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Einleitung

l. EINLEITUNG

1.1 Myokardischamie und Inflammation

Der Myokardinfarkt ist eine der haufigsten Todeaahen in den Industrielandern. Er kann jeden
treffen. Das Risiko lasst sich jedoch durch Meideon Risikofaktoren, wie Rauchen,

Ubergewicht und optimaler Einstellung von Diabetegllitus und arterieller Hypertonie

minimieren. Wahrend der Myokardischdmie ist das €mwmit Sauerstoff und Substraten
unterversorgt. Kurze Zeit nach einer Koronarokldasiresultiert durch die Hypoxie eine

Umschaltung von aerobem auf anaeroben StoffwechHseergiereiche Phosphate sowie
Glycogenreserven werden zur Energiegewinnung alogelmdéiolge kommt es zur intrazellularen

Storung ATP-abhangiger Zellsysteme und aktiver 3pantvorgange. Es resultieren

lonenverschiebungen und Stérungen des osmotischéichGewichts, die zu einer

Zellschwellung fuhren.

Durch Veranderungen des Aktionspotentials sieht Alanweichungen im EKG, wie Hebungen

oder Senkungen der ST-Strecke (Cummins und HazirdB00). Durch den anaeroben
Stoffwechsel kommt es zu Laktatproduktion, Gewelnlese und hieraus zu Stérungen der
Membranintegritdt (Jennings und Reimer, 1991). Iese&in Zustand konnen die bisher
eingetretenen Schadigungen noch umkehrbar sein.nkKoes jedoch durch die gestorte
Membranintegritdt zu starkem intrazellularen lonend Flussigkeitseinstrom kann die Zelle
durch zu starkes Anschwellen rupturieren. Trittsdein, kommt es zu einer irreversiblen
Zellschadigung.

Die irreversiblen Schadigungen sind durch den Atiston Enzymen bzw. Strukturproteinen aus
dem Zytosol, wie z.B. Kreatinkinase und Laktatdebgeénase bzw. Troponin gekennzeichnet
(Walter et al., 1999).

Die Folgen der Ischamie hangen unter anderem voer iDauer ab. Durch rechtzeitig

einsetzende Reperfusion des ischamischen Arealsnk@® in der Regel zu einer Erholung der
reversibel geschadigten Zellen. Der nekrotischeeiBbr beschrankt sich auf die irreversibel

geschadigten Areale.

1.1.1 Reperfusionsschaden

Die frilhzeitige Reperfusion ist fur das Uberlebas schamischen Myokards essentiell. Durch
die Reperfusion werden Zellprodukte, die sich watirdes Gefaldverschlusses im azidotischen
Milieu anhaufen konnten (z.B. Laktat), ausgewascbbenmch Reperfusion des minderversorgten

Herzmuskelbereichs kommt es zur Reoxygenation, t&tbafuhr, Normalisierung des Gewebs-
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pH und der Osmolaritdt. Zum anderen geht diesezeéB® auch mit gewebeschadigenden
Effekten einher. Black bezeichnet den Reperfusireden als Syndrom verschiedener
negativer pathologischer Vorgange, welche Gefalgkghég, Arrhythmien, myokardiales

stunning (reversible postischdmische Dysfunktions dderzens bei wiederhergestellter

Durchblutung) und Ausbreitung des irreversiblen @eeschadens beinhalten (Black, 2000).

Zu den hierbei involvierten Mechanismen zahlen:

» die Bildung freier Sauerstoffradikale,

» die Ausbildung eines intrazellularen Kalziumibersses,

* sowie eine inflammatorische Antwort im Sinne eiGwmplementaktivierung (Hill,
1998).

Es kann nach Reperfusionsbeginn zu negativen Effiewtie Hyperkontraktilitat, Arrhythmien
und Nekrosen kommen (Black, 2000).

In Anbetracht der negativen Auswirkungen, die dReperfusionstherapie mit sich bringt, sind
Therapien zur Begrenzung des Reperfusionsschadasétzlich als Begleittherapie zur

Revaskularisierungsmafinahme wichtig.

1.1.2 Bildung freier Sauerstoffradikale

Sauerstoffradikale entstehen bei der Reduktion ®auerstoff. Wozu braucht man

Sauerstoffradikale? Sauerstoffradikale sind furgpblpgische Reaktionen (Fremdstoffmetaboli-
sierung, Phagozytose, Synthese biogener Amine wiahtig. Aber sie kénnen auch durch

unspezifische Reaktionen zur Zellschadigung fihmenOrganismus gehen Sauerstoffradikale
als Nebenprodukt mitochondrialen Zellatmung abehan Entziindungszellen durch das Enzym
NADPH-Oxidase hervor.

Zu den reaktiven Sauerstoffspezies (engl. reactkygen species, ROS), gehdren freie Radikale,
wie das hochreaktive Hydroxyl-Radikal OH-, das Rgradikal ROO- und das Alkoxylradikal
RO- von Lipiden. Auf der anderen Seite gibt es kdkre Oxidantien wie Wasserstoffperoxid
H,0,, Hydroperoxid ROOH, Ozon £und das Hypochlorit-Anion OCI wie auch angeregte
Sauerstoffmolekiile (Singulett-Sauersto(Bchulz, 2005).
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1.1.2.1 Wichtige Sauerstoffradikalquellen mit Bedetung fir die Herzschadigung:

e Mitochondriale Atmungskette

In Mitochondrien entsteht als Zwischenprodukt Sagetr in der Atmungskette, welches nach
Ischamie und anschlielBender Reperfusion in myo&kndi Mitochondrien in erhohter
Konzentrationen nachgewiesen werden konnte (Fikabhed Weisfeldt, 1988).

* Xanthinoxidase

Xanthin und Hypoxanthin sind Abbauprodukte des mudtabolismus. Durch Xanthin-
oxidoreduktase (XOD) werden sie zu Harnsaure ahgdelidormalerweise liegt Xanthin-
oxidoreduktase in der Dehydrogenase-Form (XDH) bnter Ischdmie geht das Enzym in die
Oxidase-Form uber. £st dabei Elektronenakzeptor, wodurch mittels XOilp&oxid gebildet
wird. Wahrend der Ischamie kommt es zur Akkumulatton AMP, Hypoxanthin und Xanthin.
Setzt die Perfusion ein, verfugt die XOD damit (bausreichend Substrate zur
Superoxidbildung. Untersuchungen von Jarasch ((aras al., 1986) zeigen, dass humane
Endothelzellen Superoxidradikale durch XOD bildémiken. Die vorliegende Arbeit basiert auf

Eigenschaften humaner Endothelzellen.

1.1.2.2 Leukozytenaktivierung:

Phagozyten werden bei einer Entziindungsreaktiochdalngestorbene Zellen angelockt. Bei der
Phagozytose wird ein hoher Sauerstoffverbrauch dogubt, welchen man als ,respiratory burst*
bezeichnet. Man konnte zeigen, dass aktivierte bfakagen ca. 70 % des intrazellular
aufgenommenen Sauerstoffs zu Radikalspezies metbeh, wodurch die Inflammation
beginstigt wird (Scarpa et al., 1984). Durch Pniiease C vermittelt, wird eine
membranstdndige NADPH-Oxidase aktiviert, die denan$fer eines Elektrons vom
zytosolischen NADPH auf extrazellularen Sauerstwiter Bildung von reduziertem Superoxid
katalysiert. Ausgehend von Superoxid werden durdsmitation, Fenton-Reaktion und
Hydrogenoxidase-Reaktion H202, °OH und -OCl gelbilde

Die Schadigung der Zellintegritat setzt unabhamngig der Art des Mechanismus chemotaktisch
wirksame wie auch direkt im Zellverband interzélhukommunikative Botenstoffe frei. Fast alle
Entzindungsmediatoren und Lymphokine, z.B. VasagmesAngiotensin Il, Katecholamine,
Thrombin, ADP, Endotoxine, C3b und Antigen-AntikérgReaktionen, sind zu einer

Phospholipasenaktivierung fahig. Zentrales Ereigisis die Freisetzung polyungesattigter
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Fettsauren (PUFA) aus Membranphospholipiden. PURA Substrate fur Oxidationskaskaden,
deren Enzyme die mikrosomale Cyclooxygenase und idierwiegend zytoplasmatische
Lipooxygenase sind. Uber beide Wege werden Fettbidroperoxide (LOOH) gebildet, die
enzymatisch zu Prostaglandinen und Leukotrienenalodisiert werden. Im Rahmen des

Prostaglandinstoffwechsels wird zusatzlich Singubatuerstoff gebildet (Schulz, 2005).

1.1.2.3 Antioxidative Schutzmechanismen

Protektiver Einfluss auf den Sauerstoffradikal-&tetthsel kann auf drei Ebenen vorgenommen
werden:

1. durch Verhinderung der Bildung reaktiver Sawdfspezies,

2. durch Verhinderung ihrer Wirkung und

3. durch Beseitigung und Reparatur der Schaden.

1.1.3 Wie kommt es zum intrazellularen Kalziumubershuss?
Neben der Bildung freier Sauerstoffradikale ist Reperfusionsschadens die Bildung eines
intrazellularen Calziumiberschusses beteiligt. Dabe der Natrium-Protonen-Austauscher

wesentlich involviert.

1.1.3.1 Natrium-Protonen-Austauscher

Die Regulation des intrazellularen pH im kardioudéken System ist ein wesentlicher Prozess
der zellularen Homoostase. An dieser pH-Kontrollst iein Transporter in der
Myokardzellmembran wesentlich beteiligt, namlicin Natrium-Protonen-Austauscher (NHE).
Sardet und Pouyssegur gelang es 1989, die Struktdrdie Expression des Austauschers
eingehend zu untersuchen und dieses Molekul zuddem (Sardet et al., 1989).

Bis heute wurden 8 Isotypen von Ma’-Austauschern identifiziert, welche die Bezeichnung
NHE-1 bis NHE-8 erhalten. Alle, bis auf die IsotypRHE 6 und 8, welche sich intrazellular
befinden, sind an der sarkoplasmatischen Membieadistert. Dabei liegt der NHE-1 — Subtyp
in dominanter Form an der sarkoplasmatischen Membeat Kardiomyozyten vor (Petrecca et
al., 1999). Dieser ist ein Glyokoprotein mit einedolekulargewicht von etwa 110 kDa

(Karmazyn et al., 2001).

Der Na/H*-Austauscher stellt ein bidirektionales Membrangirotdar, welches Wasserstoff
gegen Natrium austauscht. Die treibende Kraft ttefer transmembrantse Natrium-Gradient.
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Neben seiner Hauptaufgabe in der pH-RegulationZéd#le spielt der Austauscher auch eine
Rolle fur den Natriumeinstrom und wirkt aktiv anr @smotischen Regulation des Zellvolumens
mit. Hierzu werden Protonen im Austausch gegen itdatonen im Verhdaltnis 1:1
herausgeschleust, womit der Prozess elektroneggehlalten wird (Aronson, 1985). Die
Aktivierung des Austauschers erfolgt nicht nur petlimgt, sondern auch tber parakrine und
autokrine Faktoren wie Endothelin-1 (Khandoudi &t &4994), Angiotensin I, adrenerge
Agonisten (Walter, et al., 1999), Thrombin (Yasatadt al., 1996) und Wachsumshormone
(Wakabayashi et al., 1992).

Wahrend die Aktivitat des Austauschers unter phggischen pH-Bedingungen (7,1-7,3) eher
unbedeutend ist, kommt es zu einer sehr schnelldividrung bei fallendem intrazellularem
pH-Wert (Karmazyn, et al., 2001). Seine maximal¢iAtit erreicht der Austauscher bei einem

intrazellularen pH von 6,5 (Fliegel, 2001).

Weiter spielt er, wie im nachsten Abschnitt noctsdieieben wird, bei der molekularen
Pathogenese des Ischamie/Reperfusionsschadenemseheidende Rolle, indem er bei der
Reperfusion den intrazellularen Natriumgehalt agete den Protonengehalt durch den
Austausch senken, und in Folge durch Aktivierungs did/Ca*-Austauschers den

intrazellularen Kalziumgehalt ansteigen lasst (Limzl Busch, 2003).

1.1.3.2 Natrium-Protonen-Austauscher wahrend Ischém und Reperfusion

Wahrend der Ischdmie kommt es sowohl intrazellalérauch extrazellular zu einem pH Abfall.
Die intrazellulare Azidose ist eine Folge des aolen Metabolismus und des ATP-
Katabolismus wahrend der Ischdmie. Der niedrigeai&lllulare pH fihrt konsekutiv zu einer
schnellen Aktivierung des NHE, welcher daraufhifrlbhen aus der Zelle heraus- und dafiir
Na'-lonen in die Zelle hineinschleust. Neben diesemcideismus, wird der N&*-
Austauscher noch von anderen Faktoren, wie Endpothel Angiotensin I und Thrombin
aktiviert (Pisarenko, 2004). Zuséatzlich werden adrealere Mechanismen wie permanent aktive
Natriumkanale fir den NaAnstieg intrazellular diskutiert (Haigney et d@994). Dies fiihrt nun
im Folgenden zu einer Akkumulation von intrazelteté Natrium.

Die Depolarisation der Zellmembranen bewirkt einmassiven Kalziumeinstrom aus dem
Extrazellularraum. Intrazellular wird durch Aktivieng des Ryanodin-Rezeptors zusatzlich

Kalzium aus dem sarkoplasmatischen Retikulum fesga (Linz und Busch, 2003).
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Diese erhohte intrazellulare Kalziumkonzentratidirae nun eigentlich zu einer Stimulation der
Kontraktion der Muskelfasern fihren. Da die Kontiak aber ein ATP-abhéngiger Vorgang ist,

ist die Gefahr der Schadigung durch Hyperkontrakilkgen des Mangels an verflgbarer
Energie Grenzen begrenzt (Moens et al., 2005) efhiéhte intrazellulare Kalziumkonzentration

bleibt wahrend der gesamten Ischamie besteheriir dhef Wiederaufnahme des Kalziums in das
sarkoplasmatische Retikulum ebenfalls die notigergie fehlt (Ambrosio et al.,, 1987, Opie,

1991).

Mit Beginn der Reperfusion wird dem Myokard wiedauerstoff zugefuhrt, sodass ATP
neugebildet werden kann. Die extrazellular angeseltem \Wasserstoff-lonen werden durch die
Reperfusion schnell ausgewaschen. Der Natrium-Reot@\ntiport eliminiert Wasserstoff-lonen

im Austausch gegen Natrium-lonen. Die dadurch metaldar immer mehr anwachsende
Natriumkonzentration wird sowohl Uber die Natriumaliim-ATPase, als auch mit Hilfe des

Natrium-Kalzium-Antiports eliminiert. Da neue Kalmionen extrazellular durch die

Reperfusion permanent zur Verflgung stehen, kommtze einem weiteren massiven

Kalziumeinstrom in die Muskelzelle. Mit Hilfe deseugebildeten ATPs kann zwar wieder
Kalzium in das sarkoplasmatische Retikulum aufgemem werden, doch bendtigt die

Reaktivierung dieser Enzymsysteme einige Zeit, s®ddie Elimination des Kalziums zu

langsam regeneriert, um das Uberschissige Kalzismei@hend schnell zu eliminieren. Da aber
fur die Aktivierung des myokardialen Kontraktionpapates ausreichend Energie zur Verfigung
steht, fuhrt diese intrazellulare Kalziumbelastuygischerweise zu Beginn der Reperfusion zu
Hyperkontraktur der Kardiomyozyten. Der daraus Iltesende Anstieg der diastolischen

Ruhespannung mit einem verringerten Vermégen zlax@gon fihrt zu einem entsprechend
gesteigerten Energiebedarf der Kardiomyozyten (Kihed Morgan, 1991, Opie, 1991).

Die erhohte intrazellulare Kalziumkonzentration nadételt direkten Zelltod, indem sie zum

einem Proteasen aktiviert zum anderen die Zellepetipntrahieren und die Membranen

rupturieren lasst.

1.1.3.3 Hemmung des Kalziumuberschusses als mogkshTherapietarget

Wie bereits erwahnt wird der myokardiale "N4'-Austauscher NHE-1 bei der Reperfusion
aktiviert.

Durch Inhibition des NaH"-Austauscher durch einen selektiven NHE-Inhibitdtann der N&
und in Folge der C&Einstrom (siehe Abb.1) vermindert werden (PisaoenR004). Die

9
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intrazellulare Elektrolytverschiebung betreffendegen mehrere in vitro Experimente vor,
welche eine geringere Kalziumkonzentration in iscis&h stimulierten Zellen nachweisen,
welche wahrend oder vor der Reperfusion mit einentagonisten des N&d*-Austauschers

(Cariporide) behandelt wurden (Stromer et al., 2000

Arrhythmien, Hyperkontraktilitdt und Nekrosen miinlkeergehendem Funktionsverlust des
ischamischen Gewebes konnten dadurch merklichngari werden. Zusatzlich gibt es weitere
Hinweise, dass eine NHE1-Inhibition auch anderetpesEffekte im postinfarzierten Myokard
in Bezug auf Hypertrophieentwicklung, den RemodgHProzess und eine konsekutive
Herzinsuffizienz bietet (Karmazyn, et al., 2001)elMere Studien, wie sie in der Diskussion
noch erlautert werden, konnten die Hemmung des iégst der intrazellularen
Kalziumkonzentration durch einen NiE*-Austauscher belegen:

So wurde in Ratten das Myokard einer 30-minitigechdmie ausgesetzt, welche einer 30-
minutigen Reperfusion folgte. Ein Teil der Rattdig einer Ischamie ausgesetzt wurden, erhielt
in der Phase der Reperfusion Cariporide. Der Vérsionnte dabei eine intrazellular
verminderte Kalziumkonzentration in Kardiomyozyiem Vergleich zur Kontrollgruppe zeigen
(Stromer, et al., 2000).

Die zuerst entdeckten Hemmstoffe des/N&-Austauschers gehoren zur Familie der Amiloride.
Diese sind seit 1971 bekannt als potente Hemmeredikelialen Natriumkanals (ENaC) im
distalen Tubulus der Niere und werden als Kaliurargpde Diuretika eingesetzt (Kleyman und
Cragoe, 1988). Da diese Inhibitoren jedoch nicht NHE1 hemmen, haben sie auch
unspezifische Wirkungen (Mentzer et al.,, 2003). sDikat zur Entwicklung neuer
Benzoylguanidin-Verbindungen geflhrt, die spezifigegen NHE1 gerichtet sind.

Die erste solche Verbindung war 3-Methylsulfonybigeridinobenzoyl-guanidin (Hoe 694),
worauf 4-Isopropyl-3-methylsulphonylbenzoylguanidmethansulphonat (Hoe642, Cariporide)
folgte (Karmazyn, et al., 2001). Diese Verbindungend in therapeutischen Dosierungen
ausschlief3lich gegen die NHE1-Isoform gerichtet baden sehr geringe bis keine Effekte auf
andere Isoformen (Mentzer, et al., 2003).

Cariporide (Hoe 642: 4-isopropyl-3-metylsulfonyldzeyl-guanidine-methanesulfunat; Hoechst
Marion Roussel, Frankfurt, Germany) ist ein Bengaghnidin mit einem Molekulargewicht von
379,46 Da, und stellt einen selektiven Inhibitors d&la/H*-Austauschers dar. Seine

Halbwertszeit betragt 3,5 Stunden.
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Abb.1: lonen-Austausch wahrend Ischdmie und Repierumit Einflussnahme des NHE-
Austauschers und dessen Inhibition durch Caripdiitiéroux et al., 2000)

1.1.4 Die inflammatorische Antwort bei Reperfusion

Zum Reperfusionsschaden tragt neben den oben bEsmhen die Kardiomyozyten direkt
betreffenden Mechanismen, aber auch eine ausgeprdigtnmatorische Reaktion bei.

Ursache fur dieses Phanomene sind zahlreiche Medrgtwie z.B. Tumor-Nekrose-Faktor-
(TNF-0), Interleukine (z.B. IL-6), Plattchen aktivieremdeFaktor (PAF) und freie
Sauerstoffradikale, die wahrend Ischamie und Rapem in dem betroffenem Areal gebildet

bzw. eingeschwemmt werden.

Den von den Sauerstoffradikalen und TiFaktivierten Makrophagen kommt dabei eine
zentrale Rolle im weiteren Entzindungsgeschehen &ie entfalten eine starke
proinflammatorische Wirkung, welche die Adhasiorsieale aktiviert (Kupatt et al., 1999).

Die Freisetzung freier Radikale stellt, wie erwéheihen wichtigen Pathomechanismus des
Reperfusionsschadens dar und wird zusammen miinttazellularen Kalziumtberladung vor
allem fur das ,myocardial stunning“ und fur Repsr@nsarrhythmien verantwortlich gemacht.
In vivo Untersuchungen deuten auf GranulozytenHasiptquelle von freien Radikalen hin.
Weiterhin wird Granulozyten eine Rolle bei der HEeitsing des ,no-reflow Phanomens*

zugeschrieben. Der hier zugrunde liegende Pathaneésrhus beinhaltet zum einen eine
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Okklusion der Kapillaren durch adhéarierende Gramytlen (sog. ,capillary plugging“), zum

anderem verursachen die von PMN gebildeten freiadikle eine endotheliale Dysfunktion,
die durch eine verminderte Freisetzung von EDRFefothelium-derived relaxing factor,
gleichbedeutend mit Stickstoffmonoxid = NO) chaeaigiert ist. Eine verminderte NO-
Produktion fuhrt wiederum zu einer Hochregulatiomdu Akitvierung endothelialer

Adhéasionsmolekile wie P-Selektin, E-Selektin odatercellular adhesion molecule 1 oder 2°
(ICAM 1, 2) was die leukozytare Adhasion noch \ést (Frank, 2006).

1.1.4.1 Die Adhasionskaskadeach Ischamie-/ Reperfusionsschaden

Eine Gewebsnekrose, wie sie bei einem Myokardinfanksteht, zieht, wie bereits erwéhnt, eine
Komplementaktivierung mit Aktivierung der Zytokinkeade nach sich, sodass es in Folge einer
myokardialen Ischdmie nach Wiederherstellung defa@®irchblutung (Reperfusion) zu einer
pathologisch Entziindungsreaktion kommen kann.

Die Gewebeschadigung nach Ischamie/Reperfusion iyokitd fihrt zu Aktivierung der
Adhéasionskaskade, bei der die aktivierten Endo#iielz Kontakt zu den im Blut zirkulierenden
Leukozyten aufnehmen, und eine Leukozytenemigrafimtuzieren (Frangogiannis, 2006,
Kupatt et al., 2000, Ren et al., 2003).

Beim Auftreten lokaler Entziindungen, findet eindrBxasation von Leukozyten (PMNs =
Polymorphonuclear Neutrophils ) in das betroffemsv€be in den postkapillaren Venolen statt.
Die Aktivierung sowohl von Leukozyten als auch v@mdothelzellen spielt dabei eine
entscheidende Rolle in der Entwicklung des Isch&Raperfusionsschadens.

Bevor Leukozyten ins Gewebe eindringen kénnen, enigsnige Schritte durchlaufen werden:
Leukozytenmargination zur Ggi@and, dann Kontakt und Interaktion zwischen Leukezynd
Endothelzellen, langsames Rollen der Leukozyterlamegtder Gefgwand, Adh&sion und
Emigration. Vorraussetzung fiur die Extravasatiom Heukozyten ist die rezeptorvermittelte
Adhéasion an der GefalBwand, welche entsprechendhdierandergreifenden Mechanismen als

Adhéasionskaskade bezeichnet wird.
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1.1.5 Die Adhasionskaskade

arglly agdly
iy vl 1TMR 5w it
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Abb.2: Wichtige Adhasionsmolekile und ,Chemoat@ats” beim Ablauf der Adhasionskaskade.
Modifiziert tbernommen aus Andrian UH, Mackay CRCE&Il Function and Migration. N Engl J
Med 2000; 343: 1020-34.

Der Kontakt zwischen Endothel und Leukozyten istchiig, um die zirkulierenden
Abwehrzellen spezifisch und effektiv an den Orteeifisewebeschadigung zu leiten. Dabei
missen die Endothelzellen Informationen an dieipasslen Leukozyten weiterleiten und einen
Erstkontakt mit diesen herstellen. Die Migratiomr deukozyten aus der Blutbahn ins Gewebe
erfolgt in einer Abfolge von Schritten, bei denedh@sionsmolekile aus drei groRen Gruppen
(Selektine, Integrine und Rezeptoren aus der Imholgnsuperfamilie) zu unterschiedlichen

Zeitpunkten an der Zelloberflache zum Tragen kom(wen Andrian und Mackay, 2000)Abb.
2).
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1.1.5.1 Anné&herung (,Tethering“) und ,Rollen“ (,Ro lling*)

Der erste Kontakt zwischen Leukozyten und aktieiertEndothel — das sogenannte ,Tethering*
- erfolgt Uber die Selektine (Bevilacqua und Ne|sb®93). Die Selektinbindung kann innerhalb
kirzester Zeit aktiviert und wieder deaktiviert den, was den Zell-Zell-Kontakt unter
Stromungsbedingungen Uberhaupt erst ermoglichtzumd typischen Phdnomen des ,Rolling*
der Leukozyten auf der GefalRRoberflache fuhrt. Dieierschiedliche Selektine sind an der
Adhasion der Leukozyten ans Endothel beteiligt. eletin (CD62L) findet sich auf der
Oberflache aller Leukozyten, E-Selektin (CD62E) mir auf der Oberflache aktivierter
Endothelzellen vorhanden und P-Selektin (CD62P)¢ches sich ebenfalls auf Endothelzellen
sowie in deno-Granula der Thrombozyten befindet. Der Rezeptdelektin Glycoprotein
Ligand 1 (PSGL-1) findet sich auf neutrophilen Grazyten, Monozyten sowie einigen
Lymphozyten und ist Ligand fur P- und E-SelektinasDGlykoprotein E-Selektin-Ligand 1
(ESL-1) dient dagegen in erster Linie neutrophif@ranulozten zur Bindung an E-Selektin
(Diamond und Springer, 1993).

1.1.5.2 Aktivierung und feste Bindung der Leukozygn an das Endothel

Nach der initialen Interaktion durch Selektine uhem Endothel werden die Leukozyten durch
~.Chemoattractants® aktiviert. Sie werden im Rahmagr Entzindungsreaktion freigesetzt
(Chemokine, Komplementfaktoren, IL-6, IL-8, Platedetivating factor (PAF), freie Radikale u.
a.). Hierbei spielen die Integrine an der Zelloldetie der Leukozyten eine wichtige Rolle.
Durch ihre Interaktion mit Rezeptoren aus der Imgiloibulinsuperfamilie (IgSF) kommt es zur
Ausbildung einer festen Bindung der Leukozyten Bndothel (,Arrest”), bei der Migration der
Leukozyten aus dem Gefallsystem und bei der Adh&smorstrukturen der extrazelluléaren
Matrix. Durch das ,Triggering“ andern die Integriitee Konformation und erhéhen so ihre
Bindungsaffinitat fir die Bindung an die IgSF-Remepn der Endothelzellen. Es kommt zur
festen Bindung der Leukozyten an das Endothel fldielie Leukozytenadh&asion und Migration
ins Gewebe wichtigen Integrine gehdren im Wesdrgliczu den Gruppen dgt- und der2-
Integrine (Smyth et al., 1993, Springer, 1990). Breippe deBl-Integrine beinhaltet Very late
antigen 1 bis 6 (VLA-1 bis -6). Unter Ihnen ist liesondere VLA-4 d4B1) einerseits beim
JArrest” der Leukozyten, anderseits aber auch schem ,Rolling” involviert (Alon et al.,
1995). AufRerdem ist VLA-4 Ligand fiur Strukturen dektrazellularen Matrix wie z.B.
Fibronektin und unterstitzt somit auch den Austiét Abwehrzellen ins Gewebe (Hemler und
Lobb, 1995). Zu den fur den ,Arrest® und die Midost wichtigen p2-Integrinen gehéren
Leukocyte function-associated molecule 1 (LFA-1,1AB/CD18,aLB2) und Membrane attach
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complex 1(Mac-1, CD11b/CD18Mp2). LFA-1 findet sich auf nahezu allen Leukozyt&unl{

et al.,, 1995), wahrend Mac-1 hauptséchlich von nophilen Granulozyten und Monozyten
exprimiert wird (Diamond und Springer, 1993).

Die Bindungspartner der Leukozytenintegrine bildeRezeptoren der sogenannten
Immunglobulinsuperfamilie (IgSF) auf Endothelzelleamd im Gewebe. Die wichtigsten
Vertreter der IgSF-Rezeptoren in Bezug auf die Adiréskaskade sind Intercellular cell
adhesion molecule 1 bis 3 (ICAM-1, ICAM-2 und ICAB); Vascular cell adhesion molecule 1
(VCAM-1) und Platelet endothelial cell adhesion swlle-1 (PECAM-1). Ahnlich aufgebaut
wie Immunglobuline sind aufRerdem der T-Zell-Rezep(dCR), die T-Zell-spezifischen
Membranproteine CD4 und CD8 sowie der Major histopatibility complex (MHC-I und
MHC- 11 ) (Diamond und Springer, 1993).

ICAM-1 ist ein 90-110 kDA groRRes transmembrandresnidranprotein. Im Rahmen der
Leukozytenadh&sion bildet es den Liganden auf detotheloberflache fur di@2-Integrine
LFA-1 und Mac-1. AulRerdem kann es Fibrinogen binded so die Adhasion der Abwehrzellen
begiinstigen (Diamond und Springer, 1993). AufRer Bmdothel wird ICAM-1 auch von
zahlreichen anderen Zelltypen wie zum Beispiel Iig#ellen, dendritischen Zellen,
Makrophagen und anderen Zellen der hmatopoetisBle#me exprimiert (van de Stolpe und
van der Saag, 1996). Durch entzundliche Stimulisgielsweise bei der Gewebeschadigung
nach Ischamie/ Reperfusion, wird ICAM-1 auf Enddtb#en — aber auch auf Monozyten,
dendritischen Zellen und Fibroblasten - vermehprieniert (van de Stolpe und van der Saag,
1996).

ICAM-2 ist ein 55 kDa grofies Membranprotein, dasligh wie ICAM-1 von Endothelzellen,
Lymphozyten und Makrophagen exprimiert wird, abarcti inflammatorische Zytokine nicht
hochreguliert wird (Xu et al., 1996). Auch fur déesRezeptor sind die Liganden LFA-1 und
Mac-1. In vitro konnte gezeigt werden, dass ICANiid ICAM-2 teilweise redundant wirken
und nur durch Blockade beider Rezeptoren die traiwbeliale Migration von neutrophilen
Granulozyten signifikant gesenkt wurde. ICAM-3 bate Grof3e von 124 kDa und hat nur LFA-
1 als Liganden; es wird anders als die beiden amd8CAM-Molekile nur von Leukozyten
exprimiert - vornehmlich wenn diese bereits am Eneloadharent sind (de Fougerolles et al.,
1994).

VCAM-1 ist ein 110 kDa grol3es Glykoprotein, dessemrespondierende Liganden dig-
Integrine VLA-4 @4B1) und o4f7 sind. In erster Linie nutzen T-Lymphozyten sowie
Monozyten/Makrophagen die VCAM-1/VLA-4-Interakticsowohl fur die feste Bindung ans
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Endothel, aber auch schon wahrend des ,Rollingtien Selektinen (Berlin et al., 199&joff,
2005).

1.1.5.3 Transmigration der Leukozyten durch die Gei3wand

Fur die Migration der adharenten Leukozyten durehEhdothelbarriere spielen Integrine und
IgsF-Rezeptoren eine Rolle (Muller et al., 1998)vitro konnte gezeigt werden, dass wiederum
die oben beschriebenen Ligandenpaare ICAM-1/LFAYd UCAM-1/VLA-4 fur den Durchtritt
von Monozyten, Lymphozyten und neutrophilen Gramyien wichtig sind (Shang und Issekutz,
1998). Neben diesen ist vor allem PECAM-1 — eint&ves Mitglied der Ig-Superfamilie - von
Bedeutung. Unter anderem ist PECAM-1 an der ZelFZerbindung der Endothelzellen
beteiligt und wird deshalb bereits von allen gesim@efalien stark exprimiert. Aul3erdem findet
es sich an der Oberflache von Neutrophilen, Morexyund T-Lymphozyten. Bei der
Transmigration interagiert vermutlich PECAM-1 aufukozyten mit endothelialem PECAM-1
(Hoff, 2005). In vitro und im Tiermodell mit intr&aler Mikroskopietechnik konnte mit
monoklonalen Antikdrpern gegen PECAM-1 dessen Bwohgu fir die Transmigration von

Leukozyten gezeigt werden (Muller et al., 1993).

1.1.5.4 Familien von Adhé&sionsmolekilen

Wie bereits angedeutet werden Adh&sionsmolekileiachiedene Familien unterteilt: u.a. die
Immunglobulin-Superfamilie, die Selektine, die briee.

Die Immunglobulin-Superfamilie ist sehr divers uadthalt mehr als 70 Oberflachenmolekiile,
darunter sowohl Adhasionsmolekiile (CD2, CD31, LFIKAM-1, ICAM-3, VCAM-1, NCAM-

1, MAdCAM-1), als auch Non-Adhasionsmolekile (IR, CD3, CD4, CD8, MHC).

ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule-1= CD54} isin Adh&sionsrezeptor der Immun-
globulin-Superfamilie, der konstitutiv auf Endotbellen und Monozyten vorkommt und bei
Aktivierung der Zelle mit IL-1 oder TNIe- durch Neusynthese stark hochreguliert wird.
Spitzenwerte werden auf Endothelzellen nach 24réiotat. Durch starke Bindung an di2-
Integrine wird die Leukozytenadhésion bewirkt. ICAM fungiert u.a. an
Schleimhautepithelzellen als Rezeptor fur Rhinovir@uf Monozyten besitzt ICAM-1 eine
zusatzliche Funktion in der Phase des Rollens (Kuekal., 1996).

PECAM-1 (Platelet endothelial cell adhesion moleelul= CD31) ist ein auf Thrombozyten,
Monozyten und Endothelzellen induzierbarer Adhasiereptor der Ig-Superfamilie, der bei der

Bindung von Entziindungszellen am Endothel eine tigelRolle spielt.
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Dabei scheint PECAM-1 insbesondere fiur die Transmign von Leukozyten notwendig zu
sein. Durch Wechselwirkung mit Integrinen bewirlE@®AM-1 die Leukozytenextravasation.
Selektine sind membrangebundene Glykoproteineeuligprechend ihrer Ursprungszellen in L-
(Leukozyten), E- (Endothel) und P-Selektin (Plégttlund Endothel) eingeteilt werden (Bendas
et al., 1999).

Die Induktion der Selektinexpression durch Entzimgfunediatoren steuert Dauer und Intensitéat
des Leukozytenrollens und steuert gleichzeitig dnzelnen Selektinen unterschiedliche
Funktionen zu. Wahrend P-Selektin mit L-Selektin dar Frihphase der Entziindung das
Zellrollen vermittelt, ist E-Selektin durch seirenfsamere Bindungskinetik fiir die Uberleitung
zur festen Adhéasion verantwortlich.

L-Selektin (CD62L) ist auf fast allen LeukozytenkBypen vorhanden. Nach Aktivierung der
Leukozyten wird L-Selektin innerhalb weniger Minateon der Zelloberflache abgespalten. L-
Selektin vermittelt auch die Extravasation von Lyrapyten an speziellen Endothelien beim
Ubergang ins Lymphsystem.

Integrine werden abhéngig vom Zustand der Aktivigrinzw. Differenzierung unterschiedlich
auf Leukozyten exprimiert.

Bl-Integrine (VLA= very late antigen) vermitteln wiegend Zell-Matrix-Adh&sion. Das
einzige weitere an der Adhasion von Leukozyten Endothel beteiligtd1—Integrin ista6p1
(VLA-6), welches wahrscheinlich an der spaten PlieseAdhasion mitwirkt.

B2—-Integrine sind flr eine Vielzahl immunologisch&rgange unentbehrliche Rezeptoren. Sie
vermitteln im Rahmen der Entzindung die feste Animaf von Lymphozyten, Granulozyten
und Monozyten an das Endothel. Sie vermitteln ald$e die Haftung von Effektorzellen an
virusinfizierte oder Tumorzellen und somit derersey

LFA-1 (Lymphocyte function associated antigenel. 2 = CD11a/CD18)) ist ein auf allen
Leukozyten konstitutiv vorkommendes Integrin, dasci Bindung seiner Liganden ICAM-1
und ICAM-2 die Leukozytenadhéasion am Endothel véetti

Der CD11b/CD18 dMB2, MAC-1) gehort zu32 Integrin Familie, das u.a. die Adhasion von
Neutrophilen und Monozyten an ICAM-1 und ICAM-2téncellular adhesion molecule 1/2) der
Endothelzellen u. a. vermittelt. Es wird in Sekratgila gespeichert und kann bei Aktivierung
schnell mobilisiert und an der Zelloberflache empert werden. Das konstitionelle
Oberflachenexpressionsniveau von CD11b ist relatedrig (ca. 50.000 Bindungsstellen pro
Zelle) und kann bei Aktivierung schnell auf das Bdache erhdht werden. Deshalb wird die
Bestimmung der CD11b-Oberflachenexpression alsvigttingsindex von Leukozyten genutzt.

MAC-1 wird von Granulozyten und aktivierten Lymplyten und Monozyten exprimiert.
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Verschiedene Liganden binden an MAC-1 (Opsonin, NCA (CD54), ICAM-2 (CD102),
ICAM-3 (CD50), Fibrinogen, Gerinnungsfaktor Xa). MIAL ist bei der Adh&sion und
Transmigration durch Endothel und Epithel, bei deggregation von Neutrophilen, der

Chemotaxis von Neutrophilen und Bindung von opstaieTeilchen beteiligt (Lau, 2004).

1.1.6 Hemmung der Adhasionskaskade als mdgliches ditapietarget

Im Rahmen der entzindlichen Reaktion nach Ischédomme Reperfusion kodnnte eine
kardioprotektive Wirkung durch Blockierung von etitglialen oder leukozytaren Zell-
Adhéasionsmolekilen erreicht werden.

Einige experimentelle Studien konnten die Wirksain&mer Hemmung der Adhasionskaskade
durch Cariporide in diesem Zusammenhang nachweisen:

In einer in vitro-Studie wurden glatte Gpfauskelzellen durch LPC zur Expression der
Adhasionskaskade stimuliert. Die ICAM-1 Expresswuarde dabei mit ELISA registriert. Es
konnte eine verlangsamte Adhé&sion der Monozyterbdaduet werden. Bei mit Cariporide
behandelten Zellen konnte eine verringerte ICAMxprgssion und eine verringerte Adhasion
beobachtet werden (Li, et al., 2006).

Dieser Zusammenhang, der durch Cariporide vermiededCAM-1-Expression, wurde
mehrfach bestatigt, unter anderem durch eine veeitewitro-Studie, bei der eine verminderte
Zelladhasion zwischen Monozyten und Endothelzadlezeigt werden konnte

(Wang, et al., 2006).

1.2 Antiinflammatorische Wirkung von Cariporide

Zusétzlich zu den unter 1.1.3.3 beschriebenen Wg&no von Cariporide auf die intrazellulare
Elektrolytverschiebungen mit Verringerung der imgtlularen Kalziumkonzentration konnten
mehrere tierexperimentelle- und in vitro Studiemeai antiinflammatorischen Effekt von

Cariporide nachweisen:

In einer in vivo Studie von Redlin wurden 22 Ratéémer Ischamie unterzogen, wobei 11 Ratten
mit Cariporide vorbehandelt wurden, die verblierndl1 Ratten erhielten Placebo.

Dabei wurde der rechte Musculus cremaster der Rsdteert und fur 90 min einer Ischamie
unterzogen. Wahrend der Reperfusion wurden die &adknaktivierung, die
Blutflussgeschwindigkeit, Arteriolendurchmesser, ukezytenrollen, -adhasion und -
extravasation beobachtet. Nach Behandlung mitpGade waren Leukozytenrollen, -adhasion
und -extravasion vermindert (Redlin et al., 200Ras Leukozytenrollen und die -adh&sion
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konnten dabei um 35-45% reduziert werden. Die E&Sen reduzierte sich sogar um ca. 85%
nach 90 Minuten Reperfusion. Diese Resultate baleggnen zuvor unbekannten
antiinflammatorischen Einfluss von Cariporide.

In der gleichen Studie wurde venéses Blut zur ldatiit Cariporide und NaCl inkubiert und mit
FMLP stimuliert; die L-Selektin-Expression auf Guéoeyten wurde dann im FACS-Geréat
analysiert. Als Ergebnis dieser Studie konnte fsaéffen werden, dass Cariporide die L-
Selektin-Expression vermindert, was als mdglicheecManismus der Verminderung des
Leukozytenrollens und der Adhasion gedeutet wurde.

Es zeigte sich, dass Cariporide somit nicht nurclluseine direkte Wirkung auf die
kardiomyozytare Kalziumkonzentration protektiv wvijrisondern durch die Reduzierung der
inflammatorischen Reaktion tber einen zusatzliddeachanismus die Gewebeschadigung nach

Ischamie und Reperfusion beeinflussen konnte.

Neben den oben aufgefihrten Studien deuten weitehatersuchungen auf die

antiinflammatorische Wirkung von Cariporide hin:

In einer in vivo Studie der Universitat Halle wuritie Rattenversuch die Mesenterialarterie mit
Thrombin zur Stimulation der Adhasionskaskade bebknund einer Ischamie/Reperfusion
unterzogen. Unter Einfluss von Cariporide konntercha hier das Leukozytenrollen, die
Adhasion und die Extravasion in den perivaskuld®aum deutlich reduziert werden. Hier
wurde eine Reduktion der P-Selektin-Expression natgjlicher Mechanismus nachgewiesen
(Buerke et al., 2008).

Eine weitere Studie untersuchte den Einfluss voripGade auf die ICAM-1 Expression auf
glatten Gefassmuskelzellen und die Adhasion zwisclesen und Monozyten.

Dabei wurden die glatten Muskelzellen mit Lysophegpmylcholin (LPC) inkubiert, wodurch
eine erhdhte ICAM-1 Expression und MonozytenadhmébEobachtet wurde. Unter Einfluss von
Cariporide wurden sowohl die ICAM-1 Expression ailgh die Monozytenadhasion reduziert
(Li et al., 2006).

In einer weiteren Studie konnte eine durch hochzkatrierte Glukoselésung induzierte
Adhasion von Monozyten an kultivierte Endothelzeli@gurch Cariporide vermindert werden.
Dieser Effekt war mit einer ebenfalls vermindert€&AM-1 Expression bei mit Cariporide

inkubierten Endotelzellen verbunden (Wang et @06).
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1.3 Fragestellung

Aus der bisher dargestellten Literaturtibersichebenm sich zusammengefasst folgende Befunde,
die zur Fragestellung der aktuellen Arbeit hinfiihre

Obwohl es die einzige kausale Therapie ist, gepeRasion nach Ischamie mit der Auspragung
eines Reperfusionsschadens einher.

Im Myokard kann neben der akuten direkten Schadjgwer Kardiomyozyten durch
Kalziumiberladung ein subakuter Reperfusionsschalleoh eine inflammatorische Reaktion
beobachtet werden. Nach Stand der Forschung kalgenfie Reaktionskaskade fur diese
infimmatorische Reaktion beschrieben werden:

Durch Ischamie geschadigte Myokardzellen produmiere der frihen Reperfusionsphase
vermehrt reaktive Sauerstoffspezies (ROS).

Die ROS aktivieren gewebsstandige Makrophagen zoduktion von pro-inflammatorischen
Zytokinen, v.a. IL-1 und TNFe-

TNF-o 16st in Endothelzellen eine starke inflammatorescReaktion aus, welche durch
vermehrte Expression von ICAM-1, P-und E-Selekim Aldhasionskaskade einleitet und damit
zur Inflammation fuhrt.

Hemmung des Né&H'-Austauschers durch Cariporide kann in verschiedengerimentellen
Modellen eine anti-inflammatorische Wirkung en#éait

Spezifische Untersuchungen der Wirkung von Cargauf die endotheliale Expression von

Adhasionsmolektlen im Rahmen von Ischamie und Regien fehlen.

Darauf aufbauend wurde folgende Hypothese forntulier
Behandlung mit Cariporide vor Reperfusion nach naydlaler Ischdmie vermindert die

endotheliale Expression der Adhasionsmolekile Eiial und ICAM-1

Um diese Hypothese zu lberprifen, untersuchtemveiinem in-vitro-Versuch den Einfluss von
Cariporide auf die Expression von E-Selektin undNME1 auf humanen Endothelzellen nach
Stimulation mit TNFe. Zur Untersuchung maoglicher zellularer Mechanismeler

antiinflammatorischen Effekte von Cariporide wumiesatzlich der Einfluss von Cariporide auf

die endotheliale CG&Konzentration vor und nach Aktivierung mit TNFuantersucht.
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. MATERIAL UND METHODEN

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurdanZeitraum von Mai 2002 bis Juni 2005

am Institut fur Physiologie, Arnimallee 22 der GhatJniversitatsmedizin Berlin, Direktor Prof.

Dr. med. Axel R. Pries durchgefihrt.

2.1 Reagenzien und Versuchsgerate

2.1.1 Reagenzien

Cariporide HOE 642 Hoechst Marion Roussel | Frankfurt
Collagenase Typ lI Sigma Chemi&mbH Deisenhofen
DMSO (Dimethylsulfoxid) MerchKGaA Darmstadt

EDTA-Losung

Sigma Chemie GmbH

Dreisenhofen

Endothelial Cell Basal Medium

PromoCell GmbH

Heleb

Fluo-4, AM FITC

Molecular Probes

Karlsruhe

2-(Isopropylamino)ethanol 70%

Sigma Che@imbH

Deisenhofen

Monoclonal antibody CD54 PE Becton Dickinson Heaey
Monoclonal antibody CD62 E PE Becton Dickinson Hdierg
Mouse IgG PE Becton Dickinson Heidelberg
Trypsin/EDTAL6sung (0,5%/ 0,2%) Biochrom AG Berlin
Tumor Necrosis Factar-human Sigma Chemie GmbH Dreisenhofen
PBS-Losung w C&, Mg** Biochrom AG Berlin
PBS-L6sung w/o Ca, Mg~ Biochrom AG Berlin

2.2.2 Versuchsgerate

CO2-Inkubator cytoterm 2 Kendro Hanau
FACScan Flow Cytometer Becton Dickinson Heidelberg
Pipetten (1 bis 50ml) Nunc Langenselbold
Reaktionsgefasse (10 und 50ml) BD Falcon Heidelberg
Rundbodenréhrchen (5ml) BD Falcon Heidelberg
Sterile Werkbank Herasafe HS12 Heraeus Hanau
Wellplatte mit 24 Wells Nunc Langenselbold
Zellkulturflasche (10 cr) Nunc Langenselbold
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Zentrifuge Megafuge 1.0 Heraeus Hanau
Zentrifuge Minifuge 2 Heraeus Hanau
2.2 HUVECs

Die Basis unserer Forschungsarbeit stellt die z#lik dar. In unseren Experimenten wurden
humane Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (HUVEEZ)vendet. Diese Zellen wurden

enzymatisch mit einer Kollagenase aus den Nabelsebnen prapariert und kultiviert.

2.2.1 Isolierung und Kultivierung von HUVECs

Um humane Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (HLSYEzu isolieren, wurden
Nabelschnire nach Trennung von der Plazenta im Elasche mit ca. 100ml PBS-LAdsung w/o
ca&*, Mg®* maximal 48 Stunden bei 4°C bis zur Zellisolatiofb@wahrt.

Die Isolation der Endothelzellen fand unter derilstie Werkbank statt:

Nach Kanulierung der Vene erfolgte die Perfusioh 40i ml Phosphat-Saline-Puffer (PBS w/o
ca*, Mg®") zur Entfernung von Blutriickstanden.

Nabelschnire mit rupturierten Venen wurden verwuortém die endothelialen Zellen abzulésen,
wurde nach Abbinden des distalen Endes der Nabwmischine Lésung mit 6-7ml 0,2%
Kollagenase Typ Il aus Clostridium histolyticum géfiillt und zuvor mit 1ml 0,2%-iger
Collagenase Typ Il gespilt, um restliches PBS aud\ébelschnurvene zu entfernen. Es folgte
eine Inkubation im Wasserbad bei 37°C fir 10 Minute

Nach der Inkubation wurde die aul3ere Seite der Nelweur mit Ethanol (70%) abgesplilt. Die
nun in der Nabelschnur befindliche Flussigkeit veurth einem 50 ml Reaktionsgefald
aufgefangen. Um mdglichst viele Endothelzellen des Vene zu gewinnen, erfolgte eine
weitere Spiilung mit 20 ml PBS w/o €aMg?.

Die Zellsuspension wurde bei Raumtemperatur 5 Mimliang bei 1200U/min zentrifugiert, der
Uberstand verworfen, das Sediment in 20 ml End@thékll Basal Medium® resuspendiert und
in einer Zellkulturflasche (ca. 10 éniulturflache) tberfiihrt. Nach 3-4 Tagen Inkubatiom
Brutschrank sollten unter dem Lichtmikroskop koefite HUVEC-Zellen ( Abb.3 ) erkennbar
sein (Crampton et al., 2007).

22



Material und Methoden

Abb.4.: isolierte HUVECs unter dem Phasenkontradginskop

2.3 Versuch I

Nachweis von ICAM-1 / E-Selektin mit u. ohne Caripade unter Stimulation

Zur Durchfuhrung der Experimente sind Vorbereitungeie das Vorbereiten von Wellplatten
(Wellplatten mit 24 Wells) und der entsprechendeadenzien notwendig.

2.3.1 Vorbereitung einer Wellplatte

Fur den Nachweis der Expression von ICAM-1 und Ei8m durch die FACS-Analyse mit und
ohne den Einfluss von Cariporide unter der jeweiigStimulation von TNk, muss die
Vorbereitung einer Wellplatte mit insgesamt zwein2Z@® Wells (1ml Resuspendat mit ®10
HUVECs/ Well) erfolgen.

2.3.1.1 Isolierung von HUVECS aus einer konfluenteZellkultur

Die in den Kulturflaschen (ca 108mgeziichteten Endothelzellen wurden im unbehandelte
Zustand im Phasenkontrast bei 200facher Vergro@amanh morphologischen Kriterien
(Pflasterstreifenrelief, Zellmonolayer) beurteMobei nach dem Nachweis von konfluenten
Zellen unter dem Mikroskop das Medium unter derilste Werkbank abgesaugt und verworfen
wurde. Es folgt das zweimalige Waschen mit jew2@ml einer PBS-Lésung w/o €aMg?*.
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Nach dem Absaugen der PBS-Losung wurden die ZetieriOml Trypsin/EDTA 0,5%/ 0,2%
fur 10 Minuten im Brutschrank inkubiert. Die mit nem Zellschaber abgetrennten
Endothelzellen (Abb.4) wurden in ein 50ml- Reaksigefald Gberfuhrt.

Die HUVECs des Reaktionsgefales wurden bei 1000 relmucigen/ Minute, 5 Minuten
zentrifugiert. Das Sediment wurde mit 5ml EndotileCell Basal Medium® resupendiert, und
die Zellzahl mittels der Neubauer-Zahlkammer emttitind auf 16Zellen/ml eingestellt. Ein ml

dieser Suspension wurde in jedes Well der PlatteimrBrutschrank inkubiert.

2.3.2 Herstellung der Reagenzien

2.3.2.1 Herstellung einer Cariporid-Stammlésung

Zur spateren Applikation von Cariporide erfolgtendohst die Anfertigung einer Stammlésung.
Dazu wurden 0,114g Cariporide in 1ml DMSO gelosasweiner Konzentration von 300mmol/I

entspricht.

2.3.2.2 Tumornekrosefaktor-alpha

Der TNFa gehort zur Gruppe der Immunmodulatoren oder CymkEr wird von bestimmten
Immunzellen -Monozyten und Makrophagen- gebildet spielt, wie in der Einleitung erwahnt,
eine wichtige Rolle bei Entziindungsprozessen. Btelhé aus drei identischen Polypeptidketten
von jeweils 157 Aminoséuren Lange, die Uber zwesubidbriicken miteinander verbunden
sind. Jede Kette hat ein Molekulargewicht von 1'’kBa (Wiltgen und Tilz, 2008).

Wir applizierten jeweils 0; 0,5; 1; 3; 5; 10; 2%) 6nd 100 U/ml TNFe pro FACS-Rdhrchen.
Unsere in Vorversuchen ermittelte submaximale Satmanskonzentration lag dabei sowohl fir
CDG62E (E-Selektin) als auch fur CD54 (ICAM-1) b& 8/ml TNF.

2.3.3 Uberfuihrung der HUVECs in Mess-Rohrchen

Nach dem erfolgreichen Nachweis von konfluenten HQVZellen in den Wells, wurden die
Zellen in Mess-Rdohrchen uberfuhrt (ein Mess-RohnéWeell). Dies erfolgte auf gleiche Weise,
wie oben bereits erwahnt. Die Wells wurden jeweiis 1 ml PBS w/o C&, Mg®* zweimal
gewaschen und darauf mit jeweils 1 ml Trypsin prelML0 Minuten lang im Brutschrank
inkubiert. Danach wurden die mit einem Zellschalsedierten Zellen jeweils in ein Mess-
Rohrchen udberfuhrt, und jeweils noch 1 ml Endo#ielCell Basal Medium® pro Well
hinzugegeben, um evtl. darin enthaltene Zellentruchverlieren. Die Mess-Rdhrchen wurden

wie gewohnt zentrifugiert und das Sediment mit jgsviEml| Zell-Medium resuspendiert.
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2.3.3.1 Aufteilung der Mess-Rohrchen

Es bestanden nun zwei Reihen a 22 FACS- Rohrchefcher folgenderffaen aufgeteilt
wurden:

Eine Reihe diente dem Nachweis von ICAM-1 die aad®&ihe dem Nachweis von E-Selektin.
Jede Versuchsreihe (je 22 Mess-Réhrchen) wurdeemied in zwei Subreihen a 11 Mess-
Rohrchen aufgeteilt, von denen eine mit Cariporitie,andere mit dem Losungsmittel (DMSO)

behandelt wurden.

2.3.3.2 Applikation von Cariporide
Wir applizierten Cariporide in einer Endkonzentrativon 3umol/l. In die Kontrollréhrchen
wurde die gleiche Menge DMSO (10 pl) applizierteDiellen wurden anschlieend fur 30

Minuten im Brutschrank inkubiert.

2.3.3.3 Applikation von TNF-alpha

Nach Beendigung der Inkubation wurden die HUVECg iiNF-o in oben angegebenen
Konzentrationen stimuliert und wieder im Brutschrankubiert, und zwar die Reihe, welche
dem Nachweis von ICAM-1 diente, fur 24 h, und digglche dem Nachweis von E-Selektin
diente fur 5 h.

Nach der entsprechenden Inkubationszeit im Brugstherfolgte auf gleiche Weise, wie oben
bereits beschrieben das zweimalige Waschen mit WBSC&*, Mg?*. Nach Elimination des
Uberstandes wurden die in jedem Mess-Réhrchen leeidan Zellen in PBS w/o €a Mg
resupendiert.

2.3.3.4 Applikation der Fluoreszenzantikdrper und Maus IgG PE

Nun erfolgte die Applikation der fluoreszenzmarteer Antikorper gegen E-Selektin und
ICAM-1.

Bei der Versuchsreihe, bei welcher CD62E nachgemiagerden sollte, erfolgte im nachsten
Schritt die Applikation von 20ul mit dem Fluoresztarbstoff PE markierter Antikdrper gegen
CDG62E auf alle Proben, bis auf die Kontroll-Prole, die Applikation von 20ul PE-markierten
unspezifischen Maus-IgGs erfolgte.

Auf die Versuchsreihe mit CD54 erfolgte die entspende Applikation von 20ul gegen CD54
gerichteter Antikdrper bzw. von 20ul unspezifischAetikdrper fur die Kontrolle.

Die Kontroll-Proben wurden verwendet, um das Ausm@finichtspezifischen Bindung und die

durch Interaktion mit Fc-Rezeptoren vermittelteding zu bestimmen.
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2.3.3.5 Vorbereitung zur FACS-Analyse

Die Proben wurden fur weitere 30 Minuten bei 4°Ckuimert. Nach dem zweimaligen
Herauswaschen des Antikorpers aus der Zelllssungemeils 1ml PBS w/o G4, Mg?, wurden
die Zellen jeden Messréhrchens mit 500 pl PBS vad,®4g? resuspendiert.

Es schloss sich die Messung der Fluoreszenz im EAGSerat an.

2.4 Versuch Il:
Nachweis von intrazellularem Kalzium mittels Fluo-4bei HUVECs

Zur Durchfiihrung der Experimente waren wieder eetdpende Vorbereitungen erforderlich.

2.4.1 Vorbereitung

Fur den Nachweis von intrazellularem Kalzium dudib FACS-Analyse mit und ohne den
Einfluss von Cariporide erfolgte die Vorbereitungnvzwei Versuchreihen mit jeweils 500 pl
Resuspendat mit $BIUVECs/ Mess-Rohrchen.

Isolierung und Aufteilung der HUVECs aus der koefiten Zellkulturflasche erfolgte wie oben

beschrieben.

2.4.2 Herstellung der Reagenzien
In dieser Versuchreine wurde die gleiche Stammigswon Cariporide, sowie die

Verdinnungsreihe von TNé&-wie bereits oben beschrieben verwendet.

2.4.2.1 Herstellung einer 0,2 mM Fluo-4 Lésung

Fluo-4 ist ein Fluoreszenz-Kalzium-Indikator mitnei Wellenlange von 488 nm, welcher
intrazellulares Kalzium nachweist. Es hat eine Kaiindungsaktivitat von Kd= 345 nM.

In dem von uns benutzten Produkt liegt Fluo-4 erais eine 1mM Ldsung in 500 ul DMSO
vor. Wir verdiinnten diese im Verhaltnis 1: 250 Bwidothelial Cell Basal Medium®, sodass wir

eine Konzentration von 4 pmol/ml erhielten.

2.4.2.2 Herstellung einer EDTA-L6sung
Zur Herstellung einer 500mM EDTA-Lésung wurden $GEDTA in 50ml PBS w/o C4,
Mg** gel6st. Zur Einstellung des ph-Wertes auf 7,45~iyrde mit 9,6 M Natronlauge titriert.
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2.4.3 Inkubation mit Fluo-4
Als Ausgangspunkt bestand eine konfluente Zellktitische.
Konfluente HUVEC-Zellen in der Zellkulturflaschen(LOmI Endothelial Cell Basal Medium®)

wurden mit 4 pmol/ml Fluo-4 fir eine Stunde im Bualtrank inkubiert.

2.4.4 Uberfiihrung der HUVECS in Mess-Réhrchen

Nach der stattgefundenen Inkubation wurden dieeBethit einem Zellschaber abgeschabt und
in ein 50 ml-Reaktionsgefald Uberfihrt. Es schlads sine Zentrifugation bei 1000 U/min far 5
min an.

Dem gewonnenen Sediment wurde in 10ml PBS-w/3,®ég** resuspendiert. Das Resuspendat
wurde darauf auf zwei Falcon®-Reaktionsgefassenleabifgeteilt.

Nachfolgend wurden die zwei Falcon®-Reaktionsgeféasgerschiedlich behandelt:

In dem einem Resuspendat schloss sich eine zwegenZkntrifugation an, nachdem mit 5ml
PBS mit C&", Mg**, wie bereits in der ersten Versuchreihe beschmiegewaschen wurde. Die
Zellen des zweiten Resuspendats wurden entspredvegichal mit 5ml PBS ohne &a Mg**
gewaschen. Zusétzlich wurde den ZellsuspensionéPBf w/o C&, Mg>* 5mmol/L EDTA
zugegeben, um noch eventuell vorhanderfé @anen abzupuffern.

Es wurde jeweils soviel PBS pro Reaktionsfefsinzugegeben, dass mindestenS 2éllen/ml
Resupendat vorhanden waren. Dies erfolgte ernetit Hitie der Neubauer-Zahlkammer.
Insgesamt wurde pro Reaktionsgefass eine Versinghmait insgesammt 13 Mess-Rohrchen a
500 pl HUVECs-Resuspendat mit je° ellen hergestellt.

2.4.5 Aufteilung der FACS-RoOhrchen

Es bestanden nun zwei Reihen a 13 FACS- Rohrohelche folgendermalRen aufgeteilt
wurden:

Eine Versuchsreihe enthielt Zellen, suspendieB8 w Ca', Mg?, die andere Versuchsreihe
enthielt Zellen, in PBS w/o G5 M.

Jede Versuchreihe wurde nochmals aufgeteilt in trd’1x6 Mess-Rdéhrchen.

Es wurden jeweils sechs Mess-Rohrchen jeder Vesseitte mit 3 umol/l Cariporide fur 30

Minuten im Brutschrank inkubiert. Den verbliebensreben Mess-Rohrchen wurde die

entsprechende Menge des Losungsmittels DMSO (12ugbsetzt.
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2.4.6 Inkubation mit TNF-alpha

Pro Versuchreihe wurde jeweils ein Ausgangswersebae* bestimmt, fur den die Zellen weder
mit Cariporide noch mit TNFbehandelt wurden.

Im folgenden Schritt wurden die Ubrigen HUVECs miNF-a in einer submaximalen
Aktivierungskonzentration von 50U/ml stimuliert. ®&Messung der Fluoreszenz erfolgte zum
Zeitpunkt O fur das erste R6hrchen mit und ohnepBede, dann jeweils nach 2; 5; 10; 15, 30
und 60 Minuten Stimulation mit TNE-

2.5 Auswertung am FACScan (Durchflusszytometrie)

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, mit den optische Eigenschaften einzelner Zellen
bzw. Partikel in Suspension messen und analyslexen.

Die Durchflusszytometrie (FACScan= FACS fir endligdurescent Activated Cell Sorting)
(Abb.5) ermoglicht es, eine grol3e Anzahl von Zellerkurzer Zeit zu untersuchen, wobei die
Zellen einzeln an einer Lichtquelle in einem Flgksitsstrom vorbeigeleitet werden. Dabei
werden die Grol3e basierend auf der Vorwartsstreumagdie interne Komplexitat anhand der
Seitwartsstreuung des Lichts ermittelt. Zum andds@m noch die Expression von Antigenen
auf der Zelloberflache mit Hilfe fluoreszierenderntkorper oder die intrazellulare
Konzentration  bestimmter Substanzen durch Inkobatmit entsprechend sensitiven
Fluoreszenzfarbstoffen detektiert werden.

Abb.5 FACScan-Geréat der Firma Becton-Dickinson

Dabei sind Partikel mit einem Durchmesser von wenas 0,5 pm unterscheidbar, wobei die
simultane Erfassung der einzelnen Parameter funmr rmlshzehntausend Zellen in weniger als
einer Minute moglich ist. Uber eine angeschlosdeatnauswerteeinheit werden die erhobenen

Daten verarbeitet und als Ergebnis graphisch umdgenisch dargestellt.
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2.5.1 Aufbau und Funktion eines Durchflusszytometey

Der grundséatzliche Aufbau eines Durchflusszytonsetazsteht aus einem Flussigkeitssystem,
das die Proben in der Flusskammer an einem Laabrswrbeifiihrt. Als Lichtquelle werden ein
oder mehrere Laser unterschiedlicher Wellenlangewemdet, um damit mehrere
Zelleigenschaften parallel zu erfassen. Das vomtikear abgestrahlte Licht wird zu
Photodetektoren und Photomultipliern gelenkt, deeSignale detektieren und digitalisieren.

2.5.2 Flussigkeitssystem
Das Flissigkeitssystem besteht aus zwei Flissggyatemen, welche die Flusskammer
versorgen. Das Flussigkeitssystem dient dazu,ndieuspension gehaltenen Partikel einzeln im

Raum auszurichten und in der Durchflusszelle dderih Fokus des Laserstrahls zu fuhren.

2.5.3 Messtechnik

Grundvoraussetzung zur Messung ist das Vorliegear é’robe als Einzelzellsuspension. Die
sich in einem Mess-Rohrchen befindliche Zellsuspenwird in einem Proberéhrchen Gber eine
Stahlkapillare durch Uberdruck in die MeRkivetteansportiert. Die Tragerflussigkeit
beschleunigt die Zellen so stark, dass sich leck#gllaggregate dabei auftrennen. Dadurch
konnen die Einzelzellen in einem konstanten Flusshdden Laserstrahl detektiert werden.

Der in dieser Arbeit verwendete FACScan ist miteain Argonlaser ausgestattet, dessen
Hauptlinie bei 488 nm monochromatisches blauestlaafttiert.

Passiert eine Zelle den fokussierten Laserstraint] die Richtung bzw. die Wellenlange des
anregenden Lichts verandert. Das auf die einzefie#ien fokussierte blaue Licht wird dabei in
ein Vorwartsstreulicht (FSC) und in ein Seitwéarsslicht (SSC) aufgetrennt und von
entsprechenden Sensoren erfasst. Die Intensitdtield®i entstehenden Vorwartsstreulichts

(, forward light scatter®, FSC) ist ein Mal3 fur diellgrosse. Das im rechten Winkel zum
Laserstrahl gestreute Rechtwinkelstreulicht (,s®matter’, SSC) korreliert vor allem mit der
Granularitat und der Dichte der Zellen. Dadurclséassich einzelne Zellen in einer Suspension
hinsichtlich ihrer Gré3e und morphologischer Eigdradten mit Hilfe der Durchflul3zytometrie
unterscheiden.

Werden Zellantigene mit geeigneten Fluorochrom-gplktten Antikorpern markiert,
absorbieren die Fluorochrome das Anregungslicht emdktieren Fluoreszenzlicht mit einer
charakteristischen Wellenlange. Durch die Energealnfallenden und absorbierten Laserlichts,

werden Elektronen auf ein h6heres Energieniviedwlgen. Unter Emission von langerwelligem
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Licht, kehren die Elektronen zu ihrem Grundzustamdick. Dieser Strahlungsiibergang wird als
Fluoreszenz bezeichnet. Das emittierte Fluoresidmzbird durch entsprechende Filter geleitet
und in Photomultiplier-R6hren elektronisch verstarBie Fluoreszenzintensitat ist dabei
proportional zur Anzahl der markierten Bindungdstelauf der Zelloberflache. Je mehr

Antikorper auf der Zelloberflache gebunden singtdetarker ist das Fluoreszenzsignal.

In einem DurchfluRzytometer mit einem Argon-Lasgiseeren vier Filter: Fur den SSC ein

488/10-BP-Filter, fur FITC-Konjugate ein 530/30-B#ter, fur PE-Konjugate 585/5-BP-Filter

und fur PerCP-Konjugate ein 620/LP-Filter. Somitdge Detektion von funf Parametern, die
Vorwarts-und Seitwartsstreueigenschaften und difasBung von drei Fluoreszenzspektren
einzelner Zellen bzw. Partikel simultan mdglich.

Im Versuch | wird Antikorper gegen E-Selektin u@AM-1 verwendet (PE-Konjugat). Der im

Versuch Il verwendete Antikorper (Fluo-4) richtethsgegen Kalzium (FITC-Konjugat).

PE emittiert nach eine Anregung maximal bei 560mateé Licht), wahrend FITC bei einer

Wellenlange von 510 nm emittiert.

Um wahrend der Detektion Zellfragmente von den mntensuchenden Zellen/Partikeln zu
trennen, wird ein Schwellenwert Uber den FSC gésetz dass Partikel unterhalb einer
bestimmten Grol3e nicht erfasst werden.

Die analogen Signale werden digitalisiert bevor sm Computer mit Hilfe eines
Datenverarbeitungsprogrammes analysiert werden.ADf®dsung der erhaltenen Daten hangt
dabei vom jeweiligen Konverter ab. Bei dem in diesebeit benutzten FACScan wurden
samtliche Signale auf 1024 (0-1023) Kanale aufletei

Zur Unterscheidung einzelner Zellpopulationen wird hauptsachlich die
Zweiparameterdarstellung von FSC zu SSC in Forraseidot-plots® herangezogen. Wahrend
und nach der Messung wird mit Hilfe eines “Gatini¢ zu interessierende Zellpopulation von
den anderen Zellen separiert betrachtet und migielss Auswertungsprogrammes ausgewertet
(Schriek, 2004).

2.5.4 Datenauswertung

Fur die Auswertung der gemessenen Signale existrashrere Mdglichkeiten.

Zwei grundlegende Darstellungen werden am haufiggenutzt, wie wir sie auch bei unserer
Arbeit verwendet haben: Das Streudiagramm (Dot}piot die Histogrammdarstellung.
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Das Streudiagramm ist eine zweidimensionale Ernentg des Histogramms. Fir die meisten
Parameteruntersuchungen wird zur Auswertung diealAnzler Zellen (Ordinate) gegen die
Kanale (Abszisse) in Form eines Histogramms audgein (Einparameterdarstellung). Bei der
korrelierten Zweiparameterdarstellung in Form eitigst-plots” kdnnen neben der Korrelation
von FSC mit SSC auch Fluoreszenzen verschiedendie&mgen untereinander oder mit
Streulichteigenschaften korreliert werden.

Fur die statistische Auswertung wird je nach untelntem Parameter entweder der Median der
Signalintensitat oder die Anzahl definierter Erésge als relativer Prozentanteil bestimmt. Der
Median entspricht dabei der Verteilungsklasse, dei 50% der Werteverteilung dartber und
50% darunterliegen (Schriek, 2004).

Mit Hilfe des Computerprogrammes Cellquest pro® (Bidscience, Heidelberg) wurde die
statistische Auswertung vorgenommen. Mit der ,Rega interest” (ROI)-Technik wurden
Ereignisse, die innerhalb einer gewahlten Regiegeln, weiter ausgewertet. Durch Setzen von
Grenzwerten (Markern) wird darauf der Anteil posti Partikel gegentber der Gesamtzahl bzw.
deren mittlere Fluoreszenzintensitét ,mean fluozaese intensity* (MFI) gemessen. Die mittlere
Fluoreszenzintensitéat ist dabei ein Mal3 fur die §egebundenen Fluoreszenzfarbstoffes pro
Partikel (Schriek, 2004).

2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte durch nichtapaetrische Verfahren fir unverbundene
Stichproben. Fur den Unterschied zwischen den Jgeei Versuchsreihen wurde der Mann-

Whitney-Rangsummen-Test fir unabhangige Stichprobemwendet. Er beschreibt die

Wabhrscheinlichkeit, mit der ein zwischen zwei uréatigen Gruppen beobachteter Unterschied
auf Zufall beruht. Eine Normalverteilung in den @pen ist dabei nicht erforderlich. P <0.05

wurde als statistisch signifikant betrachtet.
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I1l. Ergebnisse

Der Ergebnisteil der vorliegenden Arbeit ist in zwkbschnitte gegliedert und gibt die
Untersuchungen in der Reihenfolge der einzelnesigreihen wieder:

Abschnitt | enthélt die Ergebnisse zur Darstelldieg ICAM-1 sowie der E-Selektin-Expression
auf HUVECs nach Stimulation mit TNF-alpha mit urfthe Einfluss von Cariporide.

Abschnitt 1l enthalt die Ergebnisse zur Darstellurgn intrazellularem Kalzium in HUVECs
nach Stimulation mit TNF-alpha mit und ohne denflass von Cariporide, im kalziumhaltigen

wie auch im kalziumfreien Medium.

In den folgenden Ergebnissen ist jeweils zu jedé¢rauBiagramm (Dotplot) das dazugehdorige
Histogramm dargestellt.

Bei den Dotplots handelt es sich jeweils um eineiparameter —Darstellung von FSC zu SSC,
zur Unterscheidung einzelner Zellpopulationen. Wkt ,Region of Interest* (ROI)-Technik,
dem sogenannten ,gating“ wurden Ereignisse, dierimab der gewahlten Region liegen von
den anderen Zellen separiert betrachtet.

Nach dem Definieren der ROI, konnte mit Hilfe desswertungsprogrammes das Histogramm
dargestellt werden.

Im Histogramm wird die Anzahl der Zellen (Ordinatggen die Kanéle (Abzisse) aufgetragen
(Einparameterdarstellung). Durch Setzen von Grernewe(Markern) wird darauf der Anteil

positiver Partikel gegenlber der Gesamtzahl bzwerdenittiere Fluoreszenzintensitat ,mean
fluorescence intensity” (MFI) gemessen. Die mitl&tuoreszenzintensitéat ist dabei ein Malf3 flr
die Menge gebundenen Fluoreszenzfarbstoffes prtk®&ar Mittels der Negativ-Kontrolle

wurde dabei die Lage des Markers festgelegt, unar am absteigenten Teil der Kurve, wo
kaum Events mehr dargestellt werden konnten, se @& der Werte links davon stehen. Diese

Position wurde fir alle Versuche der jeweiligen &tmhsreihe beibehalten.
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3.1 ICAM-1 Expression

3.1.1 ICAM-1 Expression ohne Cariporide

In den Abbildungen 6 - 9 sind jeweils Beispiele esinVersuchsansatzes bezuglich der
Expression von ICAM-1 (CD54) auf Endothelzellen mdx-stindiger Inkubation mit TNF-
alpha ohne den Einfluss von Cariporide dargestellt.

Dabei sind links die Dotplots und rechts jeweils dazugehorige Histogramm abgebildet.

Bei den Kontrollen (0 U/ml TNF-alpha) ist nur eiménimale ICAM-1-Expression nachweisbar.

Nach Stimulation mit 0,5 und 10 U/ml TNF-alphaeste dosisabhéngige Steigerung der ICAM-

1-Expression zu erkennen.
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oo 10° 102 e To*
FL2-H
Abb.6: Abb.6a:
Dotplot: Negativ-Kontrolle Histogramm: Negativ-Kontrolle;
FSC: forward scatter HUVECs-Markierung mit
SSC: side scatter unspezifischem Maus - IgG PE

FL2: Fluoreszenzintensitat
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Abb.7:
Dotplot

FSC: forward scatter

SSC: side scatter

Abb.8:

Dotplot

FSC: forward scatter
SSC: side scatter

Ewventz
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PR

103

FL2-H

Abb.7a:
Histogramm: HUVECs-Markierung

mit CD54 PE nach einer 24-stiindigen

Stimulation mit 0 U/ml TNF ohne
Cariporide
FL2: Fluoreszenzintensitat

FL2-H

Abb.8a:

Histogramm: HUVECs-Markierung
mit CD54 PE nach einer 24-stiindigen
Stimulation mit 0,5 U/ml TNF ohne
Cariporide

FL2: Fluoreszenzintensitat 34
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Abb.9:

Dotplot

FSC: forward scatter
SSC: side scatter

Ewents

G4

FL2-H

Abb.9a:

Histogramm: HUVECs-Markierung
mit CD54 PE nach einer 24-stiindigen
Stimulation mit 10 U/ml TNF ohne
Cariporide

FL2: Fluoreszenzintensitéat
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3.1.2 ICAM-1 Expression mit Cariporide

Bei den Abbildungen 10

— 12 handelt es sich um glerchen Zellansatz, wobei hier die

Endothelzellen zusatzlich mit Cariporide behandalrden. Man erkennt nur eine minimale

TNF-alpha-dosisabhangige Steigerung der ICAM-1-Eggion.

1023

Abb.10:

Dotplot

FSC: forward scatter
SSC: side scatter

1023

Abb.11:

Dotplot

FSC: forward scatter
SSC: side scatter
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Events
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100 0?
Abb.10a:
Histogramm: HUVECs-Markierung
mit CD54 PE nach einer 24-stiindigen
Stimulation mit 0 U/ml TNF mit
Cariporide

FL2: Fluoreszenzintensitat
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Abb.11la:
Histogramm: HUVECs-Markierung

mit CD54 PE nach einer 24-stiindigen
Stimulation mit 0,5 U/ml TNF mit
Cariporide

FL2: Fluoreszenzintensitét 36
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Abb.12:

Dotplot

FSC: forward scatter
SSC: side scatter

Events
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FL2-H

Abb.12a:

Hstogramm :HUVECs-Markierung mit
CD54 PE nach einer 24-stiindigen
Stimulation mit 10 U/ml TNF mit
Cariporide

FL2: Fluoreszenzintensitat
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3.1.3 Vergleich: ICAM-1-Expression mit und ohne Caiporide

Beim folgenden Vergleich der TNF-alpha dosisadhgeryilCAM-1-Expression mit und ohne

Einfluss von Cariporide ist deutlich die geringéiieioreszenz bei den HUVECs, welche mit
Cariporide behandelt wurden (durchgehende LinieMiengleich zur hdheren Fluoreszenz bei
den HUVECSs ohne den Einfluss von Cariporide (gelsédie Linie) zu erkennen.

In der statistischen Auswertung war der durch TiNfRa induzierte Anstieg der Fluoreszenz in
der Kontrollgruppe ohne den Einfluss von Cariporidé p = 0,001 hoch signifikant. In der

Cariporide-Gruppe hatte TNF-alpha keine signifikawirkung auf die Fluoreszenz (p = 0,998).
Ab einer TNF-alpha Konzentration von 25 U/ml war dimekten Vergleich beider Gruppen eine

Signifikanz gegeben.
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Vergleich: ICAM-1-Darstellung auf
HUVECs mit und ohne Cariporide unter
dosisabhangiger Stimulation mit TNF-
alpha
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3.2 E-Selektin- Expression

3.2.1 E-Selektin Expression ohne Cariporide

In den Abbildungen 14 - 17 sind jeweils Beispieiees Versuchsansatzes bezlglich der
Expression von E-Selektin (CD62-E) auf Endotheé&gethach 5-stindiger Inkubation mit TNF-
alpha mit und ohne den Einfluss von Cariporide estelt.

Dabei ist bei 0 U/ml TNF-alpha eine minimale E-&é&leExpression und bei 0,5 und 10 U/ml

TNF-alpha eine dosisabhangige Steigerung der EkelExpression zu erkennen.

1023

128

SEC

Ewvents

M1

102 103 10*

FLZ-H
Abb.14:
Dotplot Abb.14a: _
FSC: forward scatter Histogramm: N_egatlv-K(_)ntroIIe
SSC: side scatter HUVECs-Markierung mit

unspezifischen Maus IgG PE
FL2: Fluoreszenzintensitét
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1023

Abb.15:

Dotplot

FSC: forward scatter
SSC: side scatter

1023

Abb.16:

Dotplot

FSC: forward scatter
SSC: side scatter

Ewert=

Ewents

128

123

hat1

10 101 102 103 10*
FL2-H

Abb.15a:

Histogramm: HUVECs-Markierung
mit CD62E-PE nach einer 5-stiindigen
Stimulation mit 0 U/mlIF ohne
Cariporide

FL2: Fluoreszenzintensitéat
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103 10+

Abb.16a:

Histogramm: HUVECs-Markierung

mit CD62 E-PE nach einer 5-stlindigen
mit 0,5 U TNF ohne Cariporide

FL2: Fluoreszenzintensitat
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Abb.17:

Dotplot
FSC: forward scatter
SSC: side scatter
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Abb.17a:

Histogramm: HUVECs-Markierung

mit CD62 E PE nach einer 5-stiindigen
mit 10 U/ml TNF ohne Cariporide

FL2: Fluoreszenzintensitéat
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3.2.2 E-Selektin Expression mit Cariporide
Die Abbildungen 18 — 20 reprasentieren den gleicheltansatz, wobei hier die Endothelzellen
zusatzlich mit Cariporide behandelt wurden. Man eark keine TNF-alpha-abhangige

Steigerung der Expression von E-Selektin.
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Abb.18: Abb.18a:
Dotplot Histogramm: HUVECs-Markierung
FSC: forward scatter mit CD62E-PE nach einer 5-stiindigen
SSC: side scatter Stimulation mit 0 U/ml TNF mit
Cariporide

FL2: Fluoreszenzintensitat
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1023

Abb.19:

Dotplot

FSC: forward scatter
SSC: side scatter
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Abb.20:

Dotplot

FSC: forward scatter
SSC: side scatter

Ewentsz

Ewentz
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Abb.19a:
Histogramm: HUVECs-Markierung

mit CD62 E-PE nach einer 5-stlindigen
mit 0,5 U/ml TNF mit Cariporide

FL2: Fluoreszenzintensitat
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Abb.20a:

Histogramm: HUVECs-Markierung

mit CD62 E PE nach einer 5-stiindigen
mit 10 U/ml TNF mit Cariporide

FL2: Fluoreszenzintensitét
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3.2.3 Vergleich: E-Selektin-Expression mit und ohn€ariporide

Beim Vergleich der durch TNF-alpha induzierten He&&n-Expression mit und ohne den
Einfluss von Cariporide ist deutlich die geringéiieioreszenz bei den HUVECs, welche mit
Cariporide behandelt wurden (durchgehende Linie)Miengleich zur hdheren Fluoreszenz bei
den HUVECSs ohne den Einfluss von Cariporide (gelsédie Linie) zu erkennen.

In der statistischen Auswertung wurde bei der Kalgruppe ohne den Einfluss von Cariporide
bei der Stimulation mit TNF-alpha ein p < 0,001 éteft. In der Cariporide-Gruppe hatte TNF-
alpha keinen signifikanten Einfluss auf die Expi@ssvon E-Selektin (p = 0,842). Der

Unterschied zwischen beiden Gruppen war bei TNFz€atrationen von 10, 25 und 100 U/ml

signifikant.
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Abb.21:

Vergleich: CD62E-Darstellung auf HUVECs mit
und ohne Cariporide unter dosisabhéngiger
Stimulation mit TNF-alpha
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3.3 Nachweis von intrazellularem Kalzium durch Fluo4 im Medium ohne

Ca2+/M E|2+
Bei diesem Versuch wurden Endothelzellen im kalZreran Medium in einer zeitabh&ngigen

Studie mit einer submaximalen Stimulationsaktivwtén 50 U/ml TNF-alpha stimuliert.

3.3.1 Nachweis von intrazellularem Kalzium durch Rlio-4 im Medium ohne C&*/Mg?**

ohne Cariporide

In den Abbildungen 22 - 24 sind jeweils Beispielees Versuchsansatzes beziglich des
intrazellularen Kalziumnachweises in Endothelzellen kalziumfreien Medium in einer
Zeitstudie nach einer submaximalen Stimulation3@itU/ml TNF-alpha dargestellt.

Dabei sind links die Dotplots und rechts jeweils dazugehorige Histogramm abgebildet.

Es ist keine Anderung der intrazellularen Kalziumkentration zu erkennen.

51 . 2,
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L rlll11 1
BT e 107 104
FL1-H
Abb.22: Abb.22a:
Dotplot HUVECSs ohne Fluo-4
FSC: forward scatter im Medium ohne Cd/Mg?
SSC: side scatter FL1: Fluoreszenzintensitat
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1023

Abb.23:

Dotplot

FSC: forward scatter
SSC: side scatter

1023

Abb.24:

Dotplot
FSC: forward scatter
SSC: side scatter
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Abb.23a:
Histogramm: HUVECs —Fluo-4
markiert nach 1-mindtiger Stimulation
mit 50U/ml TNF-alpha ohne
Cariporide im Medium ohne €4Mg?*
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FL1-H

Abb.24a:

Histogramm: HUVECs —Fluo-4
markiert nach 10-minttiger Stimulation
mit 50 U/ml TNF-alpha ohne
Cariporide im Medium ohne €4Mg*
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3.3.2 Nachweis von intrazellularem Kalzium durch Rlio-4 im Medium ohne C&*/Mg** mit
Cariporide

In den Abbildungen 25 - 26 sind jeweils Beispidalges Versuchsansatzes beztiglich des
intrazellularen Kalziumnachweises in Endothelzellen kalziumfreien Medium in einer
Zeitstudie nach einer submaximalen Stimulation30itJ/ml TNF-alpha unter dem Einfluss von
Cariporide dargestellt.

Auch hier ist keine signifikante Anderung der izghlularen Kalziumkonzentration zu erkennen.
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Abb.25: Abb.25a:
Dotplot Histogramm: HUVECs —Fluo-4
FSC: forward scatter markiert nach 1-minttiger Stimulation
SSC: side scatter mit 50 U/ml TNF-alpha mit Cariporide

im Medium ohne Cd/Mg**
FL1: Fluoreszenzintensitat
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Abb.26:

Dotplot

FSC: forward scatter
SSC: side scatter
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Abb.26a:

Histogramm: HUVECSs —Fluo-4
markiert nach 10-minutiger Stimulation
mit 50 U/ml TNF-alpha mit Cariporide
im Medium ohne Ca/Mg?"

FL1: Fluoreszenzintensitat
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3.3.3 Vergleich: Fluo-4-Markierung mit und ohne Caiporide

Im Medium ohne C#/Mg?* hat Cariporide keinen Einfluss auf die zytosolische
Kalziumkonzentration. TNF-alpha induziert keine Anahg der Kalziumkonzentration, weder

mit noch ohne Cariporide.

400

350 [ —©— Kontrolle
—@— Cariporide

300 A T

250 A

200 -

Fluorscence

150 A

100 -

50 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

Zeit [ min ]

Abb.27:

Vergleich: Fluo-4-Markierung in HUVECs mit
und ohne Cariporide unter zeitabhangiger
Stimulation mit 50 U/ml TNF-alpha im
kalziumfreien Medium
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3.4 Nachweis von intrazellularem Kalzium durch Fluo4 im Medium mit

Ca2+/M E|2+
Bei diesem Versuch wurden Endothelzellen in kalfialtiigem Medium in einer zeitabhangigen

Studie mit einer submaximalen Stimulationsaktivwtan 50 U/ml TNF-alpha stimuliert.

3.4.1 Nachweis von intrazellularem Kalzium durch Rlio-4 im Medium mit Ca?**/Mg®* ohne
Cariporide

In den Abbildungen 28 - 30 sind jeweils Beispielees Versuchsansatzes bezlglich des
intrazellularen Kalziumnachweises in Endothelzelien kalziumhaltigem Medium in einer
Zeitstudie nach einer submaximalen Stimulation3@itJ/ml TNF-alpha dargestellt.

Es ist dabei keine wesentliche Anderung der inthalzeen Kalziumkonzentration zu erkennen.
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Abb.28: Abb.28a:
Dotplot Histogramm: HUVECSs ohne Fluo-4
FSC: forward scatter nur im Medium mit C&/Mg**
SSC: side scatter FL1: Fluoreszenzintensitat
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Abb.29:

Dotplot

FSC: forward scatter
SSC: side scatter

Abb.30:

Dotplot

FSC: forward scatter
SSC: side scatter
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Abb.29a:
Histogramm: HUVECs —Fluo-4
markiert nach 1-minuatiger Stimulation
mit 50 U/ml TNF-alpha ohne
Cariporide im Medium mit C&Mg?"*
FI1: Fluoreszenzintensitat
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Abb.30a;

Histogramm: HUVECs —Fluo-4
markiert nach 10-mindtiger Stimulation
mit 50 U/ml TNF-alpha ohne
Cariporide im Medium mit C&/Mg?*
FL1: Fluoreszenzintensitéat
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3.4.2 Nachweis von intrazellularem Kalzium durch Rlio-4 im Medium mit Ca**/Mg?* mit
Cariporide

In den Abbildungen 31 - 32 sind jeweils Beispielees Versuchsansatzes beziglich des
intrazellularen Kalziumnachweises in Endothelzelien kalziumhaltigem Medium in einer
Zeitstudie nach einer submaximalen Stimulation30itU/ml TNF-alpha unter dem Einfluss von
Cariporide dargestellt.
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Abb.31:
Dotplot Abb.31a:
FSC: forward scatter Histogramm: HUVECs-Fluo-4
SSC: side scatter markiert nach 1-mindtiger Stimulation

mit 50 U/ml TNF-alpha mit Cariporide
im Medium mit C&"/Mg®*
FL1: Fluoreszenzintensitat
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_ Abb.32a:
AbDb.32: Histogramm: HUVECs —Fluo-4
Dotplot markiert nach 10-minttiger Stimulation
FSC: forward scatter mit 50 U/ml TNF-alpha mit Cariporide 52
SSC: side scatter im Medium mit C&"/Mg?*

FL1: Fluoreszenzintensitat
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3.4.3 Vergleich: Fluo-4-Markierung mit und ohne Caiporide mit Ca®"/Mqg?*

Im Vergleich zu den Zellen, die im kalziumfreien diem kultiviert worden waren, fallt hier in
der Kontrollgruppe ohne Cariporide die deutlich &@&hFluoreszenzintensitat auf. Beim
Vergleich der zeitabhangigen Darstellung des iefaéiren Kalziumgehaltes mit TNF-alpha
im kalziumhaltigen Medium ist zum Zeitpunkt O inrdgariporide-Gruppe die
Kalziumkonzentration erniedrigt. Betrachtet man@raphen tber die Zeit unter dem Einfluss
von TNF-alpha, bewirkt die Stimulation mit TNF-alpkeine Anderung der zytoslischen

Kalziumkonzentration mit oder ohne Cariporide.
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Abb.33:

Vergleich: Fluo-4 Markierung in
HUVECs mit und ohne Cariporide
unter zeitabhangiger Stimulation mit
50 U/ml TNF-alpha im kalziumhaltigen
Medium
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V. DISKUSSION

4.1 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse
Die Ergebnisse basieren auf in vitro Untersuchungenhumanen Epithelzellen (HUVEC)
mittels FACS.

Wir simulierten eine Entztindungsreaktion auf HUVE@& TNF-alpha. Dabei konnte eine
vermehrte Expression der Adh&sionsmolekile ICAMAD%4) und E-Selektin (CD62E)
nachgewiesen werden.

Cariporide supprimierte die von TNF-alpha induadtipression von ICAM-1 und E-Selektin.

Im zweiten Versuchsabschnitt wurde gezeigt, dal3zgliesolische Kalziumkonzentration von
HUVECs durch Kultur im kalziumfreien Medium deutlizermindert wird. Weder TNF-alpha
noch Cariporide hatte in diesen Zellen einen Eihuf die zytosolische Kalziumkonzentration.
Im kalziumhaltigen Medium bewirkte Cariporide eindeutlichen Abfall der zytosolischen
Kalziumkonzentration. TNF-alpha hatte auch in diegellen mit oder ohne Cariporide keinen

Effekt auf die zytosolische Kalziumkonzentration.

4.2 Ischamie und Reperfusion

4.2.1 Der akute und subakute Reperfusionsschadenidlschamie/ Reperfusion

Bei Myokardischamie zielen alle therapeutischen B®mmgen auf eine schnelle und wirksame
Reperfusion des ischdmischen Gewebes (Boyle undsidégi, 1993), in der Regel durch
medikamentése (Fibrinolyse) und mechanische (PTC3entimplantationen, Bypass-
Operationen) Interventionen (Koren et al., 1985aWe et al., 1997) ab.

Die Reperfusion, also die Wiederherstellung degsfBlses in einem ischamischen Areal ist
einerseits unerlal3lich um Nekrosen zu verhinderr agren Ausdehnung zu reduzieren, kann
aber andererseits auch selbst zu einer Schadigsiylgokards beitragen.

Die Reoxygenierung des Herzmuskelgewebes in ddrefriPhase der Reperfusion kann
paradoxerweise zu einem zusatzlichen funktionedleltschaden (negative Inotropie) und sogar
zu strukturellen Schaden (Zellnekrosen) fuhren, digch unterschiedliche Zelltypen und
pathologische Stoffwechselprozesse im Myokard hgemifen werden (Entman und Smith,

1994). Der funktionelle Schaden ist meist revetsitbed wird als ,myocardial stunning®
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bezeichnet, der strukturelle Schaden ist oft insbel und wird der Schadigung durch
Myokardinfarkt zugeordnet (Lefer und Granger, 2000)

Man unterscheidet den

+ akuten und

» subakuten Reperfusionsschaden:

An der Pathogenese des myokardialen Reperfusiomdsoh sind ortsstandige Zellen wie
Endothelzellen, Makrophagen, Mastzellen und Kargimrgten, aber auch infiltrierende

Entzindungszellen (Monozyten und andere Leukozyitergegenseitiger Interaktion beteiligt

(Lucchesi, 1990). Diese bilden reaktive Sauers#aifbindungen (ROS), welche die

GefalRendothelien und die Kardiomyozyten direkt didgn konnen.

Die ROS besitzen einen direkten, depressiven Effaktlie myokardiale Pumpfunktion, der auf
einer gestorten Kalzium-Verteilung im Zytosol unéndintrazellularen Speichern (Sarko-
plasmatisches Retikulum, Mitochondrien) beruht.

In der Summe der Ereignisse erhoht sich die zyissu C4'-Konzentration und verursacht

eine Kalzium-Uberladung der Kardiomyozyten mit eingtial diastolischen und spéater auch
systolischen Dysfunktion (Meldrum, 1998).

Die ROS induzieren auch chemische Veradnderungerkdesaktilen Apparates (Aktin- und

Myosinfilamente, Tropomyosin, Troponin) wodurch @ensitivitat der kontraktilen Proteine fur
Kalzium-lonen abnimmt. Beide Mechanismen zusammaetie—Kalzium-Uberladung und die

Kalzium-Desensitivierung — tragen zum ,myocardiainging” bei, das tber Stunden und Tage
nach der Reperfusion anhalten kann und als akatersibler Reperfusionsschaden gilt (Bolli,
1990).

Bei starkeren funktionellen und metabolischen Sehader Herzmuskelzellen durch lang
anhaltende Ischdmien und eine extrem hohe Radikdiidy in der anschlieRenden

Reperfusionsphase ist der Ubergang zu irreversildehaden mit Einzelzellnekrosen und

Infarktarealen vorgezeichnet.

In der subakuten Phase des Reperfusionsschadens #édhlreiche Mediatoren, wie z.B. Tumor-
Nekrose-Faktory, Interleukine (z.B. IL-6), Plattchen aktivierendeaktor (PAF) und reaktive
Sauerstoffspezies (ROS), die wahrend Ischamie uggeusion in dem betroffenem Areal

gebildet bzw. eingeschwemmt werden, eine Entzirnsheagtion aus (Reil, 2005).
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Den von den Sauerstoffradikalen aktivierten gew@nssgen Makrophagen kommt dabei eine
zentrale Rolle im weiteren Entzindungsgeschehen &ie entfalten eine starke
proinfammatorische =~ Wirkung, welche die Adhéasiorsiele und damit die
Entziindungsreaktion aktiviert (Frangogiannis, 20Qfatt, et al., 2000, Ren, et al., 2003).

4.2.2 TNF-alpha als Schlisselmediator der postisémischen Entziindungsreaktion

TNF-o spielt eine Schlisselrolle im Ablauf dieser Enthiimgsreaktion (Vilcek und Lee,1991).
Als Stimuli fur die TNFe-Bildung und -Freisetzung in speziellen Zellen d@snunsystems
(z.B. Makrophagen) und Geweben (OrganparenchymglemeEndotoxine und Viren (Giroir et
al., 1992, Kapadia et al., 1995, Mann, 2001), Ssaa#radikale (Lefer und Granger, 2000),
Gewebe-Verletzungen nach Verbrennungen (“burn shdskann, 2003) und Dehnungsreize
der Herzmuskelfasern nach Druck- und Volumenbetas{iapadia et al., 1997) genannt.

Neben der Einleitung einer Entztindungsreaktion degi Abwehr von mikrobiellen Erregern
bestehen Untersuchungen, welche TdN&uch bei nichtinfektiossen Schadigungen des Herzen
eine wichtige Rolle zuweisen. TNk-kann grundsatzlich in allen kernhaltigen Orgarezell
gebildet werden, ohne dass das Immunsystem Uber Emzindungsreaktion gestartet oder
priméar beteiligt werden muss (Kubota et al., 194@nn, 2001).

Der Mechanismus der TNé&Bildung ist fur Makrophagen gut beschrieben, giler prinzipiell
auch fur die Kardiomyozyten (Meldrum, 1998). In dewisten Zellen liegt das TN&Gen
inaktiv (,silent gene*) vor und mufl3 erst durch ahme Stimuli Gber spezielle intrazellulare
Signalkaskaden aktiviert werden. In der Reperfugiiase haben die ROS eine Schlisselrolle
Uber ihre Wirkung auf die Genexpression und Sekmetvon TNFe. Durch Ischamie
geschadigte Myokardzellen fihren in der frihen Rep®onsphase eine inkomplette
Sauerstoffreduktion innerhalb der Atmungskette duwmd bewirken dadurch eine erhdhte
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (RO$)I(R005).

Bei Ischamie/Reperfusion permeieren die reaktivanesstoffspezies die Zellmembran direkt
und greifen in den intrazellularen Signalweg auf Beene der NRkeB-Aktivierung ein, was zur
TNF-0-Bildung fuhrt (s. Abb. 34). Die ROS kénnen aufstieWeise direkt im Zytosol NkB
aktivieren (Chandrasekar und Freeman, 1997, Gustal., 1996, Hattler et al., 1995). NB-
transloziert aber auch in den Zellkern und fuhnt Zranskription unter anderem des TMF-
Gens. Die transkribierte TN&mM-RNA wird im rauhen Endoplasmatischen Retikulwumzro-
TNF-o translatiert und in die Zellmembran inseriert (@ello und Margolis, 1995). Das TNE-
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Cleaving-Enzyme (TACE) fihrt zum “shedding” des nbeamgebundenen TN&-und setzt es
damit in das Interstitium frei (Black et al., 199%oss et al., 1997).

Fur die TNFe-Produktion und -Freisetzung im Herzmuskel werdeterschiedliche Zelltypen
verantwortlich gemacht. An einem experimentellemétherz-Modell konnten Mastzellen als
TNF-a-freisetzende Zellen in einer Frihphase der Iscbddentifiziert werden (Frangogiannis
et al., 1998). Durch immunhistologische Analyserrdeugezeigt, dald diese Zellspezies durch
Degranulation bereits praformiertes TNFn die Umgebung freisetzt (Walsh et al., 1991).
Andere Autoren fanden in der postischamischen Regiensphase Kardiomyozyten,
GefalRendothelien und Makrophagen als Bildungsort YdNF-o (Gurevitch et al., 1997,
Kapadia, et al., 1995).

Wieso TNFe eine so entscheidende Rolle in der Aktivierung Eieiziindungsreaktion darstellt
konnte auch gut in einer Studie von Kupatt dargiesterden: in einem ex-vivo Modell wurden
isolierte Herzen einer 15-mindtigen Ischamie misctie3ender Reperfusion unterzogen. Im
Gewebe dieser Herzen konnte eine erhdhte AktividatNF«B und eine gesteigerte Expression
von ICAM-1 mRNA nachgewiesen werden. Dies ging meiner 2,5-fach verstarkten
Leukozytenadhasion an venolaren Endothelzelleneeidburch Inhibition von NkeB konnten
sowohl die Expression von ICAM-1, als auch die giggtrte Leukozytenadhasion supprimiert
werden. Ahnliche Effekte konnten durch Inhibitiomnv TNFo dargestellt werden. Diese
Untersuchungen konnten also eine Schlusselrolle ¥diF-o bei der Aktivierung der
Entziindungskaskade in der subakuten Phase nacdmiszReperfusion nachweisen (Kupatt et
al., 2000, Kupatt et al., 1999). Aus diesem Grundd& in der vorliegenden Arbeit ebenfalls
TNF-o zur Aktivierung der kultivierten Endothelzellerngesetzt. Die These, dass ThiFbei
der Induktion der inflammatorischen Reaktion nastthéimie und Reperfusion die Schlisselrolle
spielt, wird auch durch eine in vitro-Studie untétzt, in der TNFe. im Vergleich zu anderen
proinflammatorischen Zytokinen (ll1-alpha und -Hedée starkste Expression von ICAM-1 auf
Endothelzellen induzierte (Pober, 1987). Auf Grawg@ dieser Vorbefunde wurde in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls TNdzur Aktivierung der kultivierten Endothelzellemgesetzt.
Die These einer starken inflammatorischen ReaktioiRahmen der Ischamie und Reperfusion
des Myokards wurde auch in zahlreichen klinischeéndi®n untermauert. So konnten bei
Patienten mit Myokardinfarkt in der Phase des sutsakReperfusionsschadens deutlich erhéhte
Pasmakonzentrationen von [I-1, II-6, 1I-8, TNFsowie von loslichem E-Selektin und ICAM-1
gemessen werden. Dabei wurden 24 Patienten UberSt¥®den nach einem akuten

Myokardinfarkt beobachtet. Die TNé&- Konzentration war wahrend des gesamten
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Beobachtungszeitraum mit einem Mittelwert von 46@ml (Normalwert: ca. 4,35 pg/ml)
massiv erhdht. Auch die Konzentration Ioslichendtegtins war mit 145,1 ng/ml (Normalwert:
29,1-63,4 ng/ml) deutlich erhdht. Die ICAM-1-Konzeation stieg nur langsam (Pudil et al.,
1999).
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Abb.34 : Schema der Regulation der ToHRreisetzung (modifiziert nach Meldrum 1998)

4.2.3 Cariporide als mogliches Therapeutikum zur Spprimierung des subakuten
Reperfusionsschadens

Unsere Untersuchungen basieren auf den bisher betarMechanismen der Induktion des
subakuten Gewebeschadens nach Ischamie/Reperfugiofgrund der oben genannten
Zusammenhange, simulierten wir demnach eine Entmigsteaktion durch Stimulation von
HUVECs mit TNFea und untersuchten daraufhin die potentiellen affeimmatorischen Effekte
des NHE-Inhibitors Cariporide. TNé&-induzierte eine deutlich vermehrte Expression der
Adhasionsmolekile ICAM-1 und E-Selektin bei HUVE@HENn. Cariporide supprimierte in
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unserer Studie die von TNk-4induzierte Expression von ICAM-1 und E-Selektimdusomit

zwei unverzichtbare Schritte der Adhasionskaskddesere Ergebnisse bestéatigen die in
friheren Studien formulierte Hypothese einer Supg@ung der Adhasionskaskade durch
Cariporide und identifizieren die Expression dedahelialen Adhasionsmolekile ICAM-1 und

E-Selektin als wahrscheinlichste Targets diesdekE.

Eine durch Cariporide verringerte L-Selektin Exgies auf Leukozyten war, wie bereits in der
Einleitung beschrieben, ebenso bekannt, wie eirreingerte P-Selektin Expression. Dabei
wurde mit Thrombin die Adhasionskaskade im Rattesweh ausgeldst und Leukozytenrollen, -
Adhasion und -Extravasion beobachtet. Bei Rattegicle mit Cariporide behandelt waren,
konnte eine Reduktion des Leukozytenrollens bedkeackerden was gut zu der ebenfalls
gezeigten verringerten Expression von P-Selektasp@uerke et al., 2008)

In einer weiteren in vitro-Studie wurden glatte &&huskelzellen durch LPC
(Lysophosphatidylcholin) zur Expression der Adhaslaskade stimuliert. Die ICAM-1
Expression wurde dabei mit ELISA registriert. Beit i@ariporide behandelten Zellen konnte
eine verringerte ICAM-1-Expression und dazu passemge verringerte Adhasion von
Monozyten an den glatten Muskelzellen beobachtedeve(Li, et al., 2006).

Einen weiteren Hinweis auf eine mogliche anti-infraatorische Wirkung von Cariporide durch
Verminderung der Expression von Adhasionsmolekigién eine in-vitro-Studie, bei der eine
verminderte Expression von ICAM-1 auf Endothelzel#®wie eine verminderte Adhasion von
Monozyten beschrieben wurden. Allerdings war der-ipflammatorische Stimulus in dieser
Studie eine Hyperglykamie, so dass die Ergebnissalig der anderen o0.g. Studien nicht direkt
auf den Ischamie-Reperfusionsschaden im Myokardtiggen werden kénnen (Wang et al.,
2006).

Eine Studie deren Protokoll der Situation des Isuk&Reperfusionsschadens am nachsten
kommt wurde an der Kansai Medical University, Mogyi, in Japan in einem in vitro Ansatz
durchgefuhrt: Endothelzellen aus den Koronaramenen Ratten wurden dabei einer 30-
minutigen Hypoxie mit anschlielender Reoxigenierungterzogen. Dabei konnte eine
vermehrte Expression von ICAM-1-mRNA nachgewiesesrden und diese wurde signifikant
durch Cariporide oder Inkubation der Zellen in kaifreien Medium supprimiert. Diese
Ergebnisse zeigen somit einen Zusammenhang zwisdaeenendothelialen zytosolischen
Kalziumkonzentration, der ICAM-1 Expression und ddfE (Hattori et al., 2001).
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4.2.4 Mogliche Mechanismen der Wirkung von Cariporile

Wahrend Ischamie/ Reperfusion kommt es in Gefokgedlrch Hypoxie ausgelésten anaeroben
Metabolismus und der folgenden intrazellularen Azl zur schnellen Aktivierung des NHEL,
der die intrazellulare Protonenkonzentration im tAusch gegen Natrium absenkt. Der erhéhte
intrazellulare Natriumgehalt wird demzufolge durBktivierung des N& Ca&*-Austauschers
gesenkt, was eine erhohte zytosolische Kalziumkainagon zur Folge hat, die wéhrend der
gesamten Ischamie bestehen bleibt (Linz und Bu26B3). Diese Prozesse werden durch
zunehmende Angleichung der intra- und extrazeludrrotonen- und Kalziumkonzentrationen
begrenzt.

Mit Beginn der Reperfusion werden die extrazellesdProtonen- und Kalziumkonzentrationen
rasch normalisiert, wodurch die Konzentrationsgratin fir die oben beschriebenen
Austauschvorgéange tiber den NHE und defV Kezt*-Austauscher wieder hergestellt werden,
sodass es zu einem weiteren massiven Kalziumemsimodie Kardiomyozyten kommt. Die
erhohte intrazellulare Kalziumkonzentration kanrekiien Zelltod vermitteln, indem zum Einem
Proteasen aktiviert werden und zum Anderen dieeAdtlyperkontrahieren kdnnen wodurch die

Zellmembranen rupturieren.

Durch Inhibition des N#H'-Austauscher durch einen selektiven NHE-Inhibitokemn der
Kalziumeinstrom in Kardiomyozyten im Rahmen vonhémie und Reperfusion vermindert
werden. Dies kann ein Schutzmechanismus fir daskdtgonach Ischamie/Reperfusion sein,
wie mehrere experimentelle Studien zeigen:

Isoliert perfundierte Rattenherzen wurden einenBitigen Ischdmie ausgesetzt, welcher eine
30-mindtige Reperfusion folgte. Ein Teil der Ratterhielt in der Phase der Reperfusion
Cariporide. Der Versuch konnte eine verbesserteKgiafunktion und eine Verminderung der
intrazellularen Kalziumkonzentration in Kardiomyten im Vergleich zur Kontrollgruppe
zeigen (Stromer, et al., 2000).

Ein &hnliches Ergebnis konnte eine experimenteltedi® aufzeigen, in der isolierte
Kaninchenherzen einer 60-minitigen Ischdmie mitgdobder 60-minitiger Reperfusion
unterzogen wurden. Im Vergleich zur Kontrollgrupwaren dabei in der Cariporide-Gruppe
sowohl die Konzentrationen von CK, CK-MB und LDH €£p0.05) im koronarvendsen Effluat,
als auch die intrazellulare Kalziumkonzentratio693 +/- 41.1 vs 408.5 +/- 56.8 mg/kg
Trockemgewicht; p < 0.05) deutlich reduziert. Etekienmikroskopisch konnte, dazu passend,
eine Reduktion der ultrastrukturellen Schadigungkiediomyozyten in der Cariporide-Gruppe

nachgewiesen werden (Zhou et al., 2008).
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Eine vergleichbare Studie an isolierten Kaninchezdre aus China bestatigt dieses Ergebnis:
nach einer 60-minutigen Ischamie folgte eine 45tmge Reperfusion in der Kontrollgruppe
und in einer mit Cariporide vorbehandelten Grupper linksventrikulare entwickelte Druck
(LVDP) und der Koronarfluss erreichten in der Régsionsphase ca. 90% des Ausgangswerts
in der Cariporide-Gruppe, dagegen nur um 50% irudéehandelten Kontrollgruppe (p < 0.05).
Die Konzentrationen von CK, CK-MB und LDH im koramandsen Effluat sowie die
intrazellulare Kalziumkonzentration (265.8 +/- 41/4. 500.7 +/- 60.8 mg/) waren ebenfalls in
der Cariporide-Gruppe (p < 0.05) reduziert. Elet#nomikroskopisch konnte wiederum in der
Cariporide-Gruppe eine Reduktion der ultrastrukdtene Schadigung der Kardiomyozyten
nachgewiesen werden. Die Autoren schlielRen augsmiEsgebnissen, dass die Reduktion des
intrazellularen  Kalziumgehaltes den  Schutzmechamssm von  Cariporide  bei
Ischamie/Reperfusion darstellt (Cun et al., 2007).

Dieser Schutzmechanismus durch Verminderung deszeltularen Kalziumgehaltes durch
Blockierung des N@H'-Austauschers ist u.a. durch in vitro-Untersuchunbestatigt worden
(Zhang et al., 2005).

Die oben aufgefuihrten Studien zeigen zwar eineegtve Wirkung von Cariporide durch
Reduktion der intrazellularen Kalziumkonzentratiom Kardiomyozyten wahrend akuter
Reperfusion, doch diese Befunde sind nicht direkf Endothelzellen und deren pro-
inflammatorische Aktivierung im Rahmen des subakuReperfusionsschadens tbertragbar.

Die Bedeutung der intrazellularen Kalziumkonzemndrat fur die endothelial vermittelte
Adhasionskaskade und die mdgliche Bedeutung vonp@ate in diesem Zusammenhang

wurden bisher nur unzureichend untersucht.

Eine Erh6hung der intrazellularen Kalziumkonzemratkonnte in kultivierten Endothelzellen,
die einer hypoxischen Azidose ausgesetzt warenhgeadesen werden. Dabei stellt
offensichtlich das endoplasmatische Retikulum dapiquelle fur die intrazellulare Erhéhung

der Kalziumkonzentration dar (Ladilov et al., 2000)

Eine sehr interessante in vitro-Studie aus Houstntersuchte HUVECSs, bei denen eine erhthte
intrazellulare Kalziumkonzentration nach Zugabe @aimodulin-Inhibitoren nachweisbar war.
Gleichzeitig war die TNFe induzierte Expression von E-Selektin erhdht, wabrelie

Expression von ICAM-1 vermindert war. Wurden die VECs mit einem Kalziumchelator
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vorbehandelt, so trat diese Beobachtung nicht €imef et al.,, 2002). Diese Beobachtungen
belegen eine kausale Beteiligung von Kalzium ber @mdothelialen Expression von
Adhasionsmolekulen. Dies wird durch eine weitered& bestatigt, bei der in HUVECs eine
Supprimierung der ICAM-1-Expression bis zu 77,2%rctiu Calmodulin-Inhibitoren erzielt
wurde. Die Autoren dieser Studie sahen in Kalziunaldalockern eine Mdglichkeit der
Immunsupprimierung und postulierten ebenfalls Katzials mdglichen second-messenger in der
Aktivierung der Adhasionskaskade (Hailer et al94)9

Aus den genannten Studien ergibt sich also, dase é&eduktion der endothelialen
Kalziumkonzentration die Aktivierung der Adhasioaskade bei Ischamie/Reperfusion giinstig
beeinflussen kdnnte.

Unsere Ergebnisse zeigen nun, dass Cariporide seiter die intrazellulare
Kalziumkonzentration unter Normalwert senken konoted andererseits die durch TNF-
vermittelte Expression von E-Selektin und ICAM-IlodHierte. Ein kausaler Zusammenhang
dieser Wirkungen liegt zwar nahe, ist damit abeshnoicht bewiesen. Dies gilt umso mehr als
TNF-o keinen Einfluss auf die intrazellulare Kalziumkengation hatte, was, in
Ubereinstimmung mit den bekannten Signaltransdaoktitechanismen von TNE-gegen eine
direkte Beteiligung von Kalzium als second messedgsser Reaktion spricht.

Die oben genannten Studien (Chen et al., 2002 wkiet al., 1994) belegen jedoch indirekt,
dass eine ausreichend hohe intrazellulare Kalziumzotration fur die durch TNE&-induzierte
Adhéasionskaskade bei Ischdmie/ Reperfusion erflicteist. Dies spricht dafiir, dass die von
uns beobachtete Absenkung der endothelialen Kakonzentration durch Cariporide kausal an
der verminderten Expression der Adh&sionsmoleki#8elektin und ICAM-1 beteiligt ist.
Unklar bleibt jedoch, wie genau Kalzium an deraagllularen Signalkaskade bei Aktivierung
der Adhasionskaskade durch TNFritwirkt.

4.3 Klinische Bedeutung der Ergebnisse

NHE1-Inhibitoren wurden bisher nicht nur in einereNalt von experimentellen Modellen,
sondern auch in klinischen Studien untersucht. B&tARDIAN Trial (GUARd During
Ischemia Against Necrosis) war die erste grol3 augelPhase II/1lI-Studie, um die protektiven
Effekte der NHE-Inhibition mit Cariporide am Mengchzu untersuchen. 11.590 Patienten mit
akutem Koronarsyndrom, unabhangig welcher Genesegdem als Risikopatienten fir einen
Myokardinfarkt in die Studie aufgenommen, deren ftmkt Myokardinfarkt bzw. Mortalitat
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war. Weiterhin wurden die Patienten in die Gruppestabile Angina pectoris/Nicht-Q-Wellen-
Infarkt, PTCA (percutaneous transluminal coronangiaplasty; Ballondilatation) und CABG
(coronary arterybypass graft; Bypass-Operation)emteitt (Erhardt, 1999). Die Patienten
erhielten 20, 80 oder 120mg Cariporide alle 8 Semnlozw. ein Placebo tber 48h bis 1 Woche in
dem Zeitraum des hochsten Risikos fur akute Iscbdeperfusionsschaden.

Wahrend keine signifikanten Unterschiede zwischen Gruppen und Dosierungen gezeigt
werden konnten, ergab sich eine Reduktion der Foaled Myokardinfarktrate von -24,7% in
der Subgruppe von Patienten, die die hochste Dogjevon Cariporide erhalten (120 mg i.v.
alle 8 Std.) und sich einer Bypass-Operation untggn hatten (Weber et al., 2002). Aufgrund
dieses Ergebnisses wurde eine weitere Studieeinjtin welcher die Subgruppe der CABG-
Patienten herausgegriffen und einer Cariporide-kdin unterzogen wurde.

Die Ergebnisse des EXPEDITION Trial (the sodium+ogeen exchange inhibition to prevent
coronary events in acute cardiac conditions) (Ba003) konnte den Wirkungsmechanismus,
den kardialen N#@H"-lonen Antiporter mit Cariporide zu hemmen, undriliier indirekt die
ca*-Uberlastung des Zytosols tiber derfNaz*-Austausch zu verringern, bestatigen. Das
Ziel, die Infarkthaufigkeit in der frihen postopeévan Phase zu senken wurde erreicht. Die
beobachteten schweren Nebenwirkungen (Erhdhte AnpahSchlaganfallen in der Cariporide-
Gruppe) fihrte jedoch zum Abbruch der Studie.

Die Ergebnisse des EXPEDITION Trial bestétigen sodie experimentellen Befunde zur

Verminderung des akuten Reperfusionsschadens. Bagagtersuchten wir in unserer Studie
den Einfluss von Cariporide auf die inflammatorscReaktion im Rahmen des subakuten
Reperfusionsschadens zu dem bisher keine kliniscim@rsuchungen vorliegen. Durch unsere
Experimente konnten wir die Supprimierung der Adbréskaskade mittels Cariporide belegen,
auf die bereits vorangegangene Arbeiten hingewiba&en. Daruber hinaus konnten wir zeigen,
dass diese Wirkung vermutlich auf einer Absenkueigeshdothelialen Kalziumkonzentration auf
subnormale Werte beruht. Ob diese Befunde allesdieime weitere klinische Studie zum
Nachweis der protektiven Wirkung von Cariporide htéertigen, erscheint angesichts der
enttduschenden Ergebnisse der oben angefuhrtenestidhglich. In jedem Fall missten

zunachst in einer préaklinischen tierexperimentel&ndie der optimale Behandlungszeitraum
und die fur die Suppression der endothelialen Adindkaskade erforderliche Dosierung von

Cariporide ermittelt und die protektive Wirkung sis Therapieansatzes belegt werden.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Bei Myokardischamie ist eine schnelle und wirksd®eperfusion des ischamischen Gewebes, in
der Regel durch medikamenttse und mechanischerémigonen, wichtigste Mimahme.

Die Reperfusion, also die Wiederherstellung degfBlsses in einem ischamischen Areal, kann
dabei Gewebsnekrosen verhindern, kann aber au@ineu Schadigung des Myokards fuhren.
Dieser Reperfusionsschaden tritt sowohl akut, aisden ersten Minuten der Reperfusion, als
auch subakut Gber Stunden und Tage auf.

Wahrend Ischamie/Reperfusion kommt es in Gefolgedigch Hypoxie ausgeldsten anaeroben
Metabolismus zur Aktivierung des NH*-Austauschers (NHE), der die intrazellulare
Protonenkonzentration im Austausch gegen Natriumuziert. Der erhohte intrazellulare
Natriumgehalt wird durch Aktivierung des NM&&*-Austauschers gesenkt, was eine erhohte
Kalziumkonzentration zur Folge hat und wahrend glessamten Isch&dmie bestehen bleibt. Die
erhohte intrazellulare Kalziumkonzentration versitttdirekten Zelltod, indem sie einerseits
Proteasen aktiviert, andererseits Hyperkontraktureslost und die Zellmembran rupturieren
l&sst.

Inhibition des N&H"-Austauscher durch den selektiven NHE-Inhibitorearigride kann die
intrazellulare Kalziumkonzentration nach Ischameg®fusion vermindern und so diesen
akuten Ischamie-Reperfusionsschaden einschranken.

Im Rahmen des subakuten Reperfusionsschadens fzdinéeiche Mediatoren, wie z.B. Tumor-
Nekrose-Faktor: (TNF-a), Interleukine (z.B. IL-6), Plattchen aktivieremdeéaktor (PAF), die
u.a. durch freie Sauerstoffradikale (ROS) aktivierden, zur gesteigerten Expression von
Zytokinen und Adhéasionsmolekilen auf Endothelzellend somit zur Aktivierung der
Adhasionskaskade mit gesteigerter Adhasion von aeyten am venolaren Endothel und
anschlie3ender Emigration dieser Leukozyten in\iaskard.

Unsere Studie basiert auf friheren Befunden, wor@atiporide im Rattenmodell die post-
ischamische Leukozytenadhasion reduziert und saoth den subakuten inflammatorischen
Ischamie/Reperfusionsschaden einschranken kdnnte.

In der vorliegenden Studie Uberpriften wir folgendgpothesen: 1) die Verminderung der
Leukozytenadhé&sion durch Cariporide wird durch eimeduzierte Expression der
Adhasionsmolekile ICAM-1 und CD62E auf Endothekmellvermittelt; 2) der zellulare
Wirkmechanismus von Cariporide involviert eine Atlseng der endothelialen

Kalziumkonzentration.
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Zur Uberprifung dieser Hypothesen simulierten witeeendotheliale Entziindungsreaktion
durch Stimulation von ,Human Umbilical Vein Endoliaé Cells* (HUVECS) mit
unterschiedlichen Dosierungen von TMFund untersuchten in diesem Modell die anti-
inflammatorischen Effekte des NHE-Inhibitors Caride durch Messung der Expression der
Adhéasionsmolekile ICAM-1 und CD62E mittels FACS MAsa. Dabei wurde ein Teil der
HUVECS mit Cariporide (3umol/l), der andere Teiltndem LOosungsmittel DMSO fur 30
Minuten bei 4°C inkubiert. Die einzelnen HUVECS wen darauf jeweils mit 0; 0,5; 1; 3;5; 10;
25; 50 und 100 U/ml TNe-bei 37°C inkubiert (24h fir die Versuchsreihe Y6AM-1 und 5h
fur E-Selektin). Es erfolgte die Applikation von 20 des jeweiligen mit Fluoreszenzfarbstoff
markierten Antikérpers gegen E-Selektin und ICAMDle Auswertung erfolgte mit dem FACS.

In der statistischen Auswertung induzierte TiEinen deutlichen Anstieg der Fluoreszenz fir
ICAM-1 in der Kontrollgruppe ohne den Einfluss v@ariporide (bei 0 U TNFe 8,5; bei 100 U
TNF-o 164,6; p=0,001). Der Anstieg der Fluoreszenz fibdiektin war ebenfalls deutlich
ausgepragt (bei 0 U TNé&-8,8; bei 100 U TNFe 29,3; p<0,001) In den Cariporide-Gruppen
hatte TNFe. keine signifikante Wirkung. Fur ICAM-1 betrug diguoreszenz bei 0 U TNE-
14,5 bei 100 U TNFe 16,4 (p=0,998). Fur E-Selektin betrug die Fluoeezzbei 0 U TNF 6,8;

bei 100 U TNFe 7,6 (p=0,842). Damit induzierte TNEdosisabhéngig eine massive Steigerung
der Expression von ICAM-1 und CD62E, die durch \@réandlung der HUVECs mit Cariporide

jeweils vollstéandig supprimiert wurde.

Zur Untersuchung weiterer moglicher zellularer Mamukmen der anti-inflammatorischen
Effekte von Cariporide wurde ebenfalls in HUVEC® d@edeutung von Gafiir die TNF«
induzierte Expression der Adhasionsmolekile untdrsu

HUVECS wurden mit 4 umol/ml Fluo-4 (Fluoreszenz-Kaim-Indikator) fir 1 Stunde bei 37°C
inkubiert. Ein Teil der Zellen wurden mit kalziuniigen PBS, der andere Teil mit
kalziumfreien PBS resuspendiert. Ein Teil der Zeleurde mit 3umol/l Cariporide, der andere
Teil mit DMSO, jeweils fur 30 min bei 4°C in kubierDie Zellen wurden mit einer
submaximalen Stimulationskonzentration von 50 UMNF-o inkubiert. Die Messsung der
Fluoreszenz erfolgte nach 2,5,10,15, 30 und 60 Mmam FACS.

Dabei verminderten sowohl die Inkubation in kalzftelem Medium als auch Cariporide die
intrazellulare Kalziumkonzentration unter den Nokweat, der bei Kultivierung der HUVECS in

kalziumhaltigem Medium gefunden wurde. In Uberémstung mit den bekannten
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Zusammenfassung

Mechanismen der Signaltransduktion hatte TdNFkeinen Einfluss auf die intrazelluléare

Kalziumkonzentration.

Diese Ergebnisse lassen im Zusammenhang mit deerbi diesen Themen verdffentlichten
Literatur folgende Schlussfolgerungen zu: 1) dig-mflammatorische Wirkung von Cariporide
nach Ischamie/Reperfusion beruht in erster Linie eaner Hemmung der u.a. durch TNF-
induzierten endothelialen Expression der Adhéasiahskille ICAM-1 und CD62E; 2) obwohl
Kalzium nicht direkt als second messenger in dgnd&transduktion des TN&Rezeptors
involviert ist, scheint eine Reduktion der zytosohen Kalziumkonzentration auf subnormale
Werte durch Cariporide kausal an dieser Hemmung Né-o-Wirkung beteiligt.

Vor einer moglichen klinischen Studie zur Uberprigfuder protektiven Wirkung von Cariporide
im Rahmen des subakuten inflammatorisch vermitidéehamie/Reperfusionsschadens musste

dieser Effekt in einer praklinischen tierexperinediein Untersuchung bestatigt werden.
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Abklrzungen

VI. ABKURZUNGEN

ATP

CD
EDRF
DMSO
ECV- 304
EGTA
ENaC
Fa.
FACScan
FITC
FSC
HUVEC
HOE 642
ICAM
IgSF

I

kDa
LFA-1
MAC
MFI
mouse IgG
NHE

NO

PAF
PAI-1
PBS

PE
PECAM
PMNs
ROI

SSC
TNF-o

Adenosintriphosphat

Cluster Designation

endothelium-derived relaxing factor
Dimethylsulfoxid

kinstliche Endothelzelllinie mit immortaérten Endothelzellen
Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N - Ta¢ssigsaure
epithelialer Natriumkanal

Firma

FACS fur englisch Flurescent Activated Gelting
Fluoresceinisothiocyanat

Forward Scatter

human umbilical vein endothelial cell
4-isopropyl-3-metylsulfonyl-benzoyl-gudinie-methanesulfunat
Intercellular adhesion molecule
Immunglobulinsuperfamilie
Interkeukin

kilo Dalton

Lymphocyte Function associatedigen-1
macrophage adhesiomolecule
mean fluorescence intensity

Maus Immunglobulin G
Natrium-Wasserstoff-Austauscher
Stickstoffmonoxid

Platelet activating factor
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1-Protein
Phosphat gepufferte Kochsalzlésung
Phycoerythrinin

Platelet endothelial cell adhesion molecule
Polymorphonuclear Neutrophils

Region of interest

Side Scatter VCAM

Tumor-Nekrosis-Faktor-alpha
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Abklrzungen

VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule-1
VEGF Vascular Endothelial Growhth Factor
w with

w/o without
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