler
Gewebebereiche. Ziel dieser Studie ist es, die initialle Adhasion und Aktivierung der
Thrombozyten durch die Blockade des thrombozytéren Kollagenrezeptors GPVI zu hemmen
und seine Auswirkungen auf die GrofRe des Myokardinfarktes der Maus erstmalig zu
untersuchen. Dazu wird ein myokardiales |schamie-Reperfusionsmodell eingesetzt. Die
Beteiligung der Thrombozyten im Infarktgeschehen konnte bereits deutlich hervorgehoben
werden (GAWAZ 2004), ebenso die gesteigerte Adhésion der Thrombozyten an die
geschadigte Endothelwand wahrend der 1schémie und Reperfusion (MASSBERG et al. 1999).
Auch der Einfluss des Kollagenrezeptors GPVI auf die Adhasion der Thrombozyten, die
darauffolgende Aktivierung und die so ermdglichte Thrombusbildung wurde in der Literatur
ausfiihrlich beschrieben (MOROI et a. 1989; CHEN et al. 2002; MASSBERG et al. 2003 a).
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422 Infarkte

Die Ergebnisse der planimetrisch ermittelten InfarktgrofRen am Myokard zeigen, dass es auch
bei der Maus moglich ist, durch Ligatur der linken Koronararterie an definierter Stelle, eine
myokardiale Ischamie des linken Ventrikels von homogener Grofie zu erzeugen. Aufgrund
der Ergebnisse, wie AAR/LV und LV/GES, kann man davon ausgehen, dass mit dem hier
standardisiert angewendeten Versuchsmodell eine AAR (durch die Ligatur der linken
Koronararterie ischamischer Bereich) von nahezu gleicher Grofie im Bezug zum linken
Ventrikel produziert werden kann. Auch die aus der Ischdmie resultierende Grof3e des
Myokardinfarkts beider Gruppen wird so standardisiert.

In dieser Studie konnte erstmals an der Maus mit einem In-vivo-Modell fur Ischdmie und
Reperfusion demonstriert werden, dass durch eine prae-interventionelle Applikation einer
l6slichen Form des thrombozytdren Kollagenrezeptors GPVI (soluble GPVI-Fc) die
Ausdehnung des durch die Ischdmie letal geschadigten Bereiches am Myokard signifikant
reduziert werden kann. Diese Ergebnisse der InfarktgrofRenreduktion von 31% I/AAR der
Kontrollgruppe auf 16% I/AAR der GPVI-Fc-Gruppe verdeutlichen den herausragenden
Einfluss der Thrombozyten an der Entstehung des Infarktes, der in der Literatur ausfihrlich
beschrieben wird (GAWAZ 2004). Es kann so postuliert werden, dass es moglich ist, tber die
Blockade des thrombozytéren Kollagenrezeptors GPVI die initiale Thrombozytenadhé&sion an
durch die Ischdmie geschéadigtes Endothel sowie die anschlief3ende Aktivierung der
Blutpldttchen zu vermindern. Dies schlagt sich letztendlich in der signifikant reduzierten
Infarktgrof3e der Soluble-GPVI-Fc-Gruppe gegeniber der Kontrollgruppe nieder. Diese
Theorie sollte jedoch durch weiterfuhrende immunohistochemische und histologische
Untersuchungen zur Darstellung der reduzierten Thrombozytenadhdsion im ischamischen
Gewebebereich sowie der erwarteten dezimierten Mikrothrombenbildung verifiziert werden.
Die Ligatur der linken Koronararterie an definierter Stelle des Méauseherzens wurde schon
1978 etabliert und stellt seitdem ein héufig eingesetztes Modell zur Erzeugung eines
artifiziellen Myokardinfarktes zur Untersuchung pathophysiologischer aber auch
pharmakologischer Einflisse dar (ZOLOTAREVA und KOGAN 1978; MICHAEL et al.
1995). Die geringgradigen Abweichungen der in der vorliegenden Studie erreichten
Infarktgrof3e von den Ergebnissen anderen Versuchsgruppen lassen sich durch die
unterschiedlichen Protokolle erkldren: MICHAEL et al. (1995) erreichten AAR-Gréf3en von
ca. 42 % bei permanenter Ligatur und bis zu 45 % bei 30 min Ischamie und 24 h Reperfusion.

Unsere AAR dagegen wurde mit 55 % des linken Ventrikels gemessen (30 min Ischdmie und
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24 h Reperfusion). MICHAEL et al. (1995) geben die erzeugten Infarktgrof3en I/LV bei 30
min Ischdmie und 24 h Reperfusion mit ca. 14 % an, I/AAR mit 34 %, wir erhalten Werte von
I/LV von 17 % und I/AAR von 31 %. Diese Abweichungen v.a. in der Grofie der AAR
konnten auch auf minimale Unterschiede v.a. der Ligaturstellen der verschiedenen Operateure
zurlickgefuhrt werden. Die Bedeutung der genauen Positionierung der Ligatur beschreiben
AHN et al. (2004) als essentiell, um einen genau definierten Infarktbereich zu erhalten. Auch
die bereits angesprochenen Unterschiede im Narkoseregime (Pentobarbital intraperitoneal bei
MICHAEL et al. (1995), MMF intraperitoneal kombiniert mit Isofluran-Inhalationsnarkose in
vorliegender Studie) und der eingesetzten pharmakologischen Substanzen sind in der Lage die
Infarktgrofe zu beeinflussen.

423 Echokardiographie

In der vorliegenden Studie konnte kein signifikanter Unterschied in der echokardio-
graphischen Messung der fractional shortening (FS) beider Gruppen vor (M1) und nach (M2)
der induzierten Ischdmie erzielt werden. Zum einen konnten wahrend dieses frihen Stadiums
(24 Stunden nach Infarkt) funktionelle Defizite der infarzierten Wand des linken Ventrikels
durch die Hyperkontraktilitdt der gegenuberliegenden Wand ausgeglichen werden, zum
anderen liegen die Myokardinfarkte aufgrund der geringen Grof3e nicht zwingend im Bereich
der vorgegebenen standardisierten Schnittebene. Diese Vermutungen mussen durch spétere
Messzeitpunkte nach der 1schamie/Reperfusion oder genauere Messmethoden belegt werden.
Andere Untersuchungsparameter, wie z.B. die Messung der Ejektionsfraktion (EF) konnten in
weiterfihrenden Versuchen verbesserte Ergebnisse liefern. Ebenso sollten in weiterfiihrenden
Studien Langzeitergebnisse der Kontraktionskraft und Funktionsféhigkeit des Herzens
durchgefuihrt werden. Zum anderen stof3en diese Untersuchungen der FS wegen der Grél3e des
Ma&useherzens an die technischen Grenzen der Echokardiographie. So geben SUEHIRO et al.
(2001) die Erhebung der fractional area chance (FAC), gemessen mit 2-D-Kontrast-
Echokardiographie fir brauchbarer an, als die Bestimmung der FS mit M-Mode-
Echokardiographie, um die Funktion infarzierter Mauseherzen nichtinvasiv zu bestimmen.
Um die hier erhaltenen Ergebnisse weiter verifizieren zu konnen, sind also tiefergehende
Untersuchungen mit anderen bildgebenden Verfahren, wie z.B. CT oder Kernspin-
tomographie angebracht. Ebenso kdnnten hamodynamische Messungen, auf die hier aufgrund
ihrer Invasivitét verzichtet wurde, weitere Erkenntnisse liefern.
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DISKUSSION

4.3 Schlussfolgerung und Ausblick

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass es moglich ist, in einem Ischamie-
Reperfusionsmodell einen myokardialen Infarkt am murinen Herzen zu generieren. Weiter
wurde demongtriert, dass durch intravendse Applikation einer l6slichen Form des
thrombozytéaren Kollagenrezeptors GPVI (soluble GPVI-Fc) die Infarktgrofde, im Vergleich
zu Kontrolltieren, signifikant reduziert werden kann. Ursachlich fir die Reduktion der
Infarktgrof3en gilt die Blockade der Kollagenbindungsstellen fur GPVI durch soluble GPV1-
Fc. Die der Adhésion und Aktivierung der Thrombozyten an einer Endothelverletzung
folgende Thrombus- und Mikrothrombenbildung distal des okkludierten Bereiches wiirde so
unterbleiben. So wirde das Ausmald der auf die Ischdmie folgenden Reperfusion soweit
verbessert werden, dass eine deutliche Reduktion des durch Nekrose oder Apoptose
untergegangenen Gewebes erreicht werden kann. Dieses Ergebnis verdeutlicht die bedeutende
Rolle, die dem Thrombozyten im Infarktgeschehen im Allgemeinen und dem thrombozytaren
Kollagenrezeptor GPVI im Speziellen zukommt. Dies sollte jedoch durch weiterfihrende
Untersuchungen, wie durch den histologischen Nachweis der verminderten Thrombozyten-
adhésion, aber auch der Thromben bzw. Mikrothrombenbildung in distalen Gewebebereichen
verifiziert werden. Durch den Einsatz von soluble GPVI-Fc zeigt sich eine zusétzliche
Maoglichkeit far die antithrombotische Therapie: durch soluble GPVI-Fc kann die einer
Ruptur der atherosklerotischen Plaque folgende Thrombusbildung reduziert werden.
GRUNER et al. (2005) konnten zeigen, dass sowohl soluble GPVI-Fc als auch Antikorper
gegen GPVI eine Reduktion der Thrombozytenadhasion und Aktivierung bewirken.
Allerdings geht aus dieser Studie hervor, dass der antithrombotische Effekt des Antikorpers
gegen GPVI signifikant hoher ist as der von soluble GPVI-Fc. Jedoch wird hier der
antithrombotische Effekt des Antikorpers gegen GPVI auch durch die ebenfalls erhthte
Blutungsneigung erkauft (GRUNER et al. 2005). Allerdings unterlag das GPVI-Fc in der
Studie von GRUNER et al. (2005) einer anderen Klonierung, als das in vorliegender Studie
verwendete GPVI-Fc-Protein. Aufgrund dieser Tatsache kann auch die Affinitdt der
unterschiedlichen GPVI-Klone zu Kollagen differieren. Um die in vorliegender Studie am
Mausmodell (30 Minuten Ischdmie und 24 Stunden Reperfusion) gewonnenen Daten genauer
verifizieren zu konnen, sind weiterfihrende immunohistochemische und histologische
Untersuchungen der gewonnenen Proben sowie zusétzliche Ischamie-Reperfusions-Modelle
mit héheren Tierzahlen, an grol3eren Saugetieren, sowie Langzeitversuche notwendig, bevor
an einen therapeutischen Einsatz des soluble GPVI-Fc am Menschen gedacht werden kann.
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ZUSAMMENFASSUNG

5 ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen des Wissenszuwachses der molekularen Pathophysiologie des Myokardinfarktes
konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen Thrombo-
zytenadh&sion an freiliegendes Kollagen der Gefé3wand, Thrombozytenaktivierung mit
daraus resultierender Thrombembolisierung und schlie3lich Ausdehnung des durch die
Ischdmie geschadigten Bereiches bestent. GPVI wird in der aktuellen Literatur als der
wesentliche thrombozytére Oberflachenrezeptor fur Kollagen beschrieben: durch die initiale
Adhasion Uber GPVI kommt es zur Thrombozytenaktivierung und zur Thrombusbildung.

Das Ziel dieser Studie war es zum einen, erstmals in einem murinen | schamie-Reperfusions-
modell den Einfluss des GPVI auf das Infarktgeschehen am Myokard zu untersuchen.
Weiterhin sollte der therapeutische Nutzen des soluble GPVI-Fc, einer 16slichen klonierten
Form des GPVI-Rezeptors, fur die Therapie und Prophylaxe eines Myokardinfarktes im
Tiermodell geprift werden. Dazu wurde je einer Gruppe von 10 méannlichen Mausen des
Stammes C57BI/6J mit einen Korpergewicht von 20 bis 30 g eine Stunde prae-interventionel |
(intravends) und 12 h (intraperitoneal) nach der kinstlich hervorgerufenen Ischamie 100 pg
soluble GPVI-Fc bzw. Kontroll-Fc appliziert. Sodann wurden die Tiere mit MMF und zur
Erhaltung mit Isofluran anésthesiert. Nach intratrachealer Intubation und lateraler inter-
kostaler Thorakotomie im 4. Interkostalraum erhielten beide Gruppen fur 30 Minuten eine
partielle Myokardischamie durch vollstéandige Ligatur der linken Koronararterie. Nach 24
Stunden anschliefRender Reperfusionsphase wurden die Tiere erneut andsthesiert, euthanasiert
und die Herzen entnommen. Diese wurden mit 2,3,5-Triphenyltetrazolium-Chlorid (TTC) und
Evansblue so geférbt, dass Area at risk (AAR), Infarkt (1) und Area not a risk (AnAR)
unterschieden werden kdnnen. Anschlief3end wurden die Herzen geschnitten und die ca. 1mm
starken Schnitte photographiert, um die Infarktgrof3e planimetrisch zu bestimmen. Aul3erdem
wurde die Herzfunktion beider Gruppen prae- und postoperativ echokardiographisch
untersucht. Trotz gleichgrof3er Area at risk beider Gruppen konnte in der Soluble-GPVI-Fc-
Gruppe die planimetrisch ermittelte InfarktgrofRe I/AAR (16,17+11,31%) gegentiber der Fc-
Kontrollgruppe (31,12 +13 %) signifikant (Signifikanzniveau p=0,019) reduziert werden. Bel
der Echokardiographie war allerdings kein signifikanter Unterschied in der Herzfunktion
beider Gruppen festzustellen. Die in dieser Studie erreichte Reduktion der Infarktgrof3e durch
die beschriebene Intervention zeigt erstmals die Moglichkeit eines therapeutischen Nutzens
fur soluble GPVI-Fc durch Blockade der initialen Thrombozytenadhésion und Aktivierung

der Thrombozyten fur die Préavention und Behandlung des Myokardinfarktes auf.
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6 SUMMARY

The influence of the collagen receptor GPVI on infarctsize in a myocardial ischemia-

reperfusion-modell in mice

Research results of the molecular pathophysiology of myocardial infarction in the past show
that there are pathophysiologic relations between platelet adhesion to free collagen of the
vessel wall, platelet activation with resulting thrombembolism and finally the extention of
ischemic aress.

In recent literature GPVI1 is described as the main thrombocytal receptor for collagen: the
initial adhesion to GPV1 leads to platelet activation and finally forming of a blood clot. One
goal of this study was to evaluate the influence of GPVI on the development of myocardial
infarction in a murine ischemic reperfusion model. Another goal was to test the therapeutical
benefits of soluble GPVI-Fc, a soluble cloned type of the GPVI- receptor, for its use in
therapy and prophylaxis of myocardial infarction based on an animal model.

Therefore a group of 10 male mice (C57BI1/6J) weighing 20-30g was given soluble GPVI-Fc
and a control-Fc in each case an hour preinterventional (intravenously) and 12 hours
(intraperitoneal) after artificially caused ischemia. Anasthesia was induced in these animals
with MMF and for maintenance we used Isofluran. After intratracheal intubation and lateral
intercostal thoracotomy (between the 4™ and the 5™ costal bone) both groups underwent a
partial myocardial ischemia through a complete ligation of the left coronary artery for 30
minutes . For the following 24 hours the hearts of the animals were reperfused. Then the
animals were anaesthesized again, euthanized and their hearts taken. The organs were dyed
with 2,3,5-Triphenyltetrazolium-chloride (TTC) and Evansblue, so that area at risk (AAR),
site of infarction (1) and area not at risk (AnAR) could be differentiated. Afterwards the hearts
were cut and photographs were taken of the 1mm thick pieces to determine the size of
infarction. Additionally we examined the heart function in both groups echocardiographically
before and after surgery. Despite the area at risk was the same size in both groups, the size of
infarction I/AAR could be significantly (p=0,019) reduced in the soluble-GPVI-Fc group
(16,17+11,31%) compared to the control-Fc group (31,12 £13 %). On the echocardiogram
there was no significant difference in heartfunction of both groups. The reduction of the
infarction size achieved in this study with the described interventional method shows for the
first time possible therapeutical benefits in using soluble GPVI-Fc for blocking the initial

platelet adhesion and activation to prevent and treat myocardial infarctions.
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10 ABKURZUNGSVERZEICHNIS
-°C Grad Celsius
- Mg Mikrogramm
-l Mikroliter
- pm Mikrometer
- UM Mikromol
-% Prozent
-A. Arteria
- AAR areaat risk
-AAR/LV Verhdltnis area at risk zu linkem Ventrikel
- Abb. Abbildung
- ADP Adenosindiphosphat
- AnAR areanot at risk
- AS Aminosaure
-ATP Adenosintriphosphat
- bzw. beziehungsweise
- ca circa
- cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat
-cm Zentimeter
-D Deutschland
- DAG 1,2-Diacylglycerol
- d.h. das heil3t
- DNA Desoxyribonukleinsaure
- EDRF endothelium derived relaxing factor
- EF Ejektionsfraktion
-eta. et dtera
- Fa. Firma
- FAC fractional area chance
- H Femtoliter (umg)
-FS fractional shortening
-g Gramm
- GDP Guanosindiphosphat
- GES Herz gesamt
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- GmbH
-GP

- GPVI
-GTP

- I/AAR
- l/LV

-1P

- LV,

- kDa

- kg
-KG

- LAD

- LAT
-LV

- LV/IGES
-LV EDD
-LV ESD
- M.
-M1

- M2
-mg

- MHz

- Mio.
-ml

- Mm.

- mm

- MMF

- M-Mode
- MW

Gesellschaft mit beschrénkter Haftung
Glykoprotein

Glykoprotein VI

Guanosintriphosphat

Stunde (hour)

Herzgewicht

Infarkt

Verhdtnis Infarkt zu area at risk

Verhdltnis Infarkt zu linkem Ventrikel

I mmunglobulin

Inositol 1,4,5-trisphosphat (1Ps)

intra venos

Kilodalton

Kilogramm

Korpergewicht

left anterior descending coronary artery

linker for activation of T-cells

linker Ventrikel

Verhdltnis linker Ventrikel zum Gesamtherzen
enddiastolischer Durchmesser des linken Ventrikels
endsystolischer Durchmesser des linken Ventrikels
Musculus

Messung 1

Messung 2

Milligramm

Megahertz

Million

Milliliter

Musculi

Millimeter

antagonisierbare Narkose aus Midazolam Medetomidin
und Fentanyl

Motion-Mode

Mittelwert

88



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

- NaCl
-NO
-p

- pH

- PIP

-PLC

-R.

- RNA

-SD

- 8N,

- SLP76

- Src-Kinase

- su.
- Syk
- Tab.
-TB
-TTC
- VWF

- 2.B.

Natriumchlorid

Stickstoffmonoxid

Irrtumswahrscheinlichkeit

pH-Wert = negativ dekadischer Logarithmus der
Wasser stoffionenkonzentration
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP,)
Phospholipase C

Ramus

Ribonukleinséure

Standardabweichung (standard deviation)
sinistra/sinister
SH2-domain-containing-leucocyte-protein-76
rous sarcoma oncogen kinase (in rous sarcoma virus erstmalig
entdeckt)

siehe unten

spleen tyrosine kinase (Tyrosin: Y)

Tabelle

Tibialange
2,3,5-Triphenyltetrazolium-Chlorid
von-Willebrand-Faktor

Tyrosin

zum Beispiel
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